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RESUMO

Fungos endofiticos tropicais, conhecidos por habitar diferentes tecidos vegetais sem causar
dano aparente aos seus hospedeiros, séo considerados fontes promissoras de produtos naturais
biologicamente ativos, os quais podem ser aplicados em diferentes segmentos da biotecnologia.
Estes micro-organismos sdo estudados quanto a sua capacidade em produzir diferentes
metabdlitos bioativos de interesse na medicina e agricultura. Entre as plantas alvos para estudos
da comunidade de fungos endofiticos, aquelas consideradas longinquas, endémicas e com
adaptacdes particulares vem demonstrando representarem promissoras fontes para
caracterizacdo de espécies produtoras de moléculas bioativas. Neste contexto, espécies vegetais
nativas da Mata Atlantica do Brasil representam alvos interessantes para bioprospeccao de
fungos endofiticos associados produtores de metabdlitos bioativos. A partir do exposto, essa
tese teve como objetivo conhecer o potencial dos fungos endofiticos associados as espécies
vegetais longinquas de um fragmento de Mata Atlantica de Minas Gerais Swietenia
macrophylla, Lecytis pisonis e Joannesia princeps capazes de produzir metabolitos secundérios
bioativos de interesse na medicina e agricultura. Fragmentos das folhas e raizes adventicias das
plantas alvos foram amostrados e utilizados para isolamento dos fungos endofiticos. Um total
de 372 isolados de fungos filamentosos foram obtidos, dos quais 201 obtidos dos tecidos de S.
macrophylla, 52 de L. pisonis e 119 de J. princeps. Os fungos obtidos foram submetidos ao
processo de fermentacdo sélida para obtencdo dos seus metabodlitos secundarios. Desses, 12
fungos se mostraram produtores de substancias herbicidas. Os isolados Pyricularia sp.
UFMGCB 17499 e Diaporthe sp. UFMGCB 17510 exibiram atividade herbicida de amplo
espectro carcterizado pela inibicdo das sementes dos alvos Allium schoenoprasum
(monocotileddnea) e Lactuca sativa (dicotileddnea). Quatro extratos obtidos de taxons do
género Colletotrichum (UFMGCB 17500, 174511, 17482 e 18126) exibiram atividade seletiva
contra A. schoenoprasum, enquanto os isolados UFMGCB 17496 e 17485 exibiram efeito
herbicida apenas para L. sativa. Além disso, os fungos obtidos foram avaliados quanto a
producdo de metabolitos capazes de inibir os parasitas Trypanosoma cruzi (doenca de Chagas),
Leishmania amazonensis (leishmaniose) e Plasmodium falciparum (maléria), reconhecidos
agentes causadores de doencas tropicais negligenciadas (DTNs). Sete fungos demonstraram ser
produtores de metabolitos ativos contra os parasitas causadores de DTN. O extrato fungico
produzido a partir do fungo Fusarium sp. UFMGCB 17514 apresentou atividade
tripanossomicida com ICso = 4,39 pug mL™. A substancia ativa identificada no extrato do taxon



Fusarium sp. UFMGCB 17514 correspondeu a micotoxina beauvericina que exibiu atividade
(ICs0 = 1,6 pg mL1). O extrato do fungo Fusarium sp. UFMGCB 18279 foi capaz de inibir P.
falciparum (I1Cso = 5,1 pg mL™) e a analise putativa in silico sugeriu que ciclosporina é a
substancia antimalarica produzida pelo fungo. Ja o extrato do fungo Colletotrichum sp.
UFMGCB 17511 inibiu formas amastigotas de L. amazonensis (ICso =0,02 pg mL™?) e as
andlises in silico sugeriram que a substancia bioativa pertenca a classe das glicerofosfocolinas.
Além disso, os fungos endofiticos obtidos das raizes de S. macrophylla foram avaliados quanto
a capacidade de estimular o desenvolvimento das plantulas de soja e feijédo in vivo. Os isolados
Fusarium sp. UFMGCB 18289 e 18290 foram capazes de induzir o ganho de biomassa seca e
comprimento do caule das plantulas de Phaseolus vulgaris (feijdo) por meio da adicdo do meio
liquido fermentado. Por outro lado, taxons identificados como espécies de Fusarium e
Dactylonectria foram capazes de inibir a geminacédo de sementes em plantulas de P. vulgaris
(feijdo) e Glycine max (soja). A partir dos resultados obtidos, o presente trabalho contribuiu
para 0 conhecimento do potencial biotecnolégico da comunidade de fungos endofiticos
associados a plantas longinquas da Mata Atlantica do estado de Minas Gerais, 0s quais se
mostram bons candidatos como produtores de metabdlitos para uso contra DTNs e com
potencial aplicacdo na agricultura. Apesar dos metabolitos bioativos dos tdxons dos géneros
Fusarium e Colletotrichum serem conhecidos, os resultados dessa tese sugerem que os fungos
avaliados podem ser considerados promissoras “fabricas” eucaridticas produtoras de
metabolitos bioativos. Além disso, os fungos endofiticos das plantas longiquas também foram
capazes de produzir metabdlitos de interesse na agricultura, seja pela sua atividade herbicida
ou pela capacidade de estimular o desenvolvimento de plantulas de interesse econémico. Ainda,
os resultados também demonstraram que alguns fungos presentes em equilibrio na raiz de S.
macrophylla foram capazes de causar efeitos negativos em plantulas de feijdo e soja in vivo, o
gue chama a atencdo para a ndo devastacao de ecossistemas naturais, incluindo plantas nativas
que possuem uma comunidade endofitica em simbiose em seus tecidos.

Palavras chaves: Fungos endofiticos; Metabdlitos secundarios; Mata atlantica.



ABSTRACT

Tropical endophytic fungi, known to inhabit different plant tissues without causing apparent damage
to their hosts, are considered promising sources of biologically active natural products, which can
be applied in different segments of biotechnology. These microorganisms are studied as to their
ability to produce different bioactive metabolites of interest in medicine and agriculture. Among the
plants targeted for studies of the community of endophytic fungi, those considered distant, endemic
and with “particular biology” have shown to represent promising sources for the characterization of
species producing bioactive molecules. In this context, plant species native to the Atlantic Forest of
Brazil represent interesting targets for bioprospecting of associated endophytic fungi producing
bioactive metabolites. From the above, this thesis aimed to know the potential of endophytic fungi
associated with distant plant species of an Atlantic Forest fragment of Minas Gerais Swietenia
macrophylla, Lecytis pisonis and Joannesia princeps capable of producing bioactive secondary
metabolites of interest in medicine and agriculture. Fragments of leaves and adventitious roots of
the target plants were sampled and used to isolate endophotic fungi. A total of 372 isolates of
filamentous fungi were obtained, of which 201 were obtained from the tissues of S. macrophylla,
52 of L. pisonis and 119 of J. princeps. The fungi obtained were submitted to the solid fermentation
process to obtain their secondary metabolites. Of these, 12 fungi were shown to be producers of
herbicide substances. Pyricularia sp. isolates UFMGCB 17499 and Diaporthe sp. UFMGCB 17510
exhibited broad-spectrum herbicide activity by inhibiting the seeds of the targets Allium
schoenoprasum (monocotyledon) and Lactuca sativa (dicotyledonea). Four extracts obtained from
taxa of the genus Colletotrichum (UFMGCB 17500, 174511, 17482 and 18126) exhibited selective
activity against A. schoenoprasum, while the isolates UFMGCB 17496 and 17485 exhibited
herbicide effect only for L. sativa. In addition, the fungi obtained were evaluated to produce
metabolites capable of inhibiting the parasites Trypanosoma cruzi (Chagas disease), Leishmania
amazonensis (leishmaniasis) and Plasmodium falciparum (malaria), recognized agents causing
neglected tropical diseases (NTD). Seven fungi have been shown to be producers of active
metabolites against the parasites causing NTD. The fungal extract produced from the fungus
Fusarium sp. UFMGCB 17514 showed trypanosyactivity with ICso = 4.39 ug mL™. The active
substance identified in Fusarium sp. UFMGCB 17514 corresponded to the mycotoxin beauvericin
that exhibited activity (ICso= 1.6 ug mL™). The extract of the fungus Fusarium sp. UFMGCB 18279
was able to inhibit P. falciparum (IC50 = 5.1 ug mL™?) and the putative analysis in syl suggested
that cyclosporine is the antimalarial substance produced by the fungus. The extract of the fungus
Colletotrichum sp. UFMGCB 17511 inhibited amastigote forms of L. amazonensis (ICso = 0.02 ug



mL?1) and in syphilic analyses suggested that the bioactive substance belongs to the
glycerophosphocholine class. In addition, the endophytic fungi obtained from the roots of S.
macrophylla were evaluated for the ability to stimulate the development of soybean seedlings and
beans in vivo. The isolates Fusarium sp. UFMGCB 18289 and 18290 were able to induce the dry
biomass gain and stem length of Phaseolus vulgaris (beans) seedlings by adding the fermented
liquid medium. On the other hand, lints identified as Fusarium and Dactylonectria species were
able to inhibit seed towning in seedlings of P. vulgaris (beans) and Glycine max (soybean). Based
on the results obtained, the present work contributed to the knowledge of the biotechnological
potential of the community of endophytic fungi associated with distant plants of the Atlantic Forest
of the state of Minas Gerais, which are shown to be good candidates as producers of metabolites for
use against NTDs and with potential application in agriculture. Although the bioactive metabolites
of the Fusarium and Colletotrichum are known, the results of this thesis suggest that the evaluated
fungi can be considered promising eukaryotic "factories” producing bioactive metabolites. In
addition, endophytic fungi of distant plants were also able to produce metabolites of interest in
agriculture, either by their herbicide activity or by the ability to stimulate the development of
seedlings of economic interest. Furthermore, the results also demonstrated that some fungi present
in equilibrium at the root of S. macrophylla were able to cause negative effects in bean and soybean
seedlings in vivo, this draws attention to the non-devastation of natural ecosystems, including native
plants that have an endophytic community in symbiosis in their tissues.

Key words: Endophytic fungi; Secondary metabolites; Atlantic forest.
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1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Fungos endofiticos tropicais sdo considerados fontes promissoras de produtos naturais
biologicamente ativos, os quais podem ser aplicados em diferentes segmentos da industria
(BHADRA, 2022). Esses fungos s&o conhecidos por sintetizar um amplo espectro de metabdlitos
secundarios, chegando a uma producdo de até 73% superior a de outras classes de micro-organismos
(DREYFUSS, 1994; SPECIAN, 2014). Entre a gama de classes de substancias identificadas, estdo
acidos fenolicos, benzopiranonas, flavonoides, alcaloides, quinonas, terpeneoides, tetralonas,
xantonas, entre outros (TAN ZOU, 2001; GUNATILAKA, 2006). A identificacdo de novas
substancias produzidas por fungos endofiticos, ou mesmo aquelas heterélogas a seus hospedeiros,
estimulam a continuidade dos estudos para a bioprospeccdo do potencial biotecnoldgico destes
fungos, para subsidiar as demandas na indUstria farmacéutica e na agricultura, principalmente (TAN
etal., 2001; KUSARI et al., 2014).

Os metabolicos fungicos apresentam-se como potencial precursor de moléculas protétipos
para 0 desenvolvimento de novos farmacos, os quais sdo considerados vantajosos em relacdo aos
produtos sintéticos, sendo uma das razdes, o fato de serem produzidos em sistemas vivos,
potencializando sua interagdo com os receptores bioldgicos, além de ser uma fonte sustentavel e de
baixo custo (GANJHUG et al., 2015). Dentre os usos desses metabolitos, destaca-se o
desenvolvimento de farmacos contra as Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNSs), grupo de
enfermidades que acometem as populacdes de baixa renda, afetando mais de um bilhao de pessoas
no mundo (OPAS, 2019). Entre elas destacam-se Maléaria, Leishmaniose e Doenca de Chagas, as
quais sdo consideradas “negligenciadas” porque ndo recebem recursos suficientes de governos e
instituicdes de pesquisa (CAPPELARI & MENEGHEL, 2021). Grandes industrias farmacéuticas
ndo despertam interesse nos estudos dessas doencas tropicais, provavelmente devido a falta de
retorno financeiro satisfatério, o que resulta na caréncia de formulagdes que combatam o agente
etiologico (WHO, 2020).

De maneira similar, o setor de agricultura do Brasil se mostra desprovido de insumos
sustentaveis para 0 manejo das culturas. Desde 2008 o pais é o maior consumidor de agrotoxicos no
mundo, refém de um sistema de producéo agréaria de alimentos totalmente dependente do uso desses
produtos, e ainda, estima-se que o brasileiro consuma, em média, 7 kg de agrotoxicos por ano
(ABSC, 2012; FROTA & SIQUEIRA, 2021). De acordo com dados divulgados pela rede
ambientalista Friends of the Earth Europe (2022), a cada dois dias, uma pessoa morre por
intoxicacdo de agrotdxicos no Brasil — cerca de 20% dessas vitimas séo criangas e adolescentes de

até 19 anos. Esse consumo torna-se particularmente preocupante se considerarmos o impacto que
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gera na saude individual e coletiva; esses agravos representam um aumento na demanda dos servi¢os
publicos de satide como consequéncia de intoxicacdes agudas e doengas cronicas relacionadas aos
efeitos deletérios dos agrotdxicos (DUTRA & SOUZA, 2007; FROTA & SIQUEIRA, 2021). Dados
do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN) indicam que 0 uso de agrotdxicos e
as intoxicacOes deles derivadas aumentaram de 2007 a 2016, ocupando o segundo lugar entre as
intoxicagBes exdgenas e a primeira posicdo em letalidade (LARA et al., 2019). Além disso, 0s
agrotoxicos impactam negativamente 0 meio ambiente por meio da contaminacdo do solo,
mananciais de dgua e da eliminacdo de espécies nativas (FROTA & SIQUEIRA, 2021). Estudos
conduzidos por Medici et al. (2021), constataram a presenca de dois carbamatos (aldicarb e carbaril),
trés organofosfatos (diazinon, malation e fosdrin), dois piretroides (deltametrina e permetrina) e
dois metais toxicos (caddmio e chumbo) em diferentes amostras de tecido de anta, alguns em
concentracgdes altas o suficiente para causar efeitos adversos a satude. Em 90% das antas que foram
submetidas a um exame pds-morte completo (n = 25), foram observadas altera¢cGes macroscopicas
de figado e/ou tecido renal. Por esses motivos, torna-se imprescindivel a busca por substancias
menos toxicas ao meio ambiente e aos animais. Desta maneira justifica-se a busca por substancias
naturais advindas da biodiversidade.

Anélises estatisticas realizadas por Bills et al. (2002) indicaram que endofiticos de regides
tropicais fornecem um nimero maior de moléculas ativas do que os presentes em regides temperadas
do globo. De acordo com Frohlich & Hyde (1999) e Arnold (2008), a diversidade de fungos
endofiticos nas florestas tropicais € maior em comparacdo com outros biomas do planeta, devido
principalmente a elevada riqueza de plantas endémicas, variedade fitogeografica e as altas taxas
pluviométricas, que aumentam a dispersdo dos esporos (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007;
TERHONEN et al., 2019). Arnold (2007) indica que folhas e raizes representam as interfaces mais
dindmicas entre as plantas e o meio ambiente, e que os fungos que habitam estes tecidos
biologicamente ativos podem compartilhar caracteristicas que Ihes permitem crescer e persistir em
um ambiente de constante mudanca bioquimica, sendo portanto, érgdos alvos interessantes para
prospeccao.

Strobel & Daisy (2002; 2003) estabeleceram algumas estratégias para racionalizar a busca
de endofiticos interessantes frente as miriades de plantas, selecionando vegetais com as seguintes
caracteristicas: plantas de ambientes peculiares; especialmente aquelas com biologia e estratégia de
sobrevivéncia incomum, com historico etnobotéanicos, endémicas, que apresentam longevidade
incomum ou localizadas em ambientes ancestrais e plantas de ambientes com grande diversidade
bioldgica. Neste contexto, o presente trabalho visou prospectar metabdlitos bioativos de fungos

endofiticos associados as espécies vegetais Joannesia princeps Vell (Cutieira), Lecythis pisonis
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Cambess (Sapucaia) (LORENZI & MATOS, 2002; FRANCO & BARROS, 2006) e Swietenia
macrophylla King (Mogno Brasileiro) (GROGAN et al., 2002). As trés espécies de plantas séo
consideradas longinquas em termos de tempo de vida, com registros de aplicacdes etnobotanicas,
presentes na Mata Atlantica, um hotspot da biodiverdidade mundial (MYERS et al., 2000;
MITTERMEIER et al., 2011; IUCN, 2016). A partir dessas prerrogativas, essas trés espécies
vegetais podem representar importante abrigo de fungos produtores de substancias que podem ser
utilizados como prototipos para o desenvolvimento de farmacos para uso contra as DTNs e para

utilizacdo na agricultura.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos endofiticos e a relagdo com a planta hospedeira

O termo “endofitico” foi introduzido na literatura ecoldgica por Bary (1866) e desde entdo
vem sendo utilizado por pesquisadores no mundo inteiro (WILSON, 1995; BAGCHI, 2021).
Segundo Petrini (1991), os endofiticos sdo micro-organismos que vivem no interior dos tecidos
vegetais em qualquer momento do seu ciclo de vida sem causar quaisquer sintomas de doenga.
Podem se desenvolver na porgdo intercelular (apoplasto) quanto na intracelular (simplasto)
(JAYANTHI et al.,, 2022), incluem bactérias, actinomicetos e fungos. Endofiticos sdo
endossimbiontes encontrados de criptdgamas a angiospermas, ou seja, em todas as espécies vegetais
estudadas até 0 momento, indicando que a estratégia de propagacdo obteve sucesso ao longo dos
anos (VERMA et al., 2017).

A dispersdo destes fungos pode ocorrer por meio de dois mecanismos: horizontal e
vertical. Na transmissao horizontal o fungo se dissemina de um vegetal para o outro por meio dos
esporos, artificio predominante em plantas lenhosas (SAIKKONEN et al., 2004). Nesse caso 0s
fungos podem penetrar e colonizar o hospedeiro através da zona radicular, por abertura de
estdmatos, hidatodio ou injarias presentes nos 6rgdos vegetais como folhas, caules, cotilédones,
flores e frutos (SAIKKONEN et a., 2004; VIEIRA, 2015). Na transmissdo vertical ocorre
transferéncia entre geracOes através de sementes, de forma sisttémica, onde tendem a desenvolver
uma relacdo mutualistica com seus hospedeiros, enquanto, aqueles transmitidos horizontalmente
(forma ndo sistémica) sdo mais propensos a apresentarem uma relacdo antagonista (SAIKKONEN
et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2009).

Quando o fungo estabelece este tipo de relagdo mutualistica com o vegetal, ele pode
sintetizar e liberar antibioticos, proteases, quitinases, bacteriocinas, sideréforos e lipopeptideos que

controlam os fitopatdgenos e melhoram o crescimento e a saude da planta (KHAN, 2020). Em
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contrapartida, o fungo se beneficia por receber da planta energia, nutrientes e abrigo (ARNOLD et
al., 2003; HARTMANN et al., 2009).

N&o se sabe ao certo como os fungos endofiticos superam a resisténcia do hospedeiro,
possibilitando o crescimento assintomatico dentro dos tecidos. Mas € sugerido que os metabolitos
secundarios também exercam influéncia nesse processo. Os metabolitos secundarios sdo substancias
extracelulares secretadas durante o crescimento e diferenciagdo do organismo e podem interferir das
seguintes formas com a planta e competidores: (i) secrecdo de metabolitos toxicos para seus
hospedeiros; (ii) modulacdo de fitormdnios dos hospedeiros; (iii) desintoxicacdo de metabolitos
constitutivos de defesa e (iv) secrecdo de enzimas liticas (SCHULZ et al., 2015).

Schulz & Boyle (2005) e Schulz et al. (2015) sugerem que n&o existem interagcdes neutras
e que ha sempre um grau de viruléncia por parte do fungo que permite a infeccao, enquanto a defesa
do hospedeiro limita o desenvolvimento dos invasores. Além disso, sugere-se que para crescer e
sobreviver na planta, estes fungos devem manter um equilibrio de antagonismo nédo s6 com a planta
hospedeira, mas também com competidores microbianos (HARTMANN et al., 2009; SCHULZ et

al., 2015), como demonstrado na Figura 1.

Fatores
ambientais

-1

Senescéncia _- \
estressores | 0™ FEndofito - mm e e - - H
'

'

Competigdo
patégenos e
endéfitos

Figura 1. Representacdo hipotética do antagonismo balanceado entre a viruléncia endofitica,
competidores microbianos e resposta de defesa da planta, proposta por Schulz et al. (2015).

Strobel (2003) sugere que a relagdo do endofitico com o vegetal hospedeiro evoluiu a

centenas de milhdes de anos atras, quando as plantas superiores irradiaram na Terra. Evidéncias
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desta associacdo foram descobertas em tecidos fossilizados de caules e folhas; a partir disto, é
possivel presumir que alguns destes micro-organismos tenham desenvolvido sistemas genéticos
capazes de permitir a transferéncia horizontal de informacgdo com seu hospedeiro em detrimento de
sua coevolucdo (STROBEL & DAISY, 2003; TAN & ZOU, 2001). Esta constatacao se tornou ainda
mais forte quando pesquisadores ao redor do mundo descobriram que os fungos endofiticos eram
capazes sintetizar as mesmas substancias que de seus hospedeiros (STROBEL & DAISY, 2003).
Um exemplo bem conhecido foi a descoberta realizada por um grupo de pesquisadores da
Universidade de Montana nos EUA, que relataram a obtencao do taxol a partir da espécie de fungo
endofitico Taxomyces andreana, isolado das cascas de Taxus brevifolia (Taxaceae) (STIERLE et
al., 1993). O Taxol é um diterpendide produzido pela planta T. brevifolia e largamente utilizado no
tratamento de cancer mamario e de Utero. Entretanto, para se extrair 1 kg de taxol, precisa-se de 10
toneladas de cascas de T. brevifolia, 0 que representa a necessidade do plantio de 3.000 arvores.
Dada a inviabilidade sustentavel na obtengdo da substancia, a descoberta do fungo produtor abriu
um novo panorama para prospeccao de produtos naturais na industria farmoquimica (STIERLE et
al., 1993).

O uso de metabdlitos bioativos obtidos a partir de fungos endofiticos apresentam inimeras
vantagens, quando comparado com a extracdo dessas substancias diretamente das plantas. Por
exemplo, eliminam-se o efeito da sazonalidade, problemas ambientais ou politicos como o corte ou
a coleta de partes das plantas, além da obtencdo de melhores rendimentos industriais com facil
escalonamento (GONCALVES et al., 2013). Entretanto, essa expectativa tem sido, em parte,
frustrada, visto que as condi¢des de crescimento em laboratério podem influenciar fortemente a
producdo de metabolitos secundarios ou até mesmo cessa-la. Uma explicagdo para este fenbmeno
seria a de que ap6s algumas repicagens os fungos endofiticos diminuem ou perdem a capacidade de
produzir os metabdlitos secundarios desejaveis (FREIRE te al., 2014).

Ainda ndo se conhecem as razGes responsaveis pela instabilidade na producdo de
metabdlitos pelos fungos endofiticos, embora existam algumas hipéteses, como, por exemplo, a
auséncia do estimulo do hospedeiro nas condigdes de cultivo e/ou o silenciamento de alguns genes
durante cultivo apds sucessivas repicagens (FREIRE te al., 2014). Além disso, algumas tentativas
para reverter essa supressao, como adicionar partes dos hospedeiros ou extratos de tecidos do
hospedeiro ao meio de cultivo, ndo tém tido sucesso (FREIRE te al., 2014), o que levou muitos
pesquisadores avaliarem criticamente possiveis mecanismos de producdo de metabolitos
secundarios de plantas por fungos endofiticos (FREIRE te al., 2014).

Alguns autores como Kusari (2012) e Strobel & Daisy (2013) sugerem que a recombinagéo

genetica dos endofiticos com seus hospedeiros levaria a incorporacdo de rotas genéticas do
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hospedeiro ao genoma do endofitico. Contudo, ndo existe ainda prova da suposta transferéncia
horizontal de genes entre a planta hospedeira e o fungo endofitico associado (SACHIN et al., 2013).
Uma explicacdo cada vez mais aceita para a capacidade dos fungos endofiticos na producéo de
metabolitos secundarios ¢ a existéncia, nos seus genomas, de “genes clusters” (um grupo de genes
permanentemente alinhados e que séo coletivamente responsaveis em um processo multivariado na
biossintese de metabodlitos) (FREIRE et al., 2014). Estes genes sdo responsaveis por codificar
diversos mecanismos genéticos para a aquisicao de nutrientes, sintese/degradacdo de metabolitos
essenciais e adaptativos (VANDEPOL et al., 2020).

Mesmo diante de inumeras hipéteses, 0os avancos na engenharia genética ainda néo
permitiram desvendar o mecanismo de ativacgdo e silenciamento dos “genes cluster” em eucariotos;
visto que a base de dados referentes a estes genes é maior para procariotos que em eucariotos
(STROHL, 2001; TEIJARO et al., 2019). A complexidade na expressdo dessas propriedades faz
com que a escolha do vegetal seja crucial para sele¢do do fungo heter6logo, assim como o meio de
fermentacdo e o fornecimento de precursores, 0s quais séo fatores essenciais na fabricacdo de
produtos naturais-alvo (TEIJARO et al., 2019).

2.2 Doencas tropicais negligenciadas

As Doencas negligenciadas sdo definidas como sendo aquelas que ndo s6 prevalecem em
condicdes de pobreza, mas também contribuem para a manutencdo do quadro de desigualdade, ja
que representam forte entrave ao desenvolvimento (OLIVEIRA et al., 2018). De acordo com Morel
etal. (2005) as Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) s&o por defini¢cdo doengas que nao dispde
de tratamentos eficazes ou adequados (FIOCRUZ, 2018). As DTN’s compdem um grupo de 17
enfermidades que afetam mais de 1 bilhdo de pessoas, principalmente as que residem em paises
subdesenvolvidos (WHO, 2020). Esse grupo de doengas recebe essa denominacdo em virtude do
pouco interesse no desenvolvimento de novos farmacos, se comparado com outras enfermidades
(WENG et al., 2018). Dentre as doencgas, estdo alguns exemplos: Tuberculose, Leishmaniose,
Doenca de Chagas (DC), Malaria, Esquistosomose, Dengue, Tripanossomiase Africana (Doenca do
Sono), infeccBes por helmintos especificos (filariais), HIV pediatrico, Lepra, Conjuntivite Granular,
entre outras. Dentre as doencgas supracitadas, destacam-se Leishmaniose, Malaria e Doenca de
Chagas, uma das principais doencas vetoriais (doencas metaxénicas) sujeitas a controle no Brasil
(TAUIL, 2006). Na presente tese as DTNs Leishmaniose, Doenca de Chagas e Maléria foram

abordadas, pois foram os alvos dos potenciais metabdlitos produzidos pelos fungos endofiticos.
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2.2.1 Leishmaniose

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios intracelulares do género Leishmania. Sdo
transmitidas por meio de vetores flebotomineos (mosquito-palha, birigui, cangalha ou tatuquira)
infectados e possuem um espectro grande de manifestagdes clinicas, as quais sao diferenciadas pelas
espécies de Leishmania envolvida (PELISSARI et al., 2011; WHO, 2022). As formas clinicas
predominantes sdo a tegumentar (LT) e a visceral (LV) (PELISSARI et al., 2011; WHO, 2022). A
leishmaniose tegumentar americana (LTA) esta entre uma das endemias de maior importancia em
saude publica no Brasil, devido sua ampla distribuicdo pelo territorio nacional, e pela ocorréncia de
formas clinicas graves. A severidade da doenca varia da forma cutanea benigna e de cura espontanea
até formas severas, muitas vezes mutilantes, como a leishmaniose mucocutanea (ASHFORD, 2000;
DORVAL et al., 2006).

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca endémica em cinco continentes, com casos
humanos relatados em 54 paises localizados em regides tropicais e subtropicais. Mais de 90% dos
casos mundiais ocorrem em Bangladesh, india, Suddo, Sud&o do Sul, Eti6pia e Brasil. A incidéncia
anual estimada da doenca é de cerca de 200 a 400 mil novos casos. Muitos fatores podem ter
contribuido para a dispersdo geografica da LV no Brasil, entre eles 0 movimento de céaes entre areas
endémicas e ndo endémicas, e mudancas na ecologia do vetor (MARCONDES & ROSSI, 2013). O
vetor da LV esta disseminado pelo Brasil e encontra-se adaptado para colonizar o0 meio ambiente
antropizado. Isso significa que a introducdo de cées infectados em éareas ndo endémicas, onde
existam potenciais vetores, podem resultar em um novo foco da doenca (DANTAS-TORRES,
2009).

Atualmente a terapéutica contra a leishmaniose baseia-se na utilizacdo de cinco farmacos:
0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B e a sua formulagdo lipossomica, miltefosina,
paromomicina e pentamidina (SANTIAGO et al., 2021). Estas substancias apresentam limitacdes
que dificultam a adesdo do paciente ao tratamento, tendo como principais desafios: a elevada
toxicidade e a necessidade de administracdo prolongada por via parenteral, além da possivel selecdo
de cepas resistentes (SANTIAGO et al., 2021).

2.2.2 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma infeccdo humana ocasionada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, cujos vetores sdo os triatomineos hematofagos. A enfermidade apresenta-se em duas fases, a
aguda e a crbnica. A transmissdo ocorre pelas formas: vetorial (triatomineos), transfusional,
transplante, congénita e oral (VARGAS et al., 2018). Na forma aguda, a doenca apresenta-se

frequentemente assintomatica ou se manifestar com sinais e sintomas pouco evidentes ou
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inespecificos, como febre, mal-estar e cefaleia (VARGAS et al., 2018). A presenca de febre de
maior intensidade, hepatoesplenomegalia, miocardite, meningite, adenomegalia caracteriza um
quadro grave, que pode evoluir para o 6bito (GOMES et al., 2020). Devido a sua forma de
manifestacdo ser assintomatica na maioria dos casos, a fase aguda da doenca muita das vezes passa
despercebida e o diagnostico s6 é feito na fase cronica, o que reduz a quantidade de casos notificados
(GOMES et al., 2020).

A Doenca de Chagas constitui um importante problema de saude publica, sobretudo na
América Latina, onde se estima que existam seis milhdes de individuos infectados e 28 milhdes sob
o risco de contrair a infeccdo, com mais de 10 mil 6bitos anuais (WHO, 2010; GALL, 2021). Apesar
disso, as opc¢Oes terapéuticas continuam limitadas e atualmente no mundo inteiro, dispde-se apenas
de dois farmacos para combater especificamente o parasita da DC: benzonidazol (BZN) e nifurtimox
2,4 (FERREIRA et al., 2019). No Brasil, 0 medicamento mais comumente utilizado é o BZN,
entretanto, ha uma série de efeitos adversos como alteragdes no sangue; dor abdominal; dor de
cabeca; alergias na pele; fadiga; insuficiéncia do figado e dos rins causados durante o tratamento
que faz com que o paciente descontinue o uso do medicamento (GALL, 2021; PONTES, 2010;
FERREIRA et al., 2019). Benzonidazol €, entre os dois, 0 mais tolerado dentro do corpo e por isso
é considerada a primeira opcdo de tratamento. Por se tratar de um farmaco de baixa solubilidade, é
de interesse tecnolégico a busca de novas formulagdes que visem a sua melhor solubilidade e que
também busgquem novas rotas de liberacdo, auxiliando na diminuicédo destes efeitos e uma melhora

no controle das doses e do tratamento (GALL, 2021).

2.2.3 Maléria

A malaria é uma infeccdo parasitaria causada por um protozodrio intracelular obrigatorio
(género Plasmodium), cuja transmissao se da através da picada da fémea do mosquito Anopheles
contaminada pelo protozoario que infecta 0 homem com 0s esporozoitos presentes na saliva
(TECCHIO et al., 2021). Quando inoculados, 0s esporozoitos permanecem depositados na pele e
entdo saem para a circulagdo sanguinea e, gastam entre trinta minutos a duas horas para chegarem
as células hepaticas (REIS et al., 2018). O ciclo de vida do parasita envolve dois hospedeiros: o
homem e 0 mosquito e divide-se em trés fases: a fase sexuada que ocorre no hospedeiro invertebrado
(mosquito), designado ciclo esporogénico e duas fases assexuadas que ocorrem no homem, o ciclo
exoeritrocitico (figado) e o ciclo eritrocitico (globulos vermelhos) (GARGATE, 2014).

Sédo descritas mais de 150 espécies para o género Plasmodium, mas apenas cinco infectam o
homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e mais recentemente P. knowlesi, uma espécie

que causa malédria em macacos no sudeste asiatico (REIS et al., 2018). A Maléria é a doenca
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parasitaria mais frequente no homem, encontrando-se infectada cerca de 5% da populagdo mundial,
e P. falciparum o agente mais disseminado, responsavel por mais de 80% dos casos mundiais e 0
que apresenta uma patogenia mais agressiva (REIS et al., 2018).

A OMS registrou, em 2017, mais de 217 mil casos de malaria no Brasil, o que caracterizou
um aumento de 84% sobre o ano anterior, elencando o segundo maior numero de casos das Americas
22%, perdendo somente para a VVenezuela, que teve com cerca de 50% dos casos (MENDES et al.,
2020). Mais de 90% dos registros brasileiros ocorrem na regido amazoénica, onde questdes
socioecondmicas, culturais e ambientais tendem a favorecer a reproducdo do vetor e,
consequentemente, a infecgdo pelo Plasmodium (MENDES et al., 2020).

Os farmacos antimalaricos disponiveis atualmente podem ser utilizados para profilaxia ou
para o tratamento da doenca. Os esquizonticidas sanguineos atuam sobre as formas eritrociticas do
plasmddio inibindo o desenvolvimento de esquizontes na corrente sanguinea, sendo eles:
amodiaquina, cloroquina, quinina, mefloquina, halofantrina, lumefantrina, artemisinina e seus
derivados, tetraciclina, proguanil, pirimetamina, sulfas e sulfonas (SANTOS, 2020). A ndo adeséo
a terapia antimalarica é considerada como uma das principais causas de insucesso no tratamento e,
como consequéncia, pode-se observar o desenvolvimento de resisténcia aos antimalaricos, a
permanéncia de pessoas como fonte de transmissdo, recaidas, o controle inadequado da doenca e 0
aumento dos gastos de satde (ABDON et al., 2001; SANTOS, 2020).

2.2.4 Metabdlitos fungicos contra doencas negligenciadas

O Relatorio sobre a ‘Saude do Mundo para 2004’ da OMS define a pesquisa em satde como
prioridade, reconhecendo-a como dinamizador de saude (OMS, 2004). Nesse relatério séo
discutidos aspectos da pesquisa como requisito para o desenvolvimento econdémico dos paises
impactados devido a DTNs (OLIVEIRA et al., 2018). Tendo isso em vista, estudos com metabolitos
de fungos endofiticos isolado de plantas de ecossistemas brasileiros vém demonstrando que esses
micro-organismos sao fontes promissoras de moléculas para estudos contra DTNs, como
demonstrado por Costa et al. (2020) e Azevedo et al. (2021). Outros estudos sao listados a seguir
(Tabela 1).



Tabela 1. Estudos sobre aplicacdo de substéncias bioativas de fungos endofiticos contra doengas tropicais negligenciadas.

27

Fungo endofitico

Planta hospedeira

Tecido do
isolamento

Atividade biologica

Referéncia

Cochliobolus sp.

Diaporthe miriciae

Diaporthe cf. mayteni, Endomelanconiopsis
sp.  Colletrotrichum  sp.  Guignardia
mangiferae, Pestalotiopsis sp. e Diaporthe

melonis

Mycosphaerella sp.

Aspergillus calidoustus

Alternaria, Arthrinium, Cochliobolus,
Colletotrichum, Penicillium, Fusarium e

Gibberella

Sem identificacdo

Piptadenia adiantoides

Vellozia gigantea

Carapa guianensis

Eugenia bimarginata

Acanthospermum australe

Ageratum myriadenia, Palicourea tetraphylla,
Piptadenia adiantoides e Trixis vauthieri

Anadenanthera macrocarpa

Nao descrito

Folhas e raizes

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Leishmanicida (L. amazonensis)
Antimalarica (P. falciparum)
Tripanossomicida (formas
amastigotas de T. cruzi)

Inibicéo da proliferagdo do virus
(flavivirus) da febre amarela.
Antifungica (C. neoformans e C.
gattii)

Tripanossomicida (T. cruzi)

Tripanomicida (T. cruzi) e

Leishmanicida (L. amazonenses)

Tripanossomicida (T. cruzi) e

Leishmanicida (L. amazonensis)

Campos et al. (2008)
Ferreira et al. (2017)

Ferreira et al. (2015)

Pereira et al. (2015)

Carvalho et al. (2016)

Rosa et al. (2010)

Lécio (2019)
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2.3 Aplicacdo de metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos na
agricultura

O Brasil é reconhecido mundialmente por ser o maior consumidor de agrotéxicos do mundo
desde 2008, sendo a regido sul do pais a que se destaca pelo uso de uma ampla variedade de
agroquimicos e pelos altos niveis de intoxicacdo humana (CLASEN et al., 2019). Dentre os herbicidas
utilizados estdo: glifosato, carbofurano, atrazina, clomazona, tebuconazol, difenoconazol,
tetraconazol, propoxur, 2,4-D, propanil, mancozeb, penoxsulam, imazethapyr, imazapique,
mancozeb, fipronil e quinclorac (CLASEN et al., 2019).

O glifosato (N-fosfonometil-glicina) € um herbicida desenvolvido pela Monsanto. Estima-
se que em 2014 cerca de 800 mil kg de herbicidas a base de glifosato (GBHs) foram usados para a
producdo de culturas em todo o mundo (CENTNER et al., 2019). Em diversos tipos de cultivo, o
GBH costuma ser pulverizado sendo, em geral, absorvido na planta através de suas folhas e dos
cauliculos novos (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). O herbicida &, ento, transportado por toda a
planta, agindo em diferentes sistemas enzimaticos, inibindo o metabolismo de aminoacidos (ARL,
2021).

Na lavoura quanto herbicida, 0 GBH atua principalmente contra as ervas daninhas, que sob
certas condi¢des, causam mais perdas econdémicas a agricultura do que pragas de insetos e fungos
patogénicos (CENTNER et al., 2019), pois além de competirem com a lavoura por agua, luz,
nutrientes e espaco, as ervas daninhas também podem abrigar pragas que atacam a lavoura, reduzindo
assim o rendimento e aumentando o custo de producdo (SURYANARAYANAN, 2019). Contudo, a
acdo do GBH é considerada de amplo espectro, isto €, ndo seletiva e as plantas tratadas com glifosato
morrem lentamente, em poucos dias ou semanas e, devido ao transporte por todo o sistema, nenhuma
parte da planta sobrevive (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; ARL, 2021).

Ademais, pesquisas com GBHs vém demonstrando que essas substancias podem causar
sérios danos ao homem e ao meio ambiente, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC) classificou o glifosato como "provavelmente cancerigeno para seres humanos (Grupo 2A)".
H4 fortes evidéncias de que a exposi¢do ao glifosato € genotoxica por pelo menos dois mecanismos
que se sabe estar associado a danos a0 DNA (CENTNER et al., 2019). Além disso, estudos apontam
para seu potencial como disrruptor enddcrino sobre trabalhadores expostos por longo periodo
(CHACON COBOS et al., 2022).

De acordo com a Sociedade Nacional de Agricultura (2018), o mercado global de herbicidas
devera chegar a US$ 44.56 bilhdes em 2023. Esta informacdo aliada aos impactos negativos dos

herbicidas (clorados e fosfatados) ao meio ambiente cria a necessidade de prospectar novos
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compostos que tenham biodegradabilidade e baixa toxicidade (PINTO etal., 2002; SNA, 2018). Neste
contexto, a procura por alternativas aos agroquimicos, que portem tais caracteristicas mencionadas
acima, tem sido foco de muitas pesquisas. O mercado mundial de biopesticidas (a base de bacteérias,
fungos, extratos e compostos fitoquimicos) tem se expandido desde 2005 a uma taxa de crescimento
de 9,9% ao ano, e estima-se que movimente cifras superiores a U$ 1 bilhdo (EMBRAPA, 2012).

Como alternativa aos agroquimicos, os fungos endofiticos mostram-se como uma fonte
promissora de metabolitos (BARRETO et al. 2021), sendo prospectados em diversos trabalhos para
tais fins. Schulz (1995) identificou linhagens endofiticas de Pezicula como importantes fontes
produtoras de metabdlitos com atividade herbicida. Ja Azevedo (2019) detectou fungos do vegetal
Carapichea ipecacuanha que foram capazes de produzir substancias herbicidas de amplo espectro.
Zhang et al. (2013) isolaram do fungo endofitico Aspergillus fumigatus associado a planta Melia
azedarach, a brevianamida F, que apresentou atividade herbicida contra sementes de alface (Lactuca
sativa).

Embora se reconheca a dependéncia dos agroquimicos no atual modelo de agricultura nas
regibes tropicais, cresce a demanda social por alimentos compativeis que cumpram com a
manutencdo da qualidade dos ecossistemas, das demandas sociais e que sejam livres de estimulantes
de crescimento e de defensivos agricolas (BONIFACIO, 2021). Tais exigéncias impdem a
comunidade cientifica novos paradigmas de exploracdo da agricultura, que ao mesmo tempo em que
respeite a preservacdo dos recursos naturais, garanta a oferta de alimentos de qualidade, sem residuos
de produtos quimicos (GARCIA et al., 2021).

Nessa busca por alternativas sustentaveis de manejo agricola, espécies de fungos tém sido
precariamente estudadas, quando comparados as de animais e plantas superiores. Estima-se que as
cerca de 100 mil espécies de fungos ja descritas correspondam a apenas 7% do total, o que reforca

ainda mais o incentivo a pesquisa a esse grupo de organismos (CANUTO & RODRIGUES, 2012).

2.3.1 Fito-hormdnios produzidos por fungos endofiticos

Além de fontes de metabdlitos bioativos, os fungos endofiticos também sdo reconhecidos
como produtores de hormdnios vegetais como giberelinas (GA) e auxinas (AlA) (LU et al., 2000;
ROWAN & POPAY, 2017). Os hormdnios vegetais sdo conhecidos como moléculas de sinalizacéo
ou mensageiros quimicos que desempenham um papel importante no crescimento, na reproducao e
no desenvolvimento da planta (LU et al., 2000). Esses hormdnios também controlam respostas as
mudancas ambientais, as quais desencadeiam respostas bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas
especificas (RODRIGUEZ et al., 2012).
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Wagas et al. (2012) isolaram e identificaram fungos endofiticos produtores de fito-hormonios,
0s quais melhoraram o crescimento do vegetal estudado e aumentaram a tolerancia a salinidade.
Mesmo alguns trabalhos demonstrando o efeito positivo dos fito-horménios produzidos por fungos
endofiticos, 0 mecanismo exato do efeito destas substancias sdo precariamente explorados
(ARNOLD et al., 2007).

A respeito das giberilinas (GAs) enddgenas, pouco ainda € conhecido sobre sua influéncia nos
vegetais em resposta aos estresses ambientais, particularmente sob a interacdo endofitica. GAs
fisiologicamente ativas (GA3z e GA4) sdo ativadas para melhorar o crescimento das plantas por meio
do crescimento de brotos e do alongamento celular (GANGWAR et al., 2011). A Tabela 2 apresenta

espécies de fungos endofiticos produtores de GAs.

Tabela 2. Fungos endofiticos produtores de giberelinas.

Planta Fito-hormonio Referénci
ACi iti : eferéncia
Espécie de fungo endofitico hospedeira giberelina (GA)
Aspergillus fumigatus Glycine max GAs, GAg, GA12,  Khan et al. (2011)
GA1, GA3, GA,,
Cladosporium sphaerospermum  G. max GA7, GAs, GA1s,  Hamayun et al. (2010)
GA19, GA24
GA1, GAs, GA4,
Calystegia GA7, GAg, GA1,
Cadophora malorum You et al. (2012)
soldanella GA20, GA2, GAss,
GAs3
- o GA1, GA3, GAy, )
Penicillium commune Sesamum indicum Choi et al. (2005)
GA7, GAg

A auxina, outro fito-hormoénio que pode ser produzido por endofiticos, possui papel
importante na regulacdo de uma ampla gama de processos fisiologicos e de desenvolvimento das
plantas, dentre elas, o crescimento de plantulas, dominancia apical, padrdes vasculares, respostas
tropicas, embriogénese, crescimento e desenvolvimento radicular (SUKUMAR et al., 2013). Em
nivel celular, sabe-se que as auxinas regulam muitos aspectos da divisao, diferenciacédo e alongamento
por meio da ativacdo de genes e da acidificacdo da parede celular (FUKAKI & TASAKA, 2009).
Além disso, podem promover o aumento da biomassa e resisténcias a estresses abioticos (ROWAN
& POPAY, 2017) e aumentar a biomassa radicular e o numero de raizes laterais, como observado por
Sirrenberg et al. (2007), os quais identificaram a sintese de auxina pelo fungo endofitico

Piriformospora indica isolado da planta Arabidopsis thaliana (Brassicaceae).
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A manipulagéo e a inducdo da producdo destes hormonios vegetais podem favorecer a
producdo de cultivos de interesse agrondmico (ARNOLD et al., 2007; SUKUMAR et al., 2013),
principalmente de leguminosas, como o feijao e a soja, que estdo entre 0s graos mais consumidos no
Brasil e no mundo. A combinacdo de vegetais e fungos pode ser mais vantajosa para a producéo,
tanto economicamente, quanto fisiologicamente, quando comparados aos biorreguladores vegetais
(SILVA et al., 2021), os quais sdo substancias sintéticas aplicadas exdgenamente, que possuem acoes
similares aos grupos de reguladores vegetais conhecidos (citocininas, giberelinas, auxinas, acido
abcisico e etileno) (VIEIRA & CASTRO, 2002). Alguns pesquisadores vém estudando a melhor

forma de inocular estes fungos nos vegetais conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Métodos de infecgdo por fungos endofiticos em plantas hospedeiras para avaliacdo do efeito e producdo de fito-horménios.
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Planta hospedeira

Tecido do isolamento

Fungo endofitico

Planta infectada

Método de infeccao

Referéncia

Euphorbia pekinensis

Glycine max

Ipomea batatas

Ixeris repenes
Cucumis sativus

Suaeda japonica

G. max

Sesamum indicum, G.

max

G.max

S. indicum, G. max

Zoysia tenuifolia

Prosopis juliflora,
Zizyphus nummularia

Folha, raiz e caule

Raiz

Folha, raize e caule

Raiz
Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Raiz

Fusarium sp.

Aspergillus fumigatus e
Cladosporium
sphaerospermum

Fusarium oxysporum e
Emericella nidulans

Penicillium citrinum

Phoma glomerata e
Penicillium sp.

Penicillium sp.

A. fumigatus

Fusarium oxysporum

A. fumigatus

F. oxysporum

Penicillium
simplicissimum

Piriformospora indica e
Sebacina vermifera

Euphorbia pekinensis

waito-c rice e Glycine max

Oryza sativa

waito-c rice, Atriplex
gemelinii

waito-c rice, Dongjin-byeo
rice

waito-c rice, Suaeda
japonica

waito-c rice, Glycine max

Vicia faba, Glycine max e

Sesamum indicum

waito-c rice, Glycine max

Vicia faba, Glycine max e
Sesamum indicum

Arabidopsis thaliana

Mentha piperita e Thymus
vulgaris

Foram pulverizados nas folhas de cada planta, 5 mL de 4gua contendo
esporos na concentragdo de 10° mL™. A inoculagdo foi repetida 10 dias
depois.

A cultura fungica foi liofilizada e suspensa em 1 mL de &dgua destilada
esterilizada. Uma aliquota de 10 pL. da suspensao foi aplicada no
meristema apical das plantas no estagio de duas folhas.

No estagio de 2 folhas, 50 pL da cultura fingica filtrada foi aplicado nos
apices apicais.

10 puL de solugdo fungica foram aplicados no meristema apical de plantulas
no estagio de duas folhas.

Foram inoculadas nas sementes com 200 mL de filtrado de cultura fangica.

A planta no estagio de duas folhas foi tratada com fungo liofilizado (10
uL).

Sementes foram cultivadas em meio agar (0,8%) em camara (ciclo
dia/noite 14 h; 28°C por 10 dias. Depois de atingir dois fase de folhas,
solugdo de 10 uL. CF de fungos endofiticos foi aplicado no apice do arroz
Waito-C e Dongjin-byeo mudas.

O hormonio foi separado e aplicado na planta.

Sementes foram cultivadas em meio agar (0,8%) em camara (ciclo
dia/noite 14 h; 28°C por 10 dias. Depois de atingir dois fase de folhas,
solugdo de 10 pL CF de fungos endofiticos foi aplicado no apice do arroz
Waito-C e Dongjin-byeo mudas.

O hormonio foi separado e aplicado na planta.

Contaminou-se primeiramente o solo e posteriormente inoculou a planta.

Foi realizado um co-cultivo dos dois fungos e 0s vegetais em frasco
contendo meio MS. Foram inoculados discos miceliais de 5 mm de
didmetro. Quando as plantas atingiram o estigio com duas folhas, a por¢éo
apical foi cortada, e entdo inserida um disco micelial.

Dai et al. (2008)

Hamayun et al. (2009c¢)

Hipol (2012)

Khan et al. (2008)
Wagas et al. (2012b)

You et al. (2012)

Khan et al. (2011a)

Hasan (2002)

Khan et al. (2011a)

Hasan (2002)

Hossain et al. (2007)

Dolatabadi et al. (2012)
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Dada a importancia socioecondémica das leguminosas, algumas pesquisas vém sendo
dirigidas para essas culturas, no sentido de se alcangar maiores produtividades associada a redugdo nos
custos de producdo (ARAUJO, 2000). Nesta perspectiva, aliado ao conhecimento das exigéncias
nutricionais e hidricas e o uso de cultivares com elevadas produtividades, resistentes a pragas, doencas
e & adaptacdo as mais diversas condi¢des edafoclimaticas, faz-se necesséria a busca por tecnologias
inovadoras que auxiliem na expressdo do rendimento destas culturas (MORTELE et al., 2008). De
acordo com o Departamento de Agricultura dos EUA - USDA (2018), o Brasil € o lider mundial na
producdo de suco de laranja e café, o segundo maior produtor de soja - com base em estimativas para
a safra 2018/2019, e o terceiro maior de feijdo (CLASEN et al., 2019). Diante do exposto justifica-se
o aprofundamento de estudos de fungos endofiticos para melhoramento da producéo destas culturas.

2.4 Espécies vegetais para prospeccao de fungos endofiticos

Como subsidio a descoberta de fungos endofiticos promissores para a aplicacdo
biotecnolodgica, torna-se imprescindivel racionalizar a selecdo dos vegetais alvos para prospeccéo,
como sugerido por Strobel & Daisy (2002; 2003), que afirmam que plantas com biologia e estratégia
de sobrevivéncia incomuns, com histdrico etnobotanicos, endémicas, que apresentam longevidade
incomum ou localizadas em ambientes ancestrais e grande diversidade sdo promissoras para
prospeccdo. Os vegetais Joannesia princeps Vell (Cutieira), Lecythis pisonis Cambess (Sapucaia)
(LORENZI & MATOS, 2002; FRANCO & BARROS, 2006) e Swietenia macrophylla King (Mogno
Brasileiro) (GROGAN et al., 2002) se enquadram em todos 0s critérios supracitados anteriormente,

sua biologia e aplicacdo sdo discutidas a seguir.

2.4.1 Lecythis pisonis Cambes (Lecythidaceae)

Lecythis pisonis é uma arvore silvestre brasileira conhecida popularmente como castanha
sapucaia, marmita-de-macaco, cumbuca-de-macaco ou simplesmente "sapucaia”, ocorre nos biomas
da Amazodnia e da Mata Atlantica (BRAGA et al., 2007). Pode atingir 20 a 30 m de altura, com tronco
de 50 a 90 cm de didametro (LORENZI, 1992). Os constituintes quimicos identificados em plantas desta
familia incluem os triterpenos pentaciclicos e glicosideos, diterpenos neo-clerodanos, sesquiterpenos,
monoterpenos, esteroides, alcaloides, compostos fendlicos simples, flavonoides, acido elagico e
derivados e vitamina E (OLIVEIRA et al., 2010).

As folhas de sapucaia sdo popularmente utilizadas na forma de banhos para o tratamento da
coceira (prurido) do corpo e o 6leo extraido das sementes € utilizado como um emoliente na redugéo
da dor muscular (FRANCO & BARROS, 2006). Ja as améndoas sdo consumidas pela populagéo e séo

pouco conhecidas e estudadas. As sementes oleaginosas sdo ricas em acidos graxos, particularmente



10

15

20

25

30

35

34

os &cidos linoleico e oleico, além de proteinas, aminoacidos essenciais e minerais, como fdsforo,
potéassio, magnésio e calcio, sendo pobres em sodio, favorecendo assim o sistema cardiovascular
(CARVALHO et al., 2012b; VALLILO et al., 1999). Aléem disso, séo ainda consideradas boas fontes
de fibras com quantidades razoaveis de tiamina, e de vitaminas B1 e B2. Em estudo realizado com as
sementes da sapucaia, Vieira et al. (2015) detectaram um peptideo bioativo com forte efeito inibitorio
contra a levedura oportunista Candida albicans.

2.4.2 Joannesia princeps Vell Ducke (Euphorbiaceae)

Joannesia princeps popularmente conhecida como boleira e cutieira € uma arvore encontrada
nas regides norte, nordeste e sudeste, principalmente em floresta pluvial de mata atlantica (SOUSA et
al., 2007). Plantas desta familia sdo empregadas na medicina popular para tratamento de inflamacéo,
diabetes, Ulceras, diarreia, rins, colesterol, distdrbios hepéticos e como estomaquica antidispéptica e
cicatrizante (LORENZI & MATQS, 2002). Joannesia princeps também é indicada como purgativo,
para perturbacGes menstruais, febre perniciosa, antimicrobiano, sifilis, escrofulose, inchaco e
inflamacdo (BALBACH, 1969). Tanto o 6leo da semente como a casca da raiz sdo utilizados como
laxante, extratos das mudas exibiram forte atividade anti-helmintica, que foi atribuida a alcaloides
isolados de diferentes partes da mesma (ACHENBACH & BENIRSCHKE, 1997).

Alguns metabdlitos foram isolados a partir do extrato metandlico de semente de J. princeps tais
como isoamericanina A, americanol A e isoamericanol A, até entdo lignana desconhecida e 0s novos
sesquineolignanos (WAIBEL et al., 2003). Além disso, a prospeccao fitoquimica conduzida por Sousa
etal. (2009) indicou a presenca de flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides, esteroides e alcaloides.

2.4.3 Swietenia macrophylla King (Meliaceae)

Swietenia macrophylla, popularmente conhecida como mogno, foi uma das espécies de maior
valor madeireiro do mundo em 2001 com o m? de qualidade vendido por cerca de U$ 1.200,00
(GROGAN et al., 2002; GULLISON et al., 2003). E uma espécie muito apreciada e demandada,
principalmente no exterior. Por correr riscos de extingdo, sua exploragéo, transporte e comercializagao
foram suspensos por tempo indeterminado no Brasil em 19 de outubro de 2001 através da Instrucéo
Normativa n° 17 (CARVALHO et al., 2016a). O mogno tem sementes com alto poder de germinacao,
cresce rapido em condicdes de luz plena ou parcial, e pode atingir grande estatura (mais de 1,5 m de
didmetro e 40 m de altura) ap6s mais de cem anos (GROGAN et al., 2002).

Devido & sua vasta distribuicéo, a espécie apresenta enorme amplitude ecolégica e € encontrada
em florestas pluviais, florestas de montanha e matas de galeria em ambientes com precipitacdo anual

entre 1.200 e 4.000 mm e localizados entre as latitudes 20° norte e 20° sul. Possui uma alta plasticidade
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genética, de onde vem sua capacidade de apresentar vérias adaptacdes na morfologia foliar tais como
tamanho, enrugamento, espessura da cuticula e densidade facultativa (ALVARADO, 2009).

Né&o existe informacéo disponivel sobre a estrutura genética do mogno na América do Sul, a
regido abriga a maioria das populacdes néo filiadas desta madeira valorizada (LEMES et al., 2003).
Por esta razdo, as industrias chegaram a remover até 95% das arvores adultas de florestas primarias
sem considerar a regeneracdo das plantulas. De acordo com Grogan et al. (2005) a dindmica de
crescimento e sobrevivéncia das plantulas € pouco entendida, uma vez que em condi¢fes naturais a
taxa de mortalidade no sub-bosque é alta. Em contrapartida, plantulas de mogno podem sobreviver a
eventos de inundagdo e crescem vigorosamente apds a morte do dossel, por meio de vias bioldgicas
que permanecem n&o esclarecidas (GULLISON et al., 2003).

Swietenia macrophylla tem sido utilizada como abortivo, também para o tratamento da
hipertensdo, diabetes, malaria, leishmaniose, como antifungico, antibacteriano, anti-mutagénico e
antitumoral (EID et al., 2013). Alem disso, a semente e 0s extratos foliares de varias espécies da familia
das melidceas tém sido relatados como fonte de substancias redutoras do crescimento de insetos.
Espécies dessa familia foram examinadas devido a excelente bioatividade dos limonoides (triterpeno e
derivados), que tém uma ampla gama de atividades biologicas, incluindo antifungico, efeitos

antibacterianos, antivirais e medicinais em animais e humanos (LAETEMIA & ISMAN, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Prospectar as comunidades de fungos endofiticos presentes nas raizes e folhas das espécies
vegetais Joannesia princeps, Lecythis pisonis e Swietenia macrophylla capazes de produzir substancias

de interesse contra doencas tropicais negligenciadas e Uteis para agricultura.

3. 2 Objetivos especificos

e Obter fungos endofiticos a partir das amostras de folhas de plantulas jovens (mudas), folhas de
individuos adultos, e, da raiz das espécies Joannesia princeps, Lecythis pisonis e Swietenia
macrophylla presentes em fragmento de Mata Atlantica do estado de Minas Gerais;

e Depositar todos os isolados de fungos endofiticos obtidos na Colecdo de Micro-organismos e
Células da Universidade Federal de Minas Gerais e contribuir para preservacdo ex situ da
diversidade de fungos tropicais, bem como para a montagem de uma colecéo tematica de fungos
endofiticos tropicais;

e Preparar extratos brutos a partir das culturas dos fungos endofiticos e de suas plantas
hospedeiras para montagem de uma extratoteca para estudos de bioprospeccao;

e Auvaliar a atividade bioldgica dos extratos fingicos e vegetais obtidos contra protozoarios
Leishmania amazonesis, Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum;

e Avaliar a atividade herbicida dos extratos dos fungos endofiticos frente aos modelos Lactuca
sativa e Allium schoenoprasum;

e Caracterizar os metabdlitos bioativos produzidos pelos fungos contra as DTNs utilizando o
fracionamento quimico biomonitorado e técnicas cromatogréficas;

e Avaliar a acdo de fungos endofiticos obtidos da raiz de S. macrophylla sobre a germinacéao de
plantulas de Glycine max (soja) e Phaseolus vulgaris (feijao).

e Identificar todos os fungos ativos obtidos utilizando técnicas de taxonomia polifasica;
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4. MATERIAL E METODOS
A metodologia utilizada neste trabalho estd dividida em etapas conforme indicado no fluxograma

apresentado na Figura 2.

Coleta dos orgéo
vegetais

L

Processamento, purificacdo e
preservacao dos fungos endofiticos

v U

Avaliacdo da acéo dos fungos endofiticos da raiz
de Swietenia macrophylla sobre fisiologia de Producéo de extratos brutos
plantulas de Phaseolus vulgaris (feijdo) e Glycine
max (soja)

a 3o

Avaliacio do efeito da inoculacio de meio liquido
fermentado produzido por fungos endofiticos da raiz
de 5. macrophylia sobre Glycine max (soja) e
Phaseolus vulgans (feijéo)

Ensaios biolégicos: atividade herbicida; contra
P. falciparum, L. amazonensis, T. cruzi.

L s

|dentificacéo dos fungos
endofiticos da raiz de S. |dentificacéo dos fungos
macrophylla bioativos

O

Caracterizacéo dos metabdlitos
bioativas contra DTNs

Figura 2. Fluxograma da metodologia empregada nessa tese.
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4.1 Area de coleta

As amostras de raizes, folhas de mudas e de individuos adultos das espécies J. princeps, L.
pisonis e S. macrophylla foram coletados no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), que esta situado
na porcdo sudoeste do estado de Minas Gerais (19°42'23"S; 42°34'33"0) a 248 km de Belo Horizonte.
O Parque esta situado na regido do Vale do Aco, inserido entre nos municipios de Marliéria, Dionisio

e Timoteo (Figura 3).
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Figura 3. Localizacdo e limites do Parque Estadual do Rio Doce (PERD). (Fonte: IEF:
http://www.ief.mg.gov.br/noticias/1/component/content/195).

O PERD constitui-se na maior area remanescente de mata Atlantica no estado de Minas Gerais,
com aproximadamente 36.000 ha. No tocante a vegetacdo, apesar de destacar-se no cenario das
Unidades de Conservacdo do Estado, o Parque ainda carece de estudos mais detalhados (IEF, 2022).
O acesso a regido foi realizado respeitando-se as legislacGes Estaduais e Federais de acesso a
biodiversidade. Todos os espécimes vegetais hospedeiras dos fungos foram identificados a partir de
suas estruturas vegetativas e reprodutivas por meio de comparacdo com exsicatas previamente
depositadas no Herbério do Parque e da UFMG.

As exsicatas dos vegetais coletados foram depositadas no Herbario BHCB da Universidade
Federal de Minas Gerais para confirmacdo da identificacdo. Os codigos de depositos das exsicatas de
S macrophylla, J. princeps e L. pisonis sdo: BHCB 195682, BHCB 195683 e BHCB 195684,

respectivamente. Os individuos jovens (mudas) coletados no PERD foram representados por plantas
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jovens, as quais apresentavam baixa estatura, folhas novas e copa menos alongada quando comparadas

as plantas adultas.

4.2 Coleta, purificacdo e preservacao dos fungos endofiticos

Foram coletadas amostras de folhas de mudas e de individuos adultos aparentemente saudaveis
de J. princeps (10 mudas e 2 individuos adultos), L. pisonis (10 mudas e 1 indivudo adulto) e S.
macrophylla (10 mudas e 10 individuos adultos). Adicionalmente coletou-se raizes secundarias de seis
individuos jovens (mudas) de S. macrophylla. A localizacdo dos individuos foi determinada por
coordenadas geograficas obtidas pelo Global Positioning System (GPS). As amostras coletadas foram
armazenadas em sacos plasticos e processadas em um prazo inferior a 72 h.

Inicialmente ao processo de desinfestacdo, as folhas e raizes coletadas foram limpas
superficialmente com detergente neutro e enxaguadas abundantemente com agua destilada esterilizada.
Em seguida, fragmentos foram retirados com auxilio de tesoura e pingas previamente esterilizadas.
Fragmentos de aproximadamente 5 mm de didmetro foram desinfestados superficialmente com alcool
70% (1 min), hipoclorito de sdédio com 2% de cloro ativo (3 minutos) e dgua destilada esterilizada (2
minutos) (CARVALHO et al., 2012a). Apos este processo de desinfestacdo superficial, cinco
fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose (BDA/Difco)
suplementado com 100 mg L de cloranfenicol (Sigma), utilizado para inibir o crescimento de bactérias
contaminantes. Aliquotas da agua destilada esterilizada utilizada no processo de desinfestacdo também
foram inoculadas como controle para assegurar que somente os fungos endofiticos foram isolados. As

placas foram incubadas a 25 °C por um periodo de até 60 dias.

4.3 Preparo dos extratos fungicos e vegetais para utilizacdo nos ensaios antiparasitarios e
herbicida

O preparo dos extratos dos fungos seguiu o protocolo estabelecido por Rosa et al. (2012). Os
fungos filamentosos obtidos foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA a 25 °C com
umidade de 70-80%. Para cada isolado obtido foram preparadas cinco placas de Petri para de se obter
um maior rendimento dos metabdlitos produzidos por eles. Apds 15 dias de crescimento, 0 meio de
cultura com o crescimento micelial foi transferido para frascos Erlenmeyers de 125 mL, congelados a
-80 °C por 24 h e posteriormente submetidos ao processo de liofilizagdo (Liofilizador LioTop - L101).
Ap0s a desidratacdo completa do micélio foi acrescentado 50 mL de diclorometano PA (Vetec) para
extracdo dos compostos preferencialmente arométicos. Os frascos foram incubados a temperatura
ambiente e ap0s 72 h, o sobrenadante (fase diclorometanica) de cada frasco foi filtrado com auxilio de
papel filtro esterilizado e transferido para frascos de cintilacéo.
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Para a fabricagdo dos extratos foliares, as folhas foram liofilizadas por 72 h e colocadas em
frascos Erlenmeyers de 50 mL com 35 mL de diclorometano PA. Ap6s 72 h, o diclorometano
(sobrenadante) de cada frasco Erlenmeyer foi filtrado e transferido para frascos de cintilagéo.

Aliquotas dos extratos brutos obtidos, dos fungos filamentosos e dos vegetais, foram secos a
temperatura ambiente, solubilizados em dimetilsufoxido (DMSO), a uma concentracdo de 20 mg mL?,
depositados na Extratoteca da Plataforma de Bioprospec¢do-MG RPT10A do IRR/FIOCRUZ e

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

4.4 Determinacdo da atividade herbicida

4.4.1 Bioensaio com Lactuca sativa e Allium schoenoprasum

A atividade herbicida foi determinada de acordo com Gomes et al. (2018), utilizando-se
sementes de alface crespa (Lactuca sativa) como modelo para dicotiledoneas e sementes de cebolinha
(Allium schoenoprasum) como modelo para monocotileddneas. Para a realiza¢do dos ensaios, todas as
sementes foram desinfestadas superficialmente em alcool 70% por 1 min, e posteriormente imergidas
em hipoclorito de sodio 2-2,5% por 7 min e 30 seg. Em seguida, as sementes foram lavadas em &gua
deionizada esterilizada por seis vezes e secas ao ar em um ambiente esterilizado. Os bioensaios foram
realizados em duplicata em placas de poliestireno de 24 pocos esterilizadas (CoStar 3524, Corning
Incorporated). Um disco de papel filtro (50 x 50 — 80 g) foi colocado em cada poco a ser utilizado. Aos
pocos de controle negativo (CN) foram adicionados 400 pL de agua deionizada. Aos pocos de controle
positivo (CP) foram utilizados 400 pL de solugdo de glifosato a concentracdo de 3mg mL™. Para
avaliacdo de toxicidade do solvente utilizado na solubilizacédo das fracdes foi realizado o controle de
solvente (CS). Para tanto, foi adicionado ao po¢o 360 L de agua + 40 pL de acetona P.A. (por pogo a
ser testado). Aos pocos testes, foram testados a atividade do extrato (EX) produzido foram adicionados
360 pL de agua destilada estéril + 40 pL da solugdo de extrato (massa de 3-5 mg mL™) para conduzir

0 ensaio na concentragdo de 1mg mL™* (Figura 4).
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Figura 4. Disposicao das amostras na placa de ensaio herbicida.

Toda a preparacao placa foi realizada em um ambiente esterilizado para diminuir as chances de
qualquer contaminacéo. Posteriormente cinco sementes do vegetal teste foram adicionadas a cada poco.
As placas foram tampadas e seladas com parafilme, e posteriormente incubadas em estufa (Percival
Scientific CU-36L5) sob condi¢des de luz continua (120,1 umols™ m) a 26 °C por quatorze dias e dez
dias. Apds este periodo, uma estimativa qualitativa de fitotoxicidade foi feita atribuindo-se uma
classificacdo de 0-5, onde 0 = todas as sementes germinaram, nenhum efeito, e, 5 = nenhuma semente

germinou.

4.5 Ensaios in vitro com as formas tripomastigotas e as formas intracelulares amastigotas de
Trypanosoma cruzi

Este ensaio foi realizado na Plataforma de Bioensaios para triagem de drogas anti-Trypanosoma
cruzi (PlaBio Tc) da Fiocruze baseado no protocolo descrito anteriormente por Buckner et al. (1996) e
modificado por Romanha et al. (2010), usando T. cruzi (cepa de Tulahuen) expressando o gene da [3-
galactosidase de Escherichia coli. As formas tripomastigotas infecciosas sdo obtidas através da cultura
em monocamadas de fibroblastos L929 de camundongo em meio RPMI-1640, sem vermelho de fenol,
contendo 10% de SFB fetal e 2 mM de glutamina. Para o bioensaio, 4.000 células L.929 em 80 pL de
meio suplementado sdo adicionadas a cada po¢o de uma placa de microtitulacdo de 96 pogos. Apds
uma incubacdo overnight, 40.000 tripomastigotas em 20 uL sdo adicionados as células, e as células sdo
incubadas por 2 horas. O meio contendo parasitas que nao penetraram nas células é substituido por 200
uL de meio fresco e a placa ¢ incubada por mais 48 h para estabelecer a infecgdo. O meio é entéo
substituido pelos extratos a 20 ug mL™ em meio fresco (200 pL) e a placa é incubada por 96 horas a
37 °C. Apds esse periodo, 50 uL de 500 uM de vermelho de clorofenol p-D-galactopiranosideo em
0,5% Nonidet P € adicionado a cada poco e a placa é incubada por 18 horas a 37 °C, e a absorbancia a
570 nm medida, logo em seguida. S8o utilizados controles com células ndo infectadas, células

infectadas néo tratadas, células infectadas tratadas com benzonidazol a 3,8 uM (controle positivo) ou
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DMSO a 1%. Os resultados sao expressos como a percentagem de inibi¢do do crescimento do T. cruzi
em células testadas em composto em comparacao com as células infectadas e células ndo tratadas. As
duplicatas sdo executadas em duas placas diferentes. Foram considerados ativos, 0s extratos que

inibiram o crescimento do parasita com porcentagem maior que 50%.

4.6 Ensaio in vitro com a forma amastigota-like de Leishmania (Leishmania) amazonensis

A manutencdo das celulas axénicas de L. (L.) amazonensis e 0 ensaio com amastigotas-like
foram realizados pela técnica Daniela Nabak do IRR/FIOCRUZ MG. Culturas axénicas da forma
amastigota-like de L. (L.) amazonensis, previamente caracterizadas por meio de eletroforese de
isoenzimas e depositadas na Colecdo de Leishmania do Centro de Referéncia em Tipagem de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, foram utilizadas para o ensaio. A concentracdo do parasita foi
ajustada para 1 x 10® células mL?* e 90 uL foram adicionados a cada pogo de placas de 96 pocos,
seguidos de 10 pL das solucdes contendo as amostras e controle da droga (0,2 mg mL™* Anfotericina
B). As placas foram incubadas a 32 °C por 72 horas e 0 numero de parasitas estimado pelo ensaio
colorimétrico baseado em MTT. Os resultados foram calculados a partir das absorbancias medidas

usando a formula:
[1- (Absexp/Abscontr) x 100

A formula expressa a porcentagem de morte do parasita em relacdo aos controles sem droga. Todas as
amostras foram testadas em duplicata e os experimentos repetidos pelo menos uma vez. Os extratos

que inibiram acima de 70% a proliferacdo dos parasitas foram considerados ativos.

4.7 Ensaio contra o parasita Plasmodium falciparum

A manutencao dos parasitos Plasmodium falciparum e o ensaio esquizonticidas in vitro foram
realizados pelas pesquisadoras colaboradoras Isabela Ceravolo e Patricia Pereira do IRR/FIOCRUZ
MG. O ensaio realizado utilizou o fluor6foro SYBR, um intercalante de DNA, conforme Smilkestein
et al. (2004) com algumas modificacOes. Para a realizacdo deste ensaio, a cultura de parasitos foi
ajustada para 0,5% de parasitemia e 2% de hematdcrito, e mantida em uma placa de 96 pogos de fundo
em U (180 uL pogo™). Apos este ajuste, 180 L da suspensdo de parasitos foi adicionada aos pocos de
uma placa de 96 pocos contendo 20 L da solugédo dos extratos, avaliados em triplicatas, e incubada a
37°C por 48h. O sobrenadante foi retirado, e 150 uL de PBS acrescentado a cada poco da placa que foi
centrifugada por 5 minutos a 700 x 47 g. Apo6s a retirada do sobrenadante, 100 pLL de tampao de lise
(0,2 uL de SYBR mL* em tampdo de lise - Tris 20 mM pH 7,5; EDTA 5 mM; saponina 0,008% p/v e

triton X-100 0,08% v/v) foram acrescentados a cada poco, 0s conteudos foram bem homogeneizados
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e transferidos para uma placa de 96 pogos de fundo chato, contendo 100 pL. de PBS/pogo. A placa foi
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e sob abrigo da luz. A leitura da fluorescéncia foi
realizada no leitor Synergy H4 (Biotek, Winooski, VT, EUA) em um comprimento de onda de
excitacdo e de emissao de 485 e 535 nm, respectivamente, e com um ganho de 100. Para andlise, a
leitura do background dos pocos das hemécias normais foi subtraida da contagem da fluorescéncia.
Quanto maior a fluorescéncia, maior a quantidade de DNA onde foi incorporado o SYBR, maior o
numero de parasitos viaveis e menor a atividade da droga sobre o parasito. A amostra foi considerada
promissora quando, a 20 pug mL™, apresentou uma porcentagem média de inibicdo de crescimento do
parasito > 40% quando comparada ao controle sem adi¢do de substancia-teste em, pelo menos, dois

ensaios independentes.

4.8 Ensaio de citotoxicidade em células BGM

A manutencdo das células e o ensaio foram realizados pelas pesquisadoras colaboradoras
Isabela Ceravolo e Patricia Pereira do IRR/Fiocruz MG, para avaliar a citotoxicidade de drogas contra
P. falciparum. A linha celular BGM, derivada do rim do macaco verde africano (ATCC, Manassas,
VA, EUA) foi usada para conduzir os ensaios de citotoxicidade, foi mantida como sugerido pelos
fabricantes. As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm? com RPMI 1640 médio suplementado
com soro fetal de bezerro inativado a 10% e 40 mg L™ gentamicina em uma atmosfera de CO de 5%
a 37 °C. Para os testes in vitro, uma monocamada de células confluentes foi distribuida em uma placa
de fundo plano de 96 pogos (2 x 10° células mL™), e incubada por 18h a 37 °C para garantir a adesdo
celular. As células BGM foram incubadas com 20 puLL dos medicamentos em diferentes concentragdes
(<1 mg mLY) por 24 h em 5% de CO; a 37 °C. A viabilidade celular foi expressa como a porcentagem
de absorcao de controle das células ndo tratadas ap6s subtrair os valores de background. A dose letal
extrato para 50% das células foi determinada pela realizacdo de testes em duplicatas para calcular a
dose que matou 50% das células (MLDsp) ou CCso, conforme descrito por do Céu de Madureira et al.
(2002). O ensaio de absorgédo vermelho neutro foi usado para avaliar a integridade lisessomal e
distingue células vivas de mortos por sua capacidade de incorporar o corante (BORENFREUND et al.,
1988). Resumidamente, foi adicionado ao pogo 0,2 mL meio contendo 50 ug mL* de solugdo vermelha
neutra. A placa foi incubada por mais 3h a 37 °C para permitir a absorcdo do corante vital nos
lisossomos de células viaveis. Apés a remog¢do do meio, 200 pul de uma mistura de 0,5% de
formaldeido e 1% CaCl> foi adicionado as células, e incubado por 5 min a 37 °C. O supernante foi
removido e 100 uL. de uma solugao de acido acético de 1% -50% de etanol foi adicionado a cada pogo
para extrair o corante. A densidade dptica de cada pogo foi mensurada em um comprimento de onda

de 540 nm usando um espectotdmetro, uma vez que essa absorvancia da uma relacdo linear com o
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namero de células sobreviventes. A razdo entre extratociticidade (MLDso BGM) e atividade (ICso W2)
foi utilizada para estimar o indice seletividade (IS), conforme determinado por Bézivin et al. (2003),

onde o IS < 10 foi indicativo de citotoxicidade.

4.9 Fracionamento quimico biomonitorado

Os extratos dos fungos bioativos selecionados foram submetidos ao micro-fracionamento
quimico biomonitorado pelos respectivos ensaios visando a identificacdo dos provaveis metabolitos
responsaveis pela atividade bioldgica. Cada extrato foi fracionado em 78 partes, as quais foram
adicionadas em microplacas de 96 pocos contendo o parasita de interesse no qual o extrato apresentou
atividade. Apos a conducdo do reteste bioldgico e indicativo do poco ativo, realizou-se a elucidacéo
estrutural dos constituintes quimicos, iniciando pelas analises de cromatografia de massas.

As andlises quimicas foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia (UHPLC, Shimadzu Nexera) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucéo (HR-
MS, Bruker maXis ESI-QTOF) e controlado pelo software Compass 1.5 (Bruker). Volumes de
amostras entre 1 e 3 puL foram injetados numa coluna Shim-Pack XR-ODSI|II, C18, 2.2 um, 2.0 x150
mm (Shimadzu) em temperatura controlada de 40 °C e num fluxo constante de solventes de 400 pL
mint As fases moveis A e B (0,1% acido formico em agua ou acetonitrila, respectivamente) formaram
um gradiente de eluicao de 5 min 5% B no inicio, depois um gradiente linear para 100% B em 40 min,
seguido de um passo isocratico de 5 min com 100% B. Cromatogramas UV foram adquiridos entre
190-450 nm de comprimentos de ondas. Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo
em frequéncias de 5 Hz. Os parametros da fonte de ions foram definidos como 500 V end plate offset,
4500 V voltagem do capilar, 3 bar pressdo do gas nebularizador, 8 L min e 200 °C fluxo e temperatura
de gas secador, respectivamente. A fragmentacdo dependente de dados de precursores foi feita com
energias de colisdo entre 15-60 eV. Os parametros do ion cooler foram otimizados para a faixa m/z
100-1500 utilizando uma solugdo de 1 mM formato de s6dio em 50% 2-Propanol como calibrante. A
calibracdo de massas foi feita pela infusdo de 20 pL de calibrante na fonte de ions no inicio da aquisicao
de espectros e a recalibracdo dos dados brutos no processamento.

A deteccdo dos metabolitos foi realizada no processamento através de secgdo de picos
cromatograficos, seguido pela determinacdo de formulas por meio de massas exatas e do envelope
isotopico (MS1). A identificacdo foi baseada na comparacgéo de espectros de fragmentacdo (MS2) com
espectros de referéncia adquiridos “in-house” de padrdes, acessiveis publicamente (MassBank, Horai
et al, 2010) e espectros gerados in-silico utilizando o Banco Universal de Produtos Naturais (UNPD-
ISDB, ALLARD et al, 2016).
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4.9.1 Identificacdo putativa in silico dos constituintes quimicos

As anélises de identificacdo putativa da estrutura molecular foram feitas através da utilizagéo
do Software Sirius, que utiliza dados LC-MS/MS para identificacdo de metabdlitos e outras pequenas
moléculas de interesse biologico. Sirius 4 integra CSI:FingerID que cruza os dados obtidos a bancos
de dados de estrutura molecular (DUHRKOP et al., 2019).

4.10 Avaliagdo do efeito de fungos endofiticos em vegetais de interesse agronémico

4.10.1 Avaliacdo fisico-quimica do solo autoclavado para cultivo de Glycine max (soja) e
Phaseolus vulgaris (feijao)

Com o intuito de avaliar o efeito das espécies quimicas do solo sob efeito da esterilizacdo de
calor imido sob pressdo (127 °C 20 min™), realizou-se analises fisico-quimicas em triplicata de solo
autoclavado e nédo autoclavado (grupo controle), onde cada replicata foi previamente peneirada e
pesada em 250 g para realizacdo das analises. Foram avaliadas a variaco de pH, P, K, Na, Ca?*, Mg?*
Al 3 Zn, Fe, Mn, Cu, B, S e H™. As anélises fisicas avaliaram a variacdo da granulometria e
classificagao textural nos grupos de solos (ARAUJO & GUERREIRO, 2010).

4.10.2 Infeccdo por fungos em vegetais de interesse agronémico

Trés discos miceliais de aproximadamente 3 mm de didametro de fungos endofiticos de raiz de
S. macrophylla foram inoculados em tubos conicos de 50 mL contendo 25 mL de Caldo Czapeck e 5
mg mL™ de L-triptofano e incubados em estufa BOD a 28 °C por 7 dias. Em seguida foram adicionadas
trés sementes organicas de P. vulgaris e G. max devidamente desinfestadas a cada meio de cultura. A
desinfestacdo se deu por meio da submersdo das sementes em alcool 70% por 1 min, seguido de
hipoclorito de sddio (cloro ativo 2%) por 7,30 min e em agua destilada autoclavada por trés vezes
durante 2 min. Dez microlitros da 4gua da lavagem foram utilizadas para plaqueamento em meio BDA
para confirmacdo da desinfestacdo. As culturas com as sementes infectadas foram incubadas a 28 °C
por 24 h (FOUDA et al., 2015). Apos este periodo, as sementes infectadas de cada fungo e néo
infectadas (controles) foram inoculadas em recipiente proprio para cultura de tecido contendo 40 g de
solo peneirado (poro 2 mm), esterilizado por autoclavacao (por 20 min) e umedecido de 3 mL de agua
destilada esterilizada. As sementes foram incubadas em BOD com fotoperiodo com exposigéo de luz
de 12 h dia® por 15 dias até que os vegetais controles atingissem o estado vegetativo de duas folhas
(V2).

Com o intuito de confirmar se o fungo inoculado foi o causador dos efeitos observados sobre

0s vegetais, realizou-se o isolamento dos fungos a partir das folhas ou sementes, por meio da



10

15

20

25

30

35

46

metodologia descrita previamente. Posteriormente efetuou-se a identificacdo molecular conforme

descrito no item 4.11.1 Extragcdo do DNA total dos fungos.

4.10.3 Avaliacdo do efeito da inoculacdo de meio liquido fermentado produzido por fungos
endofiticos da raiz de Swietenia macrophylla sobre Glycine max (soja) e Phaseolus vulgaris (feijao)

Todos os fungos isolados da raiz de S. macrophylla foram testados quanto a sua capacidade de
producdo de auxina e consequentes efeitos sobre as plantas. Para tal, trés sementes orgénicas de P.
vulgaris e G. max devidamente desinfestadas (conforme descrito no item 4.10 Avaliacao do efeito de
fungos endofiticos em vegetais de interesse agronémico) foram inoculadas em recipiente proprio para
cultura de tecido contendo 40 g de solo peneirado (poro 2 mm), esterilizado por autoclavacao (por 20
min) e umedecido de 1 mL de caldo de fermentacdo produzido por cada fungo. O caldo foi produzido
cultivando os fungos em meio Czapek liquido acrescido com L-Triptofano. As culturas foram mantidas
a 28 °C no escuro e sob agitacdo constante de 140 rpm durante 48 h. Apds este periodo, as culturas
liquidas foram centrifugadas a 7.000 g durante 10 min a 15 °C e o sobrenadante coletado foi liofilizado,
posteriormente foram ressupendidos em agua para aplicacdo na semente do vegetal por trés vezes em
um intervalo de 7 dias. As sementes foram incubadas em BOD com fotoperiodo com exposicao de luz
de 12 h dia® por 15 dias até que os vegetais controles atingissem o estado vegetativo de duas folhas
(V2), onde as folhas primarias ficam totalmente abertas ficando na posi¢do horizontal, sdo

unifolioladas, e os cotilédones ainda estdo presos na planta (WAQAS et al., 2012).

4.10.4 Determinacédo do peso seco e comprimento dos vegetais

Apbs o periodo de desenvolvimento até o estadgio V2 em estufa, todos os vegetais tiveram o
caule e raiz mensurados com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo 150 mm, 500-196-20B). Para a
determinag&o do peso seco, as amostras foram identificadas, pesadas e inseridas em envelopes de papel
pardo para evitar interferéncias da luz no processo fisioldgico destas. Cada amostra foi seca a
temperatura ambiente para retirar o excesso de umidade e, posteriormente, incubadas em estufa para
secar a uma temperatura ndo superior a 60 °C (SCOLFORO et al., 2004). As amostras permaneceram
na estufa até a secagem total, que foi confirmada quando, ao serem realizadas sucessivas pesagens na
mesma amostra, 0 Seu peso permaneceu constante. Apds a secagem, foi medido o seu peso seco, o qual
foi relacionado ao peso verde da amostra e possibilitou o calculo do peso seco total de cada planta
(SCOLFORO et al., 2004).

4.10.5 Tratamento estatistico dos dados

A fim de verificar se a influéncia dos fungos sobre plantas foi estatisticamente significativa

comparada ao grupo controle, aplicaram-se modelos matematicos. Primeiramente verificou-se se 0s
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dados de comprimento e peso seco de cada vegetal (controle e com indculo fangico) seguia a
distribuicdo normal, utilizando o Software livre Past 18.1®. A partir dos resultados obtidos empregou-
se Teste T de student considerando amostras com heterocedasticidade e varia¢do bicaudal. Ainda, de
forma complementar aplicou-se analise de componentes principais (ACP), técnica multivariada de
modelagem da estrutura de covariancia, que transforma linearmente um conjunto original de variaveis,
inicialmente correlacionadas entre si, num conjunto substancialmente menor de varidveis ndo

correlacionadas que contém a maior parte da informacéo do conjunto original (HONGYU et al., 2016).

4.10.6 Quantificacdo de &cido indolacético (AlA)

Os niveis de &cido indoolacético (AlA) secretados pelos fungos isolados das raizes axiais de S.
macrophylla foram estimados cultivando-os em meio Czapek liquido acrescido com L-Triptofano. As
culturas foram mantidas a 28 °C no escuro e sob agitacdo constante de 140 rpm durante 48 h. Apds
este periodo, as culturas liquidas foram centrifugadas a 7.000 g durante 10 min a 15 °C e o sobrenadante
coletado. A quantidade de AIA por mL de cultura foi estimada conforme o protocolo de Gordon &
Weber (1951) com algumas modificagOes, a qual consistiu na mistura de 2 mL de reagente de
Salkowski (FeCls 6H20 2% + H2SO4 37%) com 1 mL do sobrenadante da cultura, a qual foi reservada
por 30 min em ambiente escuro para reacdo e manifestacdo de cor vermelha, mais intensa quando ha
maior quantidade de AIA. A intensidade da cor foi determinada em espectrofotometro (modelo
Beckman DU 640) com leitura em 530 nm de absorbancia (ASGHAR et al., 2002). A concentracao de
compostos indolicos foi estimada utilizando uma curva padrao preparada com meio de cultura Czapek
liquido e quantidades conhecidas do horménio, as quais foram obtidas por meio de dilui¢des de uma

solugdo 1 mg mL™ de AIA comercial padrdo (Sigma-Aldrich).

4.11 Identificacdo dos fungos endofiticos bioativos

Os fungos que apresentaram bioatividade nos ensaios foram identificados. As col6nias dos
isolados de fungos filamentosos obtidos a partir das folhas e raizes foram fotografadas (frente e verso)
e agrupadas de acordo com as seguintes caracteristicas macromorfoldgicas: cor da coldnia (frente e
verso), textura da superficie (frente e verso) e aspecto da borda. Posteriormente, 0s grupos formados
por meio das caracteristicas citadas acima foram submetidos a analise de perfis moleculares por meio
da técnica de PCR microsatélite (MSP-PCR), utilizando o oligonucleotideo sintético (GTG)s ou
(GAC)s. Os isolados que apresentaram padrfes de bandas idénticos foram confirmados como

pertencentes a0 mesmo grupo.
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Um isolado de cada grupo molecular foi selecionado para sequenciamento da regido transcrita
interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rRNA. A escolha da regido a ser sequenciada foi determinada de

acordo com 0s géneros encontrados por meio do sequenciamento da regido ITS.
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4.11.1 Extracao do DNA total dos fungos

A extragdo de DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita por Rosa et al.
(2009). Os micélios foram colocados em tubo de 1,5 mL acrescidos de 400 pL de tampao de lise (Tris-
HCI —trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA —acido etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCl
0,1 M e SDS - sodio 10 dodecil sulfato 1%). Foram adicionadas em cada tubo trés esferas de ago
inoxidavel (3,175 mm de didametro) e posteriormente submetidos a trituracdo no equipamento Bullet
Blender™ (Uniscience). Apds esta etapa foram acrescentados 162 puL de CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%,
EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneizacdo e incubacdo por 40 minutos a 65°C.
Posteriormente, foram acrescentados 570 pL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apos
homogeneizacdo em vortex, o tubo foi incubado por 30 min em gelo. Em seguida, o conteudo foi
centrifugado a 14.800 rpm por 10 min e o liquido sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
1,5 mL, e acrescentado 10% do volume de uma solucdo de acetato de sédio 3M. O tubo foi
homogeneizado por inversao, incubado a 0 °C por 30 min e centrifugado a 14,800 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e, em seguida, adicionado 50% do volume de
isopropanol (Merck), a suspenséo foi gentilmente homogeneizada e incubada a temperatura ambiente
por 30 min. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 14.800 rpm por 5 min e o sobrenadante
desprezado por inversao, seguido por homogeneizacdo com etanol 70% (Merck) p/v. A amostra podera
ser seca em banho seco a 65 °C por aproximadamente 1 h, ou deixada overnight em temperatura
ambiente. Para hidratar o DNA extraido, adiciona-se 50 pL de Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M e EDTA
0,001 M), e posteriormente incuba-se a 65 °C por 60 min e, posteriormente, armazenada em freezer a
-20 °C. Para os fungos originados da raiz de S. macrophylla, a extracdo do DNA foi realizada a partir
da utilizacdo do Kit de extragdo de DNA MiniPlant QIAGEN.

4.11.2 Amplificacdo utilizando os iniciadores (GTG)s e (GAC)s

Os iniciadores (GTG)s e (GAC)s foram utilizados para amplificagdo de regides de
microssatélite, conforme descrito por Lieckfeldt et al (1993) e Thanh et al., (2013) respectivamente. A
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi realizada para um volume final de 25 uL contendo de 1 a
5 uL de DNA (variando de acordo com a concentragdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng plL-
1, 2,0 puL do iniciador (GTG)s ou (GAC)s 10 umol™* (MWG Biotech), 2,5 uL de tampdo de PCR 5X
(Fermentas), 1,5 L. de MgCl; 25mM, 1,0 uL. de dNTP 10 mM, 0,2 uL. de Taqg DNA polimerase SU
(Fermentas) e o volume final completado com agua esterilizada. As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando o termociclador PCR Express (Valpo.protect - Eppendorf). O programa para (GTG)s
consistiu em uma desnaturacdo inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido por 40 ciclos de 15 seg de

desnaturacdo a 94 °C, 45 seg de anelamento a 55 °C e 90 seg de extensédo a 72 °C, e uma extensao final
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por 6 mina 72 °C. Para (GAC)s as condigOes foram as seguintes: 94 °C por 3 min; seguido de 30 ciclos
de 94 °C por 40 seg, 52 °C por 40 seg e 72 °C por 1 min 30 seg; 72 °C por 10 min.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampao
TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0), eluidos durante
aproximadamente uma 1,5 h a 80 V. As bandas foram coradas com solucdo de GelRed, e os géis
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel (Vilber

Lourmat, France).

4.11.3 Amplificagéo da regigo ITS

Os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram utilizados para amplificacdo da regido transcrita interna ITS-
5.8S daregido do gene do rRNA, conforme descrito por White et al. (1990). A PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase) foi realizada em um volume final de 50 uL contendo de 1 a 5 uLL de DNA (variando de
acordo com a concentragdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng pL?), 1 pL de cada iniciador
ITS1 e ITS4 10 umol™ (MWG Biotech), 5 pL de tampdo de PCR 5X (Fermentas), 2 uL de MgCl, 25
mM, 2 puL de ANTP 10 mM, 0,2 pL. de Taqg DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final
completado com agua para injecdo esterilizada. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o
termociclador PCR Express (Valpo Protect - Eppendorf). O programa consistiu em uma desnaturacéo
inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 1 min de desnaturagéo a 94 °C, 1 min de anelamento
a 55 °C e 1 min de extensdo a 72 °C, e uma extensdo final por 5 min a 72 °C. Os produtos de PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5
g de &cido bérico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0), eluidos durante aproximadamente 30 mina 120 V.
As bandas foram coradas com solucdo de GelRed, e os géis visualizados sob luz ultravioleta e

fotografados pelo sistema de fotodocumentacéo de gel (Vilber Lourmat, Franca).

4.11.4 Purificagdo dos amplicons

Os amplicons gerados pela reagéo de PCR foram purificados utilizando-se EDTA. Ao produto
de PCR com volume de 47 pL, foram adicionados 11,25 pLL de EDTA 125 mM e 135 pL de etanol
absoluto (Sigma). Esta mistura foi submetida a centrifugacdo com rotagdo de 13.000 rpm durante 25
min. O sobrenadante foi descartado, e para lavagem do precipitado foi adicionado 120 pL de etanol
70% e realizado homogeneizagdo por inversdo. Apés centrifugagdo a 13.000 rpm por 10 min, o
sobrenadante foi descartado novamente e o restante do etanol foi secado por 20 min a 37 °C. O DNA
entdo foi ressuspendido em 10 pL de agua esterilizada. O produto obtido foi dosado em NanoDrop ND

1000 (NanoDrop Technologies) para ser utilizado nas rea¢des de sequenciamento.
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4.11.5 Reagdes de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o kit de sequenciamento BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystem, USA) em combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI
3730xI (Applied Biosystem, USA). Para as reacdes de sequenciamento foram utilizados 5-20 ng do
DNA purificado. A reagdo de PCR foi realizada em um volume final de 10 puL contendo 4 uL do pré-
mix (presente no kit de sequenciamento), 2 uL. do tampao de sequenciamento do kit, 1 uL do iniciador
(3,2 pmol), e completou-se o volume final com &gua esterilizada. O programa consistiu em uma
desnaturacéo inicial a 96 °C por um minuto, seguido por 25 ciclos de desnaturacao a 96 °C por 10 seg,
anelamento a 50 °C por 5 seg e extensdo a 60 °C por 4 min. Para precipitacdo das reacdes de
sequenciamento, 1 pulL de acetato de amonio 7,5 M foi adicionado em cada poco da placa de 96 pocos.

A solugéo de acetato de amonio foi dispensada na parede lateral dos pogos e a placa levemente
batida sobre a bancada para que as gotas do acetato de aménio se misturem a reacdo. Em seguida foram
adicionados 28 pL de etanol absoluto (Merck). A placa foi submetida & agitagdo em vortex e incubada
por 20 min a temperatura ambiente, protegida da luz. Apds periodo de incubagdo, a placa foi
centrifugada por 45 min a 4.000 rpm. O sobrenadante foi descartado virando-se a placa sobre um papel
absorvente. Em seguida, serdo adicionados 150 uL de etanol 70% (Merck). A placa ser4 novamente
centrifugada por 15 min a 4.000 rpm e o sobrenadante entdo descartado. Para remocao do excesso de
etanol, a placa foi invertida sobre um papel absorvente, e submetida a um pulso em centrifuga a 900
rpm durante 1 seg. Em seguida, a placa foi mantida em repouso durante 20-40 min, protegida da luz,
para evaporacdo do etanol residual. O DNA das amostras precipitado em cada poco foi entdo
ressuspendido em 10 pL de “tampao de corrida” (presente no kit de sequenciamento). A placa foi entdo
submetida a agitacdo em vortex por 2 min, centrifugada por 1 seg a 900 rpm e armazenada a 4 °C,
protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado ABI 3730xI.

4.11.9 Analise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA foram comparadas com sequéncias depositadas GenBank, utilizando o
programa BLASTnN (Basic Local Alignment Serch Tool — verséo 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no
portal NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/), desenvolvido pelo National Center For
Biothecnology e disponivel no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Os isolados que
apresentaram sequéncia com identidade > a 99% em relagdo as sequéncias de fungos depositadas no
GenBank, foram considerados como pertencentes a mesma espeécie. Para as sequéncias com identidade
igual a 98% o género e espécies foram aceitos, mas o termo ‘cf.” (latim for confer = comparado com)

foi usado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta pequenas diferencas com a espécie
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5 referéncia. Ja aqueles que apresentaram sequéncias com identidade entre 95 e 97% somente 0 género
foi aceito, para sequéncias com identidade <95% os isolados foram identificados como espécies

desconhecidas ou identificados em familia, classe, ordem (GODINHO et al., 2013).
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5. RESULTADOS

5.1 Coleta dos fungos endofiticos

A coleta do material bioldgico foi realizada em maio de 2018, licenciada pela autorizagdo para
pesquisa cientifica no Estado de Minas Gerais (001/2019), emitida pelo Instituto Estadual de Florestas.
A coleta das amostras vegetais foi realizada em diferentes pontos do fragmento de Mata Atlantica do
Parque Estadual do Rio Doce (PERD). Devido ao grande porte dos espécimes vegetais, as folhas foram
coletadas com o auxilio de um escalador por meio de um amostrador Big Shot e vara de molinete com
lancador. As informagdes dos pontos de coletas encontram-se registrados no Apéndice A. Assim que
coletados, os vegetais foram armazenados em sacos plasticos, identificados e acondicionados em caixa
de isopor resfriada, onde permaneceram até a chegada no Laboratério de Microbiologia Polar &
Conexoes Tropicais da UFMG para serem processados.

As exsicatas dos vegetais coletados foram depositadas no Herbario BHCB da Universidade
Federal de Minas Gerais para confirmacdo da identificacdo, os cddigos de depositos das exsicatas
(barcode) de S. macrophylla, J. princeps e L. pisonis sdo: BHCB 195682, BHCB 195683 e BHCB
195684, respectivamente. Os individuos jovens (mudas) coletados no PERD foram representados por
plantas jovens, as quais apresentavam baixa estatura, folhas novas e copa menos alongada quando
comparadas as plantas adultas. Foram amostrados 10 mudas dos trés vegetais, e, 10 individuos adultos

de S. macrophylla; 2 adultos de J. princeps e 1 individuo adulto de L. pisonis.
5.2 Isolamento dos fungos endofiticos

A partir do processamento das amostras vegetais foram obtidos 372 fungos endofiticos. A
distribuicdo dos isolados fungicos, de acordo com os tecidos vegetais, esta apresentada na Tabela 4.
Swietenia macrophylla foi a planta alvo com o maior nimero de exemplares coletados, seguindo de J.

princeps e L. pisonis.
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Tabela 4. Quantificagdo dos fungos endofiticos obtidos a partir de cada 6rgéo vegetal.

Espécie Vegetal Estégiq de _C)rgéo do N° de isoladqs_ de
desenvolvimento isolamento  fungos endofiticos
Swietenia macrophylla Adulto Folhas 76
S. macrophylla Muda Folha 117
S. macrophylla Muda Raiz axial 8
Joannesia princeps Adulto Folha 32
J. princeps Muda Folha 87
Lecythis pisonis Adulto Folha 12
L. pisonis Muda Folha 40

5.2 Atividade biologica antiparasitaria e herbicida

Um total de 368 extratos diclorometanicos foi produzido, dos quais 362 foram obtidos a partir
do cultivo dos fungos endofiticos e seis a partir das folhas das plantas adultas e das mudas de L. pisonis,
J. princeps e S. macrophylla. Todos os extratos produzidos foram submetidos a ensaios de triagem para
determinacdo da atividade antiparasitaria e herbicida. A Tabela 5 exibe a identificacdo taxondmica e
atividade bioldgica dos fungos bioativos. Dos 10 extratos que apresentaram atividade antiparasitaria,
apenas sete mantiveram atividade no reteste.

Dos 49 extratos fungicos avaliados para o potencial herbicida, apenas 12 (24%) mantiveram
a atividade ap0s realizacdo dos testes de confirmacdo de atividade bioldgica. Um total de 67% do total
de fungos que mantiveram atividade herbicida apds sucessivos cultivos pertencem ao género
Colletotrichum, seguidos de 17% pertencentes a Diaporthe e apenas 8% a Pyricularia. Dentre 0s
isolados de Colletotrichum analisados, apenas os isolados UFMGCB 17496 e 17485 apresentaram
atividade contra L. sativa; o restante exibiu atividade seletiva contra A. schoenoprasum. Apenas 0
isolado Pyricularia sp. UFMGCB 17499 apresentou atividade herbicida de amplo espectro frente a L.

sativa e A. schoenoprasum.
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Atividade antiparasitaria

Atividade herbicida

Espécie — ) . Taxon proposto
Orgéo de IUFMGCB Top BL':‘ST (GenBank Cod. De Ne de “pb Cobertura  ldentidade E value (GenBank Cod. De P. falciparum T. cruzi L. amazonensis L. sativa A
. Acesso) (%) (%) schoenoprasum
isolamento Acesso) - — - ———
21C 50 ug mL+ desvio padrdo médio SMIC pg mL 2+ desvio padrdo médio
S.macrophylla- Fusarium Keratoplasticum Fusarium sp. .
raiz axial 18279 (NR130690)? 513 100 99,81 0.0 (OM638105) (5.1£04)
iafhr;”;i%i 18159 Diaporthe passifloricola (NR147595)? 405 99 100 0,0 Diaporthe sp. (ON679673) (9,0 2,1)°
S.macrophylla- . |
folha muda 17557 Diaporthe rosae (MG828894) 449 97 100 0,0 Diaporthe sp. (ON679672) (2,5 £0,5)°
S.macrophylla- -
folha muda 17503 (0,03027)
S;’;‘i‘ﬁ;‘fm;a 17514 Fusarium dlaminii (MH862668) 379 100 100 0,0 Fusarium sp. (ON679670) (4,39 + 0,06)
S.macrophylla- . o Colletotrichum sp.
folha muda 17511 Colletotrichum feijoicola (NR165581) 437 100 98,63 0,0 (ON679688) (0,02547)
S?;?ﬁgorf]%';a 17544 Diaporthe rosae (MG828894)* 454 100 99,56 0,0 Diaporthe sp. (ON679671) (2,7 +0,9)°
S.macrophylla- . . - a Pyricularia sp.
folha muda 17499 Pyricularia variabilis (AY265333) 365 100 99,73 0,0 (ON679684) (1000+1,33) (1000+0,44)
S.macrophylla- . - :
folha muda 17515 Colletotrichum feijoicola (NR165581)? 403 100 99.26 0.0 Colletotrichum sp. (1000£0,67)
(ON679685)
S.macrophylla- . . a Colletotrichum sp.
folha muda 17495 Diaporthe schini (NR111861) 432 100 100 0,0 (ON679686) (500+0,89)
S.macrophylla- Colletotrichum chrysophilum Colletotrichum sp.
folha muda 17482 (NR160821) 423 100 100 00 (ON679687) (1000+0,89)
S.macrophylla- . - .
tolha muda 17510 Diaporthe schini (NR111861)? 456 99 99,12 0,0 Diaporthe sp. (ON679681) (1000+1,11)
S.macrophylla- . I a Colletotrichum sp.
folha muda 17496 Colletotrichum feijoicola (NR165581) 474 99 98,31 0,0 (ON679680) (1000+0,0)
J. princeps- x
folha muda 18126 (1000:1,11)
S.macrophylla- . . ;
17485 Colletotrichum karsti (NR144790)? Colletotrichum sp.
folha muda 422 100 100 0.0 (ONG679682) (1000 +0,67)
Smacrophylla- 17500 Colletotrichum karsti (NR144790)2 433 100 100 0.0 Colletotrichum sp. (500+0,44)
folha muda ' (ON679683) -
Controles
Controle Positivo Anfotericina B (0,003843)
Controle Positivo Cloroquina (0,171 £ 0,055)
Controle Positivo Benzonidazol 1
Controle Positivo Glifosato 3000 3000

'UFMGCB: Colegéo de micro-organismos e células da Universidade Federal de Minas Gerais; ®taxon submetido a analise filogenética baseada na regifo 1TS1-5.8S-1TS2 ; substancia: toxica®; ativa®; 21Cso: concentragio letal média para inibir e/ou matar 50% da
populagéo; 3MIC: concentracdo inibitdria minima-para inibir o minimo de trés sementes; EX: extrato; pb: pares de base; *ndo identificado.
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5.2.1 Micro-fracionamento quimico biomonitorado do extrato tripanossomicida do Fusarium sp.
UFMGCB 17514

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5 selecionou-se o fungo UFMGCB 17514, o
qual foi identificado como Fusarium sp. para o microfracionamento quimico biomonitorado, com o
intuito de caracterizar a substancia ativa contra o parasita T. cruzi. A partir dos dados dispostos na
Tabela 6, nota-se que a dose resposta com o extrato bruto indicou valor ICsode 4,39 pg mL™* e toxicidade
a célula hospedeira apenas na concentraco de 36,3 ug mL™.

O extrato do fungo foi submetido a analise UHPLC-DAD-HRMS/MS (Figura 5). O
cromatograma exibiu um pico maior no tempo de retencao de 34 min. As fragdes foram coletadas a cada
0,5 min em uma microplaca de 96 pocos. A placa contendo as 78 fracdes obtidas foi submetida ao ensaio
de triagem contra T. cruzi nas formas amastigota e tripomastigota e revelou que apenas a fragcdo 69,

contendo as substancias eluidas entre 34 e 34,5 min, foi ativa.

Tabela 6. Atividade tripanonossomicida do extrato do fungo Fusarium sp. UFMGCB 17514 e atividade
citotdxica contra as células de fibroblasto L929 de camundongo.
Composto/substancia Concentragio  Atividade (%) ICs0e CCso (g ML™)  4fndice de

testada (Mg mL1) A T 2(parasita)  3(L929) Seletividade
Extrato fungico 25 100 100 439+0,1 363+24 8,3
12,5 100 98
6,25 94 95
3,12 18 21
1,56 0 0
0,78 0 0
°Benzonidazol 3,81 uM - 38uM 2,381 uM 625

percentual de redugdo de amastigota (A) e tripomastigota (T); 2Concentracdo da substancia que reduz o crescimento de 50%
do parasita (ICsp); *Concentracdo da substancia que induz 50% da morte celular (CCso); “Relagdo entre CCso das células
hospedeiras e 1Csp ao parasita. Os valores ICso € CCsp foram calculados por interpolagéo linear; SControle positivo.
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Figura 5. Cromatograma do extrato do Fusarium sp. UFMGCB 17514 (20-40 min) com a linha
vermelha indicando a fracdo ativa que eluiu em 34-34,5 min.

A andlise dos espectros hrms/ms desta fragdo mostrou a presenca de [M+2Na]?* ions com m/z
414.6925, juntamente com ions correspondentes [M+H]*, [M+NH4]*, [M+Na]*, [M+K]" e [M+H0+H]"
com m/z 784,4157 (Figura 6). Todos esses ions sdo consistentes com a substancia beuavericina, com
M=783.4093 e formula molecular C4sHs7N3O9. Com 0 objetivo de caracterizar a substancia ativa na
fracdo do extrato, compararam-se os espectros HRMS/MS do ion com m/z 784.4157 utilizando o
software de instrumento e uma biblioteca interna construida do HRMS/MS, que indicou a
correspondéncia com pontuacao alta do espectro experimental com o da beuavericina armazenado na
biblioteca. Essa indicacdo foi avaliada através da co-injecdo com um padrdo comercial de beuavericina
que confirmou a identidade do possivel composto bioativo (Figura 7). Adicionalmente, testou-se o
padrdo de beuavericina contra as formas amastigota e tripomastigota de T. cruzi e a células hospedeiras
representadas pelos de fibroblastos de rato L929 (Tabela 7). A substéncia apresentou alta atividade no

ensaio com ICso = 1,6 uM e IS = 7,8, valores proximos ao do extrato bruto do fungo.
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Figura 6. HRMS espectros da fracdo bioativa 69, eluindo de 34,0 a 34,5 min, mostrando (A) os ions [M+2Na]2+ e (B) os ions [M+H]+, [M+NH4]+, [M+Na]+, [M+K]+ e [M+H20+H]+ compativeis com a substancia

com férmula molecular C4sHs7N30o.
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Figura 7. O painel superior mostra o espectro HRMS da fragdo ativa com os ions identificados na figura anterior. O painel médio corresponde ao

espectro de fragmentacdo HRMS-MS do ion com m/z 784.4157 [M+H]+, o qual pode ser comparado com a fragmentacdo correspondente da

beauvericina padréo (painel inferior).



5

10

15

20

25

60

Tabela 7. Atividade tripanossomicida da beauvericina e sua atividade citotoxica contra células de
fibroblasto L929 de camundongo.

Substancia Concentragéo Atividade (%) 2IC5o_ 3CCso sindice de
testada (UM) A T T(':ICIJ)Z' L929 (uM) Seletividade
Beauvericina 16 100 100 1,6+0,1 125+1,2 7,8
8 100 100
4 100 100
2 87,3 75,8
1 0 11,3
0,5 0 0
0,25 0 0
0,12 0 0
®Benzonidazol 3,81 3,8 2381 625

Percentual de reducéo de amastigota (A) e tripomastigota (T), 2Concentracdo da substancia que reduz o crescimento de 50%
do parasita (ICso); *Concentragdo da substancia que induz 50% da morte celular (CCso); “Relagdo entre CCsp das células
hospedeiras e 1Cso a0 parasita. Os valores 1Cso € CCso foram calculados por interpolagéo linear; SControle positivo.

5.2.2 Micro-fracionamento quimico biomonitorado do extrato leishmanicida do fungo
Colletotrichum sp. UFMGCB 17511

O extrato do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 17511 foi submetido a analise UHPLC-
DAD-HRMS/MS e o cromatograma apresentou picos maiores entre os tempos de retencédo de 38 a 48
min. As fracOes foram coletadas a cada 0,5 min em uma microplaca de 96 po¢os contendo os parasitas
na forma Leishmania-like, onde o bioensaio revelou que apenas a fracdo 76 foi ativa com 37% de
inibicdo frente ao parasita. Contudo, o extrato bruto do fungo exibiu 80% de inibicdo do parasita na
maior concentracdo testada. Na Figura 8 é apresentado o cromatograma da fracdo bruta e na Figura 9
0 painel de maior pico ativo. Os resultados relativos as concentracfes de extrato e respectivas
porcentagens de inibicdo contra L. amazonensis sdo exibidos na Tabela 8. A elucidagéo da substancia
ativa presente no poco 76 foi realizada a partir de analises putativas in silico dos dados obtidos a partir
do micro-fracionamento utilizando o Software Sirius CSI-FingerID. As analises quimicas revelaram que
a atividade leishmanicida esta relacionada a uma mistura de dois lipideos da classe das
glicerofosfocolinas e subclasse diacilglicerofostatidilcolinas (Figura 10). Entretanto, a espectrometria
de massas ndo distingue a localizacdo nem a estereoquimica das duplas ligagdes, podendo variar entre

as seguintes conformagodes: C42HgoNOgP, C42HgoNOgP e C42HgoNOsP.
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Figura 8. Cromatograma do extrato do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 17511 (0-60 min) na
fracdo ativa, que eluiu entre 38 e 48 min.
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Figura 9. Espectro HRMS da fracéo ativa do extrato do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 17511.
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Tabela 8. Atividade leishmanicida do extrato do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 17511.

Comeost_o/ Concentracao . 2]Cso L. amazonensis
Subtancia (g ML) Atividade (%) (g ML)
testada
Extrato fangico 100 80 0,02547
50 71,50
25 59,50
12,5 39,50
6,25 30
3,12 27,50
1,56 12
'AMB 0,2 79

LAmphotericina B, controle positivo. 2Concentracdo da substancia que reduz o crescimento de 50% do parasita (ICsp).
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Figura 10. Estrutura molecular de diacilglicerofostatidilcolinas.

5.2.3 Micro-fracionamento quimico biomonitorado do extrato antimalarico do fungo Fusarium
sp. UFMGCB 18279

10 Os resultados do ensaio com o extrato bruto pe apresentado na (Tabela 9). Posteriormente ao
ensaio, o extrato do fungo Fusarium sp. UFMGCB 18279 foi submetido a analise UHPLC-DAD-
HRMS/MS e suas parcelas coletadas a cada 0,5 min totalizando 78 fragdes, as quais foram
coletadas em uma microplaca de 96 pocos. As fracdes foram avaliadas quanto a inibicdo do
parasita P. falciparum. Os resultados revelaram que apenas a fragdo 76 (37,5-38 min) (Figura
15 11) foi a mais ativa com 65% de inibicdo ao parasita. As andlises realizadas na Plataforma Sirius
CSI-Figer ID para analise putativa da estrutura molecular ativa revelaram que a substancia

majoritaria correspondente ao pico aos 37, 8 min e com m/z 1202,8469 (
Figura 12) identificado como ciclosporina (Ce2H111N1:1012) m/z diff -1,72 mDa) (Figura 13).

Tabela 9. Atividade antiplasmodial do extrato do fungo Fusarium sp. UFMGCB 18279 e atividade
20  citotdxica contra as células BGM de rim de macaco.

Concentragdo Atividade 21Cso 3CCso i
Composto/ P. BGM 4Ino!ige de
Subténcia testada (ug mL?) % falciparum 4y Seletividade
(“g mL—l) (Hg mL )
Extrato fangico 50 9460  5,1+0.40 1%’%%1“ 28

25 91,58
12,50 84,02
62,50 53,45
3,13 45,18

1,56 17,40
0,78 9,17

0,171

1 :
Cloroquina 0,055




64

5 IControle positivo;2Concentracdo da substancia que reduz o crescimento de 50% do parasita (ICsp); 3Concentracdo da
substéancia que induz 50% da morte celular (CCso); “Relagdo entre CCso das células hospedeiras e 1Csp ao parasita. Os valores
ICs0 € CCso foram calculados por interpolacéo linear.
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Figura 11. Cromatograma do extrato do fungo Fusarium sp. UFMGCB 18279.

intens. EX18940_1-2_01_3105.d: +MS, 35.2-38.4min #7861-3436
®102 12022463
i L
1.0 4
7 1203.2499
L
0.8
1 1224.8285
0.5 - 1219.8710
1225.8314
| 4
1220.2747
0.4 1204.8522 ¢
0.2- 111 1310 5132 240 2173
1 5 gaan ll 11?11 2164 | H3ar 8202
| 1189.8340 120682528380, 13 5a7E . o
‘i 12078587 | 1230.3034 353533 1252 3224
ool M Ui (e, Hllie LT
11510 1200 121[! 122[! 123[! 124[! 1250 miz

Figura 12. Espectro HRMS da fracéo ativa do extrato do fungo Fusarium sp. UFMGCB 18279.
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Figura 13. Estrutura molecular da ciclosporina.

5.3 Avaliacao fisico-quimica do solo e esterilidade ap6s autoclavacao para cultivo de Phaseolus
vulgaris (feijao) e Glycine max (soja)

Com o objetivo de avaliar o efeito de elementos quimicos do solo sob efeito da esterilizacdo por
calor umido, 40 g de solo vegetal (em triplicata) foram autoclavados por 20 min a 121 °C. Apos 0
processo de esterilizacdo, 1 g de cada amostra foi ressuspendido em 1 mL solugéo salina 0,85% e 100
pL da suspenséo foi inoculado em meio BDA. Apds 7 dias de incubacdo foi constatado que ndo houve
crescimento microbiano, confirmando a eficacia do método proposto. A avaliacdo do comportamento

dos elementos quimicos apds a autoclavacéo € demonstrada na Tabela 10.
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Tabela 10. Parametros fisico-quimicos do solo vegetal autoclavado e ndo autoclavado para utilizagdo em experimento de para cultivo de

Phaseolus vulgaris e Glycine max.

66

Amostra pH P K Na Ca?* Mg?* Al H+Al MO P-rem Zn Fe Mn Cu
H20 Mg/dm? dcmol dm?® ®Dag kg Mg L? Mg dm??

iC1 58 75,5 560 56 3,00 1,40 0 8,25 7,25 27,1 5,9 113,8 21,8 2,2
aC2 58 64,5 580 57 3,01 1,40 0 8,58 7,93 27,1 5,0 83,6 19,0 1,9
aC3 57 64,5 650 63 3,33 1,47 0 8,91 9,27 24,1 54 98,3 28,1 2,6
bAUL 5,6 72,7 610 61 3,59 1,54 0 8,25 8,33 31,6 57 144,7 29,6 0,4
bAU2 5,6 75,5 590 59 3,21 1,45 0 8,25 8,87 33,8 59 152,6 29,5 0,5
bAU3 55 81,2 600 58 3,28 1,47 0 7,26 8,06 33,8 6,0 172,2 30,0 0,4
‘Valor de P 0,013 0,13 0,91 0,79 0,19 0,15 0,18 0,70 0,004 0,255 0,008 0,129 0,012

2C1 - Controle replicata 1, C2 — controle replicata 2, C3- controle replicata 3; YAU1- Solo autoclavado replicata 1, >AU2- Solo autoclavado replicata 2, >AU3- Solo autoclavado

replicata 3; ®Valor de P: considerando a: 0,05. ¢ cmol: centimol de carga, ¢ dag: decagrama
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5.4 Avaliacdo da acgdo dos fungos endofiticos da raiz de Swietenia macrophylla sobre fisiologia
de plantulas de Phaseolus vulgaris (feijao) e Glycine max (soja)

Com o intuito de verificar a influéncia dos fungos provenientes da raiz da planta S. macrophylla
(Tabela 11) sobre plantulas de interesse agrondémico determinou-se 0 peso seco, comprimento das
raizes e dos caules das espécies vegetais G. max e P. vulgaris apds alcancarem a fenologia vegetativa
de duas folhas (V2). Os resultados obtidos no experimento sdo apresentados na Tabela 12. Na Figura
15, Figura 16 e Figura 17 s&o apresentados os graficos do tipo box plot, com a tendéncia central e a
variabilidade do conjunto de dados. Os gréaficos identificaram a mediana como linha central, os
registros maximo e minimo e os quartis inferior (percentil 25%) e superior (percentil 75%). Constata-
se ainda, que os parametros comprimento do caule e raiz foram as varidveis que apresentaram maior
amplitude de variagdo dos dados.

Para verificar se o efeito sobre os vegetais inoculados é estatisticamente significativo em relacdo
ao grupo controle, realizou-se o teste estatistico T de duas matrizes, considerando a distribuicéo
heteroscedatica, os resultados sdo apresentados no Apéndice B. Para identificacdo molecular dos
fungos estudados, foram utilizadas as sequéncias obtidas a partir da regido transcrita interna ITS-5.8S
da regido do gene do rRNA. As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias de espécies
tipo depositadas no GenBank (Tabela 11). Na Figura 14 sdo exibidas as sementes de P. vulgaris que

ndo germinaram sob efeitos dos fungos inoculados.
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5 Tabela 11. Identificagdo taxondmica dos fungos endofiticos obtidos da raiz da planta Swietenia macrophylla.

Taxon proposto (cédigo

1 2 i o o . o
UFMGCB® Top BLAST (c6digo GenBank) N°pb Cobertura (%) Identidade (%) GenBank codigo)
18289 Fusarium falciforme (NR164424)? 516 100 99,18 Fusarium sp. (ON679678)
Talaromyces sp.
a
18293 Talaromyces flavus (MH855968) 353 100 100 (ON679679)
. Dactylonectria sp.
a
18288 D. vitis (MH865179) 494 100 99,80 (ON679677)
. Dactylonectria sp.
a
18285 D. vitis (MH865179) 496 100 99,80 (ON679676)
. Dactylonectria sp.
a
18283 D. vitis (MH865179) 492 100 99,80 (ON679675)
18290 *
18279 Fusarium keratoplasticum (NR130690) 513 100 99,81 Fusarium sp. (OM638105)
18278 Coprinellus magnoliae (NR172438) 2 509 100 92,8 Coprinellus sp. (ON679674)

IUFMGCB: Colegéo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais;  Taxon submetido a analise filogenética baseada na regido ITS1-5.8S-1TS2; *:
sem identificacdo; pb: Pares de base.

10



5 Tabela 12. Ensaio bioldgico agronémico envolvendo inoculagdo dos fungos provenientes da raiz de Swietenia macrophylla em sementes de
Glycine max e Phaseolus vulgaris.

Glycine max Phaseolus vulgaris
IUEMGCB aFungo Meédia do Comprimento — mm Média do pesog Meédia do Comprimento — mm Meédia do Peso g
(desvio médio) (desvio médio) (desvio médio) (desvio médio
Caule Raiz Total Total Caule Raiz Total Total
18289 Fusarium sp. - - - - - - - -
93,295 143,61 123,48 1,13 111,59 130,42 1,44
18293 Talaromyces sp. (6,065) (8.6) (0,051) (14,40) (13,45) 122,395 (0.31)
. 59,30 88,24 73,77 0,69 71,15 92,01 0,770
18288 Dactylonectria sp. (20) (52,40) 0,18) (25.80) (19,23) 81,58 0.22)
18285 Dactylonectria sp. ?32 1’7149) ?jési) 73,66 (160??7) - - - -
18283 Dactvlonectria s (111415’3) 130,42 122,39 1,067 146,60 128,49 137,54 1,37
y P- ' (13,45) (0,22) 7.7) (13,23) (0,088)
18290 * - - - - - - - -
18279 Fusarium sp. - - - - - - - -
. 152,17 104,29 118,055 1,23 104,29 1,04
18278 Coprinellus sp. (25.44) (24.13) (0,19) 3 (24.13) 118,05 (0,24)
191,44 162,19 1,05 133,21 149,83 141,52
Controles (47,34) (29,39) 176,82 (0,07) (8.34) (15,25) 1,21 (0,02)

'UFMGCB: Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais;? Taxon submetido a analise filogenética baseada na regido 1TS1-5.8S-1TS2;
(*) N&o identificado, +: sem caule; -:ndo germinou.

10
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Figura 14. Sementes de Phaseolus vulgaris que ndo germinaram no solo vegetal autoclavado. (A) Fusarium sp. UFMGCB 18279, (B)
Dactylonectria sp. UFMGCB 18285, (C) UFMGCB 18290 e (D) Fusarium sp. UFMGCB 18289.

70
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Swietenia macrophylla.
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Figura 16. Avaliacdo do comprimento da raiz de Phaseolus vulgaris (A) e Glycine max (B) submetidas a inoculac¢éo de fungos provenientes da

raiz de Swietenia macrophylla.
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5.4.1 Recuperacgao dos fungos filamentosos inoculados nas plantulas de Phaseolus vulgaris

(feijéo)

Com o intuito de comprovar que os fungos inoculados nas plantulas foram os que geraram
efeitos sobre elas, e, evidenciar que a metodologia de infeccdo utilizada foi eficaz, realizou-se o
isolamento (recuperacdo) dos fungos a partir das plantulas do feijoeiro infectados previamente com os
fungos. Os 6rgdos vegetais foram previamente desinfestados e foi realizado o isolamento do fungo.
Posteriormente foi efetuado a extragéo de DNA, seguida do sequenciamento da regido ITS1-5.8S-I1TS2.
A identificacdo obtida é apresentada na Tabela 13.

Tabela 13. Identificagdo dos fungos recuperados das plantulas de Phaseolus vulgaris apds
inoculacdo em suas sementes.

Taxon proposto

Top BLAST (codigo N° Cobertura Identidade , .
1
UFMGCB GenBank) ob (%) (%) (codigo
GenBank)
Dactylonectria vitis Dactylonectria sp.
18283 (MH865179) 443 %9 98.65 (ON679690)
Dactylonectria sp.
18288 D. vitis (MH865179) 419 100 99.29 (ON679691)
Fusarium falciforme Fusarium sp.
18289 (MHB859035) 448 o7 100 (ON679692)

1UFMGCB: Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais;  Taxon submetido a
analise filogenética baseada na regido ITS1-5.8S-1TS2; pb: pares de base.

5.5 Avaliacdo do efeito da inoculacdo de meio liquido fermentado produzido por fungos
endofiticos da raiz de Swietenia macrophylla sobre Glycine max (soja) e Phaseolus vulgaris (feijao)

Com o intuito de verificar os efeitos do meio liquido fermentado contendo auxina produzida
pelos fungos da raiz de S. macrophylla sobre as plantulas de interesse agronémico, avaliou-se 0 peso
seco, comprimento das raizes e dos caules das plantulas de G. max e P. vulgaris apds alcangarem a
fenologia vegetativa de duas folhas (V2). As métricas obtidas no experimento sdo apresentadas na
Tabela 14 Na Figura 18, Figura 19 e Figura 20 sdo apresentados os graficos do tipo box plot com a
tendéncia central e a variabilidade do conjunto de dados. Os graficos identificaram por conjunto de
dados a mediana, 0s registros maximo e minimo e os quartis inferior (percentil 25%) e superior
(percentil 75%). Verifica-se que o peso seco e comprimento do caule de P. vulgaris foram as variaveis
que mais apresentaram amplitude de variagdo diante do conjunto de dados. O efeito sobre os vegetais

inoculados foi estatisticamente avaliado com o teste estatistico T (Apéndice C).
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A curva de calibragdo para deteccgdo de possiveis auxinas produzidas pelos fungos foi realizada
a partir da variagdo da concentracdo do hormonio de 1,562 a 100 pug mL™ (Apéndice D). A curva foi
preparada utilizando agua destilada e o meio de cultura utilizado para crescimento fangico e ambos
apresentaram o mesmo coeficiente de determinacdo. A coloracdo amarelo-alaranjada que se revelou
na solucédo apds a adicdo de Salkowski é um indicativo da presenca de auxina no meio, confirmando a
eficacia do método escolhido. Também foi produzida componente principal para cada espécie de
plantula (Figura 21 e Figura 22).
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Tabela 14. Ensaios bioldgicos agrondmicos envolvendo inoculacdo de meio liquido fermentado contendo auxina nas sementes de Phaseolus
vulgaris e Glycine max.

Glycine max (soja)

Phaseolus vulgaris (feijéo)

Meédia do Comprimento mm

Meédia do Peso

Meédia do peso g

Média do Comprimento mm Auxina

UFMGCB! AN < g (desvio médio AN ~ (desvio médio 1
Fungo (desvio médio padréo) padrio) (desvio médio padréo) padrio) (Mg mL™Y)

Caule Raiz Total Total Caule Raiz Total Total

. 135,78 168,9 152,34 1,73 23,11
Fusarium sp. 18289 - - - ) 27 (22,03) 0,32)

30,1 0,31 113,48 125,29 119,38 0,42 16,96
Talaromyces sp. 18293 ) + + (0.26) (14.68) (31) (0,09)

Dactvlonectria s 18288 28,2 156 92,046 0,702 10,24 155,93 107,37 0,6555 18,44
d P 179 (@ (0,03) © (L7 (0.07)

Dactvlonectria s 18285 29,06 90,8 60 0,60 84,11 189,51 136,81 1,25 15,8
y P- (11,21)  (34,8) (0,03) (14,26)  (41,9) (0,40)

. 22,17 149,19 0,60 100,64 147,01 123,82 2,24 17,2
Dactylonectria sp. 18283 (1,55) (61) 56 (0.13) (12.8) (29,05) (0.2)

- 18290 ) i i i 140,8 93,24 117,02 1,36 25,02
(6,8) (3,92) (0,36)

Fusarium sp. 18279 - - - - (213453) (ig) 113 ((1)’?18) 14.3

. 18 75,4 0,6 111,70 110 1,59 15,52
Coprinellus sp. 18278 (2,25) (38.25) 47 (0.11) (3,52) (15.5) 110,8 (0.38)
Controles 45 134 922 0,70 122,85 148,96 135,91 1,78
(10,7) (10,7) ' (0,05) (10,81) (6,28) (0,31)

76

IUFMGCB: Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais;? Taxon submetido a analise filogenética baseada na regido 1TS1-5.8S-1TS2;

(*) N&o identificado, +: sem caule; -:ndo germinou.
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Figura 18. Avaliagdo do comprimento do caule de Phaseolus vulgaris (A) e Glycine max (B) submetidas a inoculagdo de meio liquido fermentado
contendo possivel auxina produzida de fungos advindos da raiz de Swietenia macrophylla.
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Figura 19. Avaliacdo do peso seco de Phaseolus vulgaris (A) e Glycine max (B) submetidas a inoculacdo de meio liquido fermentado contendo

possivel auxina produzida de fungos advindos da raiz de Swietenia macrophylla.
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5 Figura 20. Avaliagdo do comprimento da raiz de Phaseolus vulgaris (A) e Glycine max (B) submetidas a inoculagdo de meio liquido fermentado
contendo possivel auxina produzida de fungos advindos da raiz de Swietenia macrophylla.
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6. DISCUSSAO
6.1 Isolamento dos fungos endofiticos

A taxa de isolamento de fungos endofiticos foi variavel, provavelmente devido a amostragem
que nao foi uniforme entre as espécies, fato que ocorreu devido as limitacGes de equipamento e
condicdes adversas no campo. Apenas para S. macrophylla foi amostrado a mesma quantidade de
folhas para jovens e adultos. Para S. macrophylla, foi observado que ocorreu maior nimero de isolados
a partir das folhas jovens em comparacdo com as folhas adultas, esse dado se contrapde aos resultados
encontrados por Pimentel et al. (2006) que isolou mais fungos de folhas adultas em relacéo as folhas

jovens da erva mate (llex paraguariensis).

6.2 Atividade antiparasitaria

Os resultados obtidos neste estudo detectaram que os fungos produtores de metaboélitos
bioativos antiparasitarios contra DTNs compreenderam predominantemente os géneros Fusarium e
Diaporthe. Estes sdo reconhecidos como ricas fontes de diferentes metabdlitos secundarios (L1 et al.
2020). A atividade antimalarica foi verificada no extrato de trés isolados do género Diaporthe e em um
do género Fusarium. Na triagem, os fungos considerados ativos apresentaram pelo menos 70% de
inibicdo frente ao parasita. As concentracdes de extrato bruto variaram de 2,5 a 9 ug mL™? (ICso), e 0
indice de seletividade variou de 5 a 24. Os extratos brutos dos isolados Diaporthe sp. UFMGCB 17544
e UFMGCB 18159 apresentaram indice de seletividade abaixo de 9, enquanto os isolados Fusarium
sp. UFMGCB 18279 e Diaporthe sp. UFMG 17557 apresentaram IS superior a 24, denotando
seletividade ao agente etioldgico. Ressalta-se que valores inferiores a 10 sdo considerados toxicos a
células de mamiferos representadas pelas células BGM, derivada do rim do macaco verde africano,

Em contraponto, Higginbotham et al. (2013) testaram cerca de 2700 extratos a uma
concentragdo 10 pg mL™* em DMSO, produzidos a partir de fungos endofiticos isolados de 3198
amostras de plantas, contra P. falciparum, e fungos do género Diaporthe exibiram valores de inibicdo
entre 15 e 33%. Os resultados encontrados no presente estudo mostraram porcentagens de inibicdes
superiores aos achados de Higginbotham et al. (2013). O isolado Fusarium sp. UFMGCB 18279
apresentou uma ICso de 5,1 ug mL™, e um indice de seletividade de 28, considerado satisfatorio frente
as celulas de mamiferos. Kaushik et al. (2014) testou o extrato bruto de um isolado fangico do género
Fusarium isolados de Sargassum wightii e obteve ICso de 72 pg mL™ e IS de 36, denotando
concentragdes inibigéo superiores as encontrados na presente pesquisa.

A atividade tripanossomicida, foi observada apenas no extrato bruto do fungo Fusarium sp.
UFMGCB 17514 exibindo um ICso de 4,39 pug mL™. Campos et al. (2015) testou o extrato bruto do
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mesmo género a 20 pug mL* contra as formas de T. cruzi e obteve 40% de inibico, resultado inferior
ao encontrado na presente pesquisa. Ja os extratos metandlicos obtidos de fungos endofiticos da
Macauba testado por Fernandes (2015) ndo apresentaram atividade tripanossomicida nas concentracoes
testadas, que variaram de (100-0,19 pg mL™). Ainda, no supracitado estudo constatou-se uma atividade
citotoxica acima da droga padrdo para o tratamento de T. cruzi, nas formas testadas. Cabe destacar que
outros géneros de fungos endofiticos ja foram reportados com atividade tripanossomicida, Cota et al.
(2008) constatou atividade de metab6lito obtidos a partir de Alternaria sp. com ICso 4,3 pug mL™,
equiparando-se aos resultados obtidos para o extrato bruto de Fusarium, na presente pesquisa.

Os extratos ativos contra o parasita L. amazonensis (Tabela 5) foram obtidos a partir dos
isolado UFMGCB 17503 e Colletotrichum sp. UFMGCB 17511, que apresentaram 1Cso de 0,03027 g
mL* e 0,02547 pg mL? respectivamente, enquanto o extrato de Colletotrichum sp. testado por
Higginbotham et al. (2013) frente ao parasita Leishmania donovani apresentou inibicao apenas de 10%
nas concentracdes de 10 pug mL™. Ja o co-cultivo entre Colletotrichum sp. e Phomopsis sp. inibiram
50% dos parasitas Leishmania infantum na concentragéo de 17, 04 ug mL* (TRIASTUTI et al., 2016)
ambos apresentaram resultados inferiores ao da presente pesquisa. Diante do exposto, conclui-se que
os resultados obtidos a partir dos extratos brutos fangicos sdo promissores para avaliacdo clinica,
sobressaindo-se o extrato produzido a partir de Colletotrichum sp. UFMGCB 17511, que apresentou

menor concentracao inibitdria dentre os extratos ativos.

6.2.1 Avaliacdo do micro-fracionamento quimico biomonitorado

Os resultados obtidos no micro fracionamento biomonitorado (Figura 7) sugerem que a fracdo
ativa responsavel pela inibicdo do T. cruzi, pode ser a substancia beauvericina (BEA). No teste com a
substancia padrdo (Tabela 7) verificou-se que a concentracdo de 1,6 uM mL™ de BEA foi capaz de
inibir 50% dos parasitas, e na concentracdo de 12,5 uM mL™? foi considerada toxica as células de
mamifero, apresentado IS de 7,8, pr6ximo ao valor encontrado no extrato bruto, por tanto, acredita-se
que a toxicidade encontrada no extrato bruto esteja relacionado quase que integralmente a presenca da
beauvericina.

A beuavericina € um hexadepsipeptideo ciclico, sintetizada por fungos como Beaveria
bassiana, Fusarium spp. e por espécies endofiticas de Fusarium, como Fusarium proliferatum
(MORETTI et al., 1994; PLATTNER et al., 1994), Fusarium redolens (XU et al. 2010) e Fusarium
sp. (CAMPOS et al.,2015). E uma micotoxina emergente, caracterizada como um contaminante de
alimentos e commodities alimentares, como milho, trigo e arroz (WU et al., 2019). Possui atividades
antibacterianas, antivirais, antifingicas, antiparasitarias, inseticidas e anticancerigenas; entretanto, ndo

ha estudos sobre o risco toxicologico relacionando exposi¢do a longo prazo (CALONI et al., 2020).
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Sua atividade bioldgica relaciona-se a capacidade de aumentar a permeabilidade de ions nas
membranas bioldgicas, formando um complexo que pode afetar a homeostase idnica (WU et al., 2019).

Fato este, que pode explicar a toxicidade frente ao parasita T. cruzi. Steiniger et al. (2017)
testaram um hibrido da beuavericina, a Octo-beauvericina contra T. cruzi, e constataram ICso de 0.54
MM cerca de 12 vezes menor que a substancia padréo utilizada no tratamento clinico, o benzonidazol
a 6,53 uM. Campos et al. (2015) encontrou valores de inibicdo de (ICso = 1,9 ug mL?, 2,43 uM)
utilizando a beauvericina isolada de fungo endofitico do género Fusarium, e valores de citotoxicidade
de ICso de 5 pg mL™* (6,38 uM) frente aos fibroblastos de rato 1.929. Os resultados obtidos por Campos
et al. (2015), estdo em concordancia aos encontrados na presente pesquisa, embora as concentragoes
inibitérias tenham sido um pouco mais baixas. Embora reconhecida como uma micotoxina com
toxicidade para humanos, animais e plantas, Shiwali et al. (2022), afirmam que analogos da
beauvericina podem ser utilizados como potenciais medicamentos e precisam ser explorados, além
disso seus efeitos ndo foram avaliados por longas exposi¢coes, devendo ser investigado.

Os resultados obtidos no micro fracionamento biomonitorado contra L. amazonensis
revelaram que as fracGes dissociadas apresentaram uma queda brusca da atividade. Enquanto o extrato
bruto denotou inibicdo de 80% a 12% nas concentragdes de 100 pug mL?* a 1,563 pg mL*
respectivamente, a fracdo 76, que apresentou maior percentual de atividade entre as fracOes, exibiu
apenas 37% de inibicdo sobre o parasita. Este resultado € um indicativo de que conjunto das substancias
que compde o extrato bruto que ¢é o responsavel pela toxicidade. De acordo com Zagatto & Bertoletti
(2008) uma mistura de diferentes substancias que interagem entre si, pode reagir de maneiras adversas.
Sdo varios os efeitos que resultam dessas interacfes: (1) sinérgicos, onde o efeito combinado de
substancias individuais; (2) de potenciacgdo, ocorre quando uma substancia tem efeito toxico apenas em
conjunto com de outras substancias e (3) aditivo, quando o efeito combinado das substancias é igual a
soma dos efeitos das substancias individuais. Por tanto, acredita-se que 0s componentes ativos
presentes no extrato bruto estejam sujeitos a tais variacoes.

As analises efetuadas no Software Sirius, indicaram que as substancias ativas presentes no pogo
76, referem-se a uma combinacéo de lipideos da classe das glicerofosfocolinas. Esta classe € descrita
como marcadores do aumento do turnover de sintese de membrana celular ou aumento da densidade
celular (BRISSON et al., 2014). As glicerofosfocolinas ja tiveram sua atividade leishmanicida descrita
por Croft et al. (1987) e Bourass et al. (1996), contudo ambos os autores utilizaram substancia padréo.
N&o ha registros de atividade de glicerofosfocolinas produzidas por fungos endofiticos com atuacéo
leishmanicida na literatura, por esta razdo se torna alvo importante para estudos de prospecgédo de

atividade bioldgica.
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Os dados obtidos por meio das andlises putativas das estruturas quimicas do poco ativo do
extrato bruto de Fusarium sp. UFMGCB 18279 contra P. falciparum, indicaram que a substancia
majoritaria possui maior similaridade com a substancia ciclosporina. Esta substancia € um polipeptideo
ciclico lipofilico isolado a priori da espécie Beauveria nivea (anteriormente denominado de
Tolypocladium inflatum) (FORSYTHE & PATERSON, 2014), é o primeiro imunossupressor de
origem fangica (SINHA et al., 2022). Possui propriedades imunossupressoras € imunomodulatérias,
foi usado pela primeira vez na medicina humana para evitar a rejeicdo de 6rgdos transplantados e
posteriormente para o tratamento de dermatites atépica (DA) e psoriase (FORSYTHE & PATERSON,
2014). Além disso, tambeém apresenta atividades antiflngicas, antimicrobianas e inseticidas
(BERESTETSKY & HU, 2021). Além das espécies supracitadas, a substancia ja foi reportada a partir
do fungo endofitico Trichoderma polysporum (ADELEKE & BABALOLA, 2021).

Este polipetideo € um inibidor de calcineurina cujo principal modo de acdo é inibir a ativacao
de células T. A ciclosporina atinge sua atividade imunossupressora ligando-se a proteina receptora
intracelular ciclofilina-1. O complexo ciclosporina-ciclofilina resultante inibe a calcineurina, que
impede a desfosforilacdo e ativacdo do fator de transcri¢do, fator nuclear de células T ativadas (nF-
AT) (GUAGUERE et al., 2004). Kumar et al. (2005) e Dobson et al. (1999) relataram que a atividade
antimalarica proveniente da ciclosporina se deve a inibicdo da ciclofilina parasitaria (Cyp), que provoca
a inibi¢do do crescimento eritrocitico do parasita.

6.3 Atividade herbicida

Entre os extratos fungicos que inicialmente demonstraram potencial herbicida, apenas 24% dos
fungos foram capazes de manter a atividade apds o processo de recultivo. Perdas de atividades sdo
comumente relatadas apos cultivos sucessivos, uma vez que, nem sempre é possivel estabelecer uma
correlacdo direta entre os metabolitos produzidos por fungos endofiticos quando estes se encontram
em seu hospedeiro e quando eles s&o cultivados externamente em meios de cultura (STROBEL et al.,
2003; FREIRE te al., 2014).

Os fungos capazes de produzir substancias herbicidas foram identificados como taxons dos
géneros Colletotrichum, Diaporthe e Pyricularia. As espécies de Colletotrichum sdo reconhecidas
como fontes proliferas de diferentes metabdlitos secundarios com extensa atividade herbicida. Vieira
et al. (2018), Boyette et al. (2019), Li et al. (2020), Rodrigues et al. (2020) e Sigh (2021) analisaram
diversas espécies do género Colletotrichum como mico-herbicidas sobre uma ampla variedade de ervas
daninhas e constaram acao efetiva frente a inibicdo dos vegetais. Além disso, ja existem no mercado
de bioinsumos herbicidas a base de metabolitos secundarios de Colletotrichum como (i) CollegoTM
produzidos a partir de Colletotrichum gloeosporioides f.sp. aeschynomene atualmente comercializado
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com o nome de LockDown e utilizado para controle de ervas daninhas em culturas de soja e arroz nos
Estados Unidos; (ii) BioMalR=Mallet WP elaborado a partir dos metabo6litos de Colletotrichum
gloeosporioides utilizado contra Malva spp.; (iii) Lubao elaborado a partir de Colletotrichum
gloeosporioides f.sp., utilizado contra Cuscuta spp.

Embora ndo haja formulacgdes de bioherbicidas comerciais a base de metabolitos do género de
Diaporthe, ha resgistros de sua capacidade de produzir substancias herbicidas. Souza et al. (2015)
inoculou 0 meio de cultura liquido fermentado por Diaporthe sp. sobre sementes de Cucumis sativus e
constatou 100% de inibicdo. Resultados similares foram encontrados por Pes et al. (2016) que também
aplicou o meio liquido fermentado sobre as sementes Echinochloa sp., Conyza sp. e L. multiflorum e
registraram 100% de inibicdo da germinagdo, o qual foi considerado com potencial para
desenvolvimento de bioherbicidas comerciais.

O género Pyricularia é descrito como importante fitopatogenos de lavouras de arroz e trigo no
Brasil, levando ao desenvolvimento de brusone. Os metabolitos produzidos na infeccdo ja foram
testados como bioherbicida, por Peng et al. (2004), e, em particular para o biocontrole do capim
(Cenchrus ciliaris) por Masi et al. (2020). Além do controle de capins e outras espécies de
monocotileddneas, ndo ha registro de sua acdo contra vegetais dicotileddneas conforme constatadas no

presente estudo.

6.4 Avaliacdo fisico-quimica do solo autoclavado para cultivo de Glycine max (soja) e Phaseolus
vulgaris (feijao)

O tratamento biocida empregado visou inibir os componentes biologicamente ativos
presentes no solo para desta forma, avaliar apenas a influéncia dos fungos inoculados sobre 0s vegetais
de interesse agrondmico (CARTER & GREGORICH, 2007). Sabe-se que com o processo de
autoclavacdo, ndao somente eliminam-se 0s micro-organismos, mas também inativa as enzimas
secretadas pelos mesmos (TIBBETT et al., 2000; CARTER & GREGORICH, 2007).

A partir dos dados apresentados nas Tabela 10 € possivel constatar que o processo de
autoclavacéo do solo conferiu alteragdes estatisticamente significativas para os elementos pH, P-rem,
Fe e Cu em relagdo ao solo controle. Observou-se reducdo do potencial hidrogeniénico e do Cobre,
enquanto, denotou-se aumento das concentragdes de P-rem e Ferro.

Carter et al. (2007) ndo encontraram alteracdes significativas quanto a variagdo do pH, ao
contrario do encontrado no presente estudo, entretanto, as alteragGes detectadas ndo impactam no
desenvolvimento das plantulas, uma vez que a faixa de pH ideal dos solos para a agricultura é entre 5,5
e 6,5. Isto porque é nesta faixa que os nutrientes ficam mais disponiveis as plantas, ou seja, na solugédo

do solo. Durante o cultivo de leguminosas, o solo € acidificado devido a liberagao de prétons das raizes.
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Como consequéncia desta liberacgdo, as plantas acumulam anions organicos que podem, se retornados
e decompostos no solo, neutralizando os acidos (YAN et al., 1996). Apesar de ter ocorrido variacdes
significativas em alguns elementos quimicos analisados (Tabela 10), ndo ocorreria prejuizo ao cultivo
das plantas, pois os elementos se encontram em concentracfes ideais para cultivo. Mendes (2007)
avaliaram a concentragdo de macro e micronutrientes e constatou que esses constituintes podem variar
na biomassa vegetal submetidos ao mesmo tratamento.

Por tanto, 0 modelo proposto de utilizacdo de solo peneirado e autoclavado € satisfatorio para
o desenvolvimento do vegetal e para avaliacdo dos efeitos dos fungos sobre as plantulas. Além disso,
para todas as replicatas analisadas (controle e autoclavada) foram classificadas como sendo de textura
de franco-argilo-arenosa, textura média, indicando que o processo de assepsia nao influenciou na

granulometria do solo.

6.5 Avaliacdo da acéo dos fungos endofiticos da raiz de Swietenia macrophylla sobre fisiologia
de pléntulas de Phaseolus vulgaris (feijao) e Glycine max (soja)

A partir das métricas apresentadas na Tabela 12, € possivel constatar que houve diferencas no
desenvolvimento das plantulas de feijdo e de soja infectadas em relagdo ao grupo controle, e que as
espécies vegetais responderam de maneira diferente a alguns fungos testados. Na Tabela 16 e Tabela
17 (Apéndice C) constata-se que as diferencas foram estatisticamente significativas, sobre as variaveis
comprimento do caule, da raiz e peso seco para as plantulas de feijdo infectadas pelos isolados
Coprinellus sp. UFMGCB 18278 , Dactylonectria sp. UFMGCB 18283 e Talaromyces sp. UFMGCB
18293, bem como para as plantulas de soja infectadas pelos isolados Dactylonectria sp. UFMGCB
18288, Dactylonectria sp. UFMGCB 18285, Coprinellus sp. UFMGCB 18278, Dactylonectria sp.
UFMGCB 18283, Talaromyces sp. UFMGCB 18293. Ressalta-se que o Unico parametro que nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle, foi 0 comprimento da raiz
do feijéo sob influéncia do fungo Dactylonectria sp. UFMGCB 18288.

Os isolados Fusarium sp. UFMGCB 18289, UFMGCB 18290 e UFMGCB 18279 nao
permitiram a germinacao das sementes de soja e feijdo, e o fungo Dactylonectria sp. UFMGCB 18285
inibiu apenas as sementes do feijoeiro. Estes resultados estdo concordancia em com os encontrados por
Rodrigues & Menezes (2002), que avaliaram a influéncia de fungos, como os do género Fusarium
sobre a germinacdo de sementes de feijao, e, constataram necrose nos cotilédones, como as do presente
experimento (Figura 14).

O género Fusarium é amplamente conhecido por abrigar espécies de patdgenos vegetais bem
conhecidos de culturas agricolas, bem como aqueles que produzem micotoxinas (AGRIOS, 2005). De

acordo com Agrios (2005) possuem capacidade de induzir murchas vasculares em diversos 0rgao
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vegetais de cultivos perenes e anuais, levando a planta a morte, como registrado no presente
experimento. Doengas provocadas por Fusarium possuem gestdo complicada devido & sua alta
variabilidade genética e especificidade ampla de hospedeiros (PERINCHERRY et al., 2019).

A manifestacdo da doenca pode ocorrer na fase inicial do desenvolvimento da cultura e na fase
da reprodugdo. As condicOes ideais sdo temperatura entre 20° C e 28°C, alta umidade do solo, e com
pH abaixo de 6, nas mesmas condig¢des experimentais executadas no presente estudo. Com o progresso
da doenca, as plantas apresentam amarelecimento das folhas e podem evoluir até a sua morte. Em alta
umidade, forma-se micélio branco sobre a haste onde sdo formados os clamidosporos, estruturas de
resisténcia (ITO, 2013).

A doenga intitulada vulgarmente de a “murcha do Fusario” ¢ uma das mais importantes doencas
do feijoeiro comum. A murcha foi relatada pela primeira vez nos EUA (KENDRIK & SNYDER,
1942), sendo constatada posteriormente no Canada, Colémbia, india e Africa Central (HOLLIDAY,
1970), na Nigéria (OYEKAN, 1977) e Brasil (RIOS, 1988). Sabe-se que 0s danos provocados por esta
enfermidade sdo muito variaveis, podendo afetar apenas algumas plantas ou até 80% da lavoura, isto
porque a murcha do fusario inicia-se em pequenas reboleiras e, apds alguns anos de cultivo dissemina-
se por toda area (CANDIDA et al., 2009). Ap6s a penetracdo, a hifa do fungo é capaz de colonizar inter
e intracelularmente a planta, atingindo o seu sistema vascular, especificamente os vasos do xilema. O
fungo permanece confinado nos vasos até a doenca atingir estddios mais avancados de
desenvolvimento, levando a morte do hospedeiro (DALLA PRIA; SILVA, 2010). Na severidade da
doenca é maior a temperatura de 20 °C e, em condic¢des de campo, o desenvolvimento do patdgeno é
favorecido em temperaturas entre 26° e 28 °C, em solos arenosos, acidos, sob condicGes de estresse
hidrico em solos compactados e com pouca drenagem também podem agravar a severidade da doenca
(SCHWARTZ et al., 2015).

Outra doenga causada pelo género ¢ a “podriddo vermelha da raiz”, considerada uma das
doencas mais severas de soja (G. max) (OLIVEIRA, 2009). A podriddo vermelha da raiz (PVR),
também conhecida como sindrome da morte subita, € uma doenca relativamente nova na cultura da
soja. A doenca atinge varias areas de cultivo de soja no Brasil e outros paises (REIS, 2013). O dano
devido a PVR varia entre 20% e 80%, dependendo do estadio de desenvolvimento da cultura no
momento da infeccdo (FREITAS et al., 2013). Essa doenga foi observada pela primeira vez na safra
1981/82, em Sao Gotardo (MG). A partir da safra 96/97, sua presenca foi verificada desde o Maranhao
ao Rio Grande do Sul, sendo os estados Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias e Minas Gerais 0os mais afetados. A necrose situa-se no tecido cortical, enquanto
0 lenho da raiz adquire uma coloragéo castanho-clara, estendendo-se pelo tecido lenhoso da haste a

varios centimetros acima do nivel do solo (REIS, 2013).



10

15

20

25

30

35

88

Ainda, o género Dactylonectria também é reportado como importante fitopatdgeno de culturas,
¢ conhecido por causar a podriddo “negra da raiz” levando apodrecimento do 6rgdo. A injuria ja foi
descrita em videiras na Espanha por Alvarez-Pérez et al. (2017), em culturas de morango e framboesas
no norte da Alemanha por Weber & Entrop (2017), em culturas de morangos na China por Chen et al.
(2021). Entretanto, no Brasil a podriddo negra da raiz tem sido comumente associada a fungos do
género Scytalidium (SERRA et al. 2009) em cultivares de mandioca pela espécie Rhizoctonia spp. e
em morangueiros pela espécie Pythium spp. (EMBRAPA, 2016). Doencas causadas pelo género
Dactylonectria ndo foram relatadas no Brasil, como evidenciado no experimento.

Além da associacdo ao deterioramento da raiz, o género Dactylonectria foi relacionado a
doenca multifatorial que afeta sistemas continuos de cultivo de macieiras, a acdo do fungo leva a uma
reducdo progressiva do rendimento e das perdas de qualidade em pomares de macieiras adultas
(MANICI et al., 2018). De acordo com Manici et al. (2018) os compostos extracelulares liberados por
Dactylonectria contribuem para a reducdo severa do crescimento das plantas, como observados nas
plantulas de feijao sobre efeito dos isolados Dactylonectria sp. UFMGCB 18288 e Dactylonectria sp.
UFMGCB18283 (Tabela 12, Figura 15, Figura 16 e Figura 17). Apesar de se tratar de fungos do
mesmo género observou-se pequenas variaces entre as replicatas, entretanto, os efeitos foram
majoritariamente negativos sobre 0s vegetais.

As plantulas de P. vulgaris que se desenvolveram sobre a influéncia do isolado Talaromyces
sp. UFMGCB 18293 apresentaram efeito estatisticamente significativo negativo (Figura 15, Figura
16 e Figura 17) sobre o peso seco, comprimento da raiz e do caule em relagcdo ao grupo controle. Este
género ja foi isolado do solo, de plantas, esponjas (poriferos) e culturas alimenticias (ZHAI et al.,
2016). Embora relatado como um género com espécies endémicas no milho, Yang et al. (2020)
descreveu espécies fitopatogénicas nas culturas de milho na China, e, Liu et al (2020), demonstrou que
0 género esta associado a podriddo da raiz do vegetal. Em estudos conduzidos por Goh et al. (2020),
apontam o género como um importante antagonista a fungos fitopatogénicos, quando associado a
consorcios e aplicados a vegetais de interesse agronémico.

O isolado UFMGCB 18278 pertencente ao género Coprinellus causou danos estatisticamente
significativo sobre as plantulas analisadas. Fungos coprinoides, diferenciados pela forma de
crescimento do pileo e presenga ou ndo de veu, entre outras caracteristicas, ocorrem em Varios
substratos, mais frequentes na terra, ou no humus e esterco, na madeira e outros materiais vegetais em
decomposicdo, em gramados, e parasitando outros fungos (SINGER, 1986; GOMES, 2017). Errasti et
al. (2010) constatou fungos do género como endofiticos associados a caules de arvores exoticas

situadas em reservas naturais da Argentina, com importante atividade antioxidante em ensaios in vitro.
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No entanto, o género ainda ndo havia sido descrito como possivel fitopatdgeno de plantas, ainda que
conhecido como um fungo saprébio, conforme constatado no estudo.

N&o obstante, os fitopatdgenos sdo descritos amplamente em todos os territorios estudados,
sabe-se que as epidemias de doencas de plantas sdo os resultados da combinagéo dos elementos: vegetal
hospedeiro suscetivel, patdgeno virulento e condi¢cdes favoraveis de ambiente, ocorrendo por um
periodo suficientemente longo. Esses trés fatores conjuntamente formam o chamado tridngulo de
doencas. O homem pode desempenhar importante papel para o surgimento e desenvolvimento das
epidemias (REIS, 2013). O avanco da fronteira agricola sobre as florestas naturais, o desmatamento, e
0 aquecimento global sdo fatores extremamente importantes para o estabelecimento e surgimento de
novos patégenos. De acordo com dados do IPPC (2021) a temperatura do Brasil poderd aumentar de
3°C a 3,5°C, influenciando o padrdo e intensidade das chuvas. Ito (2013) e Schwartz et al. (2015)
esclarecem que o aumento da temperatura e das chuvas é fator crucial para 0 aumento de severidade e
dispersdo de pragas fungicas, por tanto, estes fatores associados podem impactar negativamente a
producdo de alimento no futuro.

6.5.1. Avaliacdo da recuperacéo dos fungos por meio das plantulas infectadas

Os trés fungos recuperados a partir das plantulas de P. vulgaris infectadas, e, identificados na
Tabela 13, mostraram-se com identificacdo compativel com os isolados inoculados (Tabela 11). Nao
foi possivel identificar todos os fungos, uma vez que o DNA obtido apresentou baixa qualidade.
Salienta-se que a extracdo de DNA dos fungos endofiticos das raizes de S. macrophylla para
identificacdo foi realizado com o kit de extracdo comercial da QIAGEN, e, por isso apresentou uma
qualidade melhor, ao contrério do obtido no isolamento ap6s infeccdo. Contudo, os resultados
apresentados levam a crer que os fungos inoculados foram os responsaveis pelos efeitos observados

nas plantulas, confirmando a eficacia da metodologia empregada.

6.6 Avaliacdo do efeito da inoculacdo de meio liquido fermentado produzido por fungos
endofiticos da raiz de Swietenia macrophylla sobre Glycine max (soja) e Phaseolus vulgaris (feijao)

Os resultados obtidos com a inoculacdo do meio liquido fermentado contendo auxina
demonstrou que o meio de cultivo liquido teve influéncia estatisticamente significativa sobre as
plantulas avaliadas. A partir dos dados exibidos na Figura 21, constata-se que a componente 1
demonstra estar mais associada ao peso seco, comprimento do caule, enquanto a componente 2 a
auxina. O comprimento da raiz denotou dissociado dos dois parametros. As variaveis comprimento do
caule e peso seco foram mais determinantes sobre o conjunto de dados. Como demonstrado na Figura

21 e na Tabela 14 os teores de auxina mostraram ter influéncia apenas sobre as plantulas que tiveram
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dominio dos isolados UFMGCB 18290 e Fusarium sp. UFMGCB 18289 e para o restante, exibiu pouco
ou quase nenhuma influéncia. As concentragfes de auxina quantificadas por esses fungos foram as
maiores entre os fungos os testados. De acordo com Vrabka et al. (2019), a capacidade de produzir
fito-hormonios varia significativamente entre as espécies de Fusarium e tais diferencas impactam
diretamente o vegetal. Em experimento similar Bilal et al. (2018) constatou que o filtrado do meio de
cultivo liquido contendo Fusarium proliferatum foi capaz de melhorar a biomassa, o teor de clorofila
e 0 comprimento da raiz do arroz mutante Waito-C.

O isolado Fusarium sp. UFMGCB 18279 influenciou o crescimento do caule e o ganho de
biomassa seca do feijoeiro, apresentando resultados significativos (Tabela 17). Apesar do ACP
(Figura 21), néo ter demonstrado relagdo com a auxina produzida, os resultados obtidos levam a crer
que o isolado fungico possa ter outras habilidades como producdo giberelina conforme verificado
Mohiddin et al. (2021) em experimento em que testou 119 espécies do género; solubilizacéo de fosfato
conforme descrito por Radhakrishnan et al. (2015), que também contribuiria para o desenvolvimento
do caule e aumento da biomassa seca.

Acredita-se que no processo de fermentacdo no meio de cultura liquido para producdo da
auxina, os fungos do género Talaromyces e Dactylonectria possam ter produzidos exsudados capazes
de acometer o desenvolvimento das plantulas vegetais, como verificado por Schafhauser et al (2016) e
Manici et al. (2018) em estudos que avaliaram a producdo de metabdlitos secundarios toxicos e

exsudados fungicos sobre culturas de macieiras, respectivamente.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho contribuiu para o conhecimento do potencial bioldgico da comunidade de
fungos endofiticos associados a plantas longinquas do fragmento de Mata Atlantica do estado de Minas
Gerais, 0s quais se mostram bons candidatos para usos biotecnoldgicos contra doengas tropicais
negligenciadas e com potencial aplicacdo na agricultura.

Em termos de metabolitos secundarios bioativos, muitos produtos naturais, incluindo aqueles
conhecidos como toxinas microbianas, sdo Uteis como farmacos ou como ferramentas bioquimicas
para investigar processos de doencas. Apesar de espécies de Fusarium e Colletotrichum serem
reconhecidas como fontes de micotoxinas, nossos autores sugerem que aquelas em status ecoldgico
endofitico podem ser consideradas promissoras “fabricas” eucaridticas de metabolitos bioativos, em
especial contra DTNs. Além disso, os metabdlitos bioativos caracterizados podem ser (teis como
moléculas prototipos para o desenho de derivados mais eficazes que possam servir como lideres de
drogas para novos agentes quimioterapicos no tratamento da tripanossomiase, leishmaniose e da
malaria. Além disso, os fungos endofiticos das plantas longiquas também foram capazes de produzir
metabdlitos de interesse na agricultura, seja pela sua atividade herbicida ou pela capacidade de
estimular o desenvolvimento de plantulas de interesse econémico. Contudo, mais trabalhos sdo
necessarios para a utilizacdo desses fungos com agentes controles de ervas daninhas ou para estimular
o0 crescimento vegetal. Por fim, os resultados dessa tese também demonstraram que alguns fungos
presentes em equilibrio na raiz de S. macrophylla foram capazes de causar efeitos negativos em
plantulas de feijdo e soja in vivo, o qua chama a atencdo para a nao devastacao de ecossistemas naturais,
incluindo plantas nativas que possuem uma comunidade endofitica em equilibrio em seus tecidos,
incluindo potenciais fitopatdgenos. Caso essas plantas sejam destruidas, esses fungos fitopatogénicos
em equilibrio podem ser liberados no meio ambiente e encontrar novos hospedeiros sem bareiras

necessarias para seu controle, incluindo plantas hospedeiras de interesse econdémico.
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9. APENDICES
APENDICE A- Coletas vegetais.

Tabela 15. Localizacao geografica dos espécimes vegetais.

Longitude (W) Latitude (S)

Vegetal Cddigo da Amostra
GSM

Swietenia macrophylla 2 MAF 42°37°51.31” 19°45°45.65”
Swietenia macrophylla MMF 42°37°52” 19°45°46”
Joannesia princeps 2 CAF 42°37°24” 19°45°56”
Joannesia princeps ° CMF 42°37°52” 19°45°46”
Lecythis pisonis ? SAF 42°38°09” 19°45°21”
Lecythis pisonis ° SMF 42°37°52” 19°45°46”

Legenda: a:adulto; b: muda.

Fonte: Elaborado pela autora.

APENDICE B- Testes estatisticos efetuados para as plantulas com fungos inoculados.

Tabela 16.Valores de p obtidos no teste T para os parametros do desenvolvimento biologico das
plantulas de Phaseolus vulgaris.

b\/alores de p
'UFMGCB  #Taxonproposto  pesgseco  Comprimento  Comprimento do

(9) da raiz (mm) caule (mm)
18288 DaCty'S%”eCt”a 0,13 0,049 0,076
18285 DactyLopnectria i i i
18278 Coprinelilus sp. 0,46 0,127 0,972
18283 DaCtyL%”ec”ia 0,16 0,269 0,086
18293 Talarom);ces Sp. 0,44 0,292 0,216
18279 Fusarium sp. - - -
18290 * - - -
18289 Fusarium sp. - - -

Legenda: UFMGCB: Colecdo de micro-organismos e células da Universidade Federal de Minas Gerais; ¥Taxon
submetido a analise filogenética baseada na regifo ITS1-5.8S-1TS2; *Valor de P: considerando a: 0,05; (-): Quando n&o foi
possivel calcular o valor; (*) ndo identificado.

Fonte: Elaborado pela autora.
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10 Tabela 17. Valores de p obtidos no teste T para 0s parametros do desenvolvimento biolégico das
plantulas de Glycine max.

bValores de p

IUFMGCB *Taxon - -
proposto Comprimento  Comprimento
Peso seco () :
da raiz (mm) do caule (mm)
18288 DaCty'S%”eCt”a 0,10 0,22 0,063
18285 DaCty'S%”ec”'a 0,01 0,17 0,06
18278 Coprinellus sp. 0,37 0,59 0,7
18283 DaCty'S‘;”eCt”a 0,53 0,17 0,45
18293 Ta'ag%myces 0,35 0,50 0,13
18279 Fusarium sp. - - .
18290 * - - -
18289 Fusarium sp. - - .

Legenda: 'UFMGCB: Colegdo de micro-organismos e células da Universidade Federal de Minas Gerais; Taxon
submetido a analise filogenética baseada na regifo 1TS1-5.85-1TS2; ®Valor de P: considerando o: 0,05; (-): Quando
ndo foi possivel calcular o valor; (*) ndo identificado.
15  Fonte: Elaborado pela autora.



5 APENDICE C- Testes estatisticos efetuados para as plantulas sob influéncia do meio liquido fermentado contendo auxina.

Tabela 18. Valores de p obtidos no teste T para os parametros do desenvolvimento bioldgico das plantulas de Phaseolus vulgaris.

2\/alores de p

aTaxon
‘UFMGCB proposto Comprimento da raiz Comprimento do caule
Peso seco (g) (mm) (mm)

Dactylonectria

18288 sp. 0,039 0,80 -
Dactylonectria

18285 sp. 0,26 0,33 0,05

18278 Coprinellus sp. 0,66 0,06 0,30
Dactylonectria

18283 sp. 0,34 0,94 0,18
Talaromyces

18293 sp. 0,3 0,86 0,55

18279 Fusarium sp. 0,68 0,01 0,44

18290 * 0,33 0,00 0,15

18289 Fusarium sp. 0,90 0,39 0,60

114

Legenda: 'UFMGCB: Colegéo de micro-organismos e células da Universidade Federal de Minas Gerais; *Taxon submetido a analise filogenética baseada na regido 1TS1-5.8S-

ITS2; "Valor de P: considerando a: 0,05; (-): Quando n&o foi possivel calcular o valor; (*) ndo identificado.

10
Fonte: Elaborado pela autora.
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10
Tabela 19. Valores de p obtidos no teste T para os parametros do desenvolvimento biol6gico das plantulas de Glycine max.

b\Valores de p

'UFMGCB #Taxon proposto Comprimento da raiz

Peso seco (9) Comprimento do caule (mm)

(mm)
18288 Dactylonectria sp. 0,18 0,49 0,52
18285 Dactylonectria sp. 0,03 0,34 0,26
18278 Coprinellus sp. 0,28 0,36 0,07
18283 Dactylonectria sp. 0,35 0,85 0,10
18293 Talaromyces sp. 0,31 0,001 -
18279 Fusarium sp. - - -
18290 * - - -
18289 Fusarium sp. - - -

Legenda: 'UFMGCB: Colegéo de micro-organismos e células da Universidade Federal de Minas Gerais; *Taxon submetido a anélise filogenética baseada na regido 1TS1-5.8S-
ITS2; ®Valor de P: considerando a: 0,05; (-): Quando n&o foi possivel calcular o valor; (*) ndo identificado.
Fonte: Elaborado pela autora.

15
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APENDICE D- Ensaio colorimétrico da Auxina.

Curva de calibracdo para auxina
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Figura 23. Curva de calibragcdo com auxina.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 24. Diluicéo seriada contendo hormdnio auxina.

Fonte: Elaborado pela autora.
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10. ANEXOS

Chapter 10
Association of Endophytic Fungi
with Ancient Neotropical Plants

Marina Bahia and Luiz Henrique Rosa

Abstract The Neotropical region has the largest diversity of plants in the world
and includes seven of the 35 biodiversity hotspots present on the planet. It is still
unclear what factors are related to this region’s high biodiversity. Only few plants in
this region have been studied so far for their associated endophytic fungi diversity.
Neotropical plant species with slow growth are known as centennial plants and con-
tain an interesting and promising natural reservoir of endophytic fungi that are still
unexplored. In addition, questions regarding the ecology, evolution, genetics, and
biotechnological applications of endophytic fungi associated with centennial plants
still remain unaddressed. Thus, this chapter aims to discuss the endophytic fungi
diversity of centennial plants in the Neotropical region.

Keywords Endophytic fungi - Neotropics - Centennial trees

10.1 Introduction

10.1.1 Neotropical Plants and Their Endophytic
Fungal Assemblages

The Neotropical region includes Central America, the Caribbean, and South
America. Although some parts of South America are not tropical, but the entire
region is included in the Neotropical region by definition. The different Neotropical
biomes are recognized for having the greatest diversity of plants in the world
(Tundisi et al. 2008), which includes seven of the 35 biodiversity hotspots on the
planet (Mittermeier et al. 2011). For this reason, the Neotropical biomes have
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attracted the attention of researchers in different domains. For instance, the species
present in this region have not been studied yet in terms of diversity, ecology, evo-
lutionary history, preservation, and biotechnology (Tinoco et al. 2015). The recog-
nized Neotropical biomes include the tropical Amazon and Atlantic forests, high
Andean meadows (Paramos, Puna and Jalca), Pampas, seasonally dry forests,
Savannas and Campos Rupestres, Chaco deserts, and Pantanal (Lima et al. 2018).

The underlying factors related to the history of the South and Central American
continent, which would have influenced the origin of such a huge biodiversity, are
still debatable (Ribas et al. 2018). The theory of forest refuges that is considered as
an important paradigm regarding the mechanisms and patterns of distribution of
flora and fauna in Neotropical America was the first to try to relate the history of the
South American continent to the origin of its biological diversity. However, the facts
and events concerning the refuge theory are centred towards the field of spatial pro-
jections of Quaternary climatic fluctuations (Ab™ Saber 1992). The Quaternary
period, which includes the Pleistocene and the Holocene, is characterized as a
period of great climatic fluctuations with long time periods of very low tempera-
tures (glaciations) interspersed with warmer periods, such as the current period
(Salgado-Labouriau 1994). The relative speed with which the Quaternary climatic
fluctuations unfolded and the changes that took place in geoecological structure had
important implications on the distribution of flora and fauna in the intertropical
regions at various levels, including the mosaic of lowland vegetation, and the veg-
etation at different altitude ranges, mountain massifs, and blocks (Ab’ Sdber 1992).
From a phytogeographic point of view, this period depicts such behaviour due to the
occurrence of various transformations in palaesovegetation that took place in differ-
ent places, for instance, in the passage from glacial to interglacial stages and vice
versa. These transformations added to the previously existing landscapes, filling old
geoecological space and leading to a noticeable decrease in the available space for
the survival of old regional stocks of vegetation (Ab” Saber 1992).

However, detailed information about this process can be elucidated through the
use of molecular data to unravel the phylogenetic and phylogeographic relation-
ships (Ribas et al. 2018). The association of these results with the morphological
and geographic variations of different organisms has led to the recent changes
observed in the way the studies for understanding the patterns of diversification and
biogeographic history have been carried out, mainly with the development of new
methodological approaches, such as molecular biology. These studies have helped
to further unveil the mechanisms that control the generation of biodiversity and,
consequently, allowed to better understand the origin of patterns that are being rap-
idly de-characterized by the destruction of the Neotropical biomes (Ribasetal. 2018).

Despite the important status of Neotropical biomes, deforestation has a long his-
tory in this territory, mainly in the hotspot areas, where high annual species loss
rates have been recorded over the years (Achard et al. 2002). An appropriate exam-
ple of a threatened Neotropical biome is the Atlantic Forest, in which only 12.4% of
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the forest that originally existed remains, and the remaining 80% is included in
private areas (INPE 2019).

Although there is a high diversity of plant species in the Neotropics, only a few
species have been studied in relation with their community of endophytic fungi
(Arnold and Lutzoni 2007). Frohlich and Hyde (1999) and Arnold and Lutzoni
(2007) proposed that on the planet, the diversity of endophytic fungi is greatly dis-
tributed in tropical forests than in other regions. mainly due to the richness of
endemic plants, phytogeographic variety, and high rainfall rates, all of which
increase the spread of fungal propagules facilitating the horizontal transmission
(Slippers and Wingfield 2007). It is believed that the vast majority of endophytic
fungi have not been described yet in different tissues of tropical trees (Amold et al.
2001). Typically, hundreds of endophytic species can be isolated from a single plant
(Orlandelli et al. 2012; Rhoden et al. 2012). However, information on the selectivity
of endophytic fungi in relation to a specific host is limited. Bayman et al. (1998)
carried out a study with centennial tropical trees and found no specificity of fungal
species in different plant tissues. However, there are endophytic fungi that were
shown to have a preference for a genus or family of a certain plant, as indicated in
the study conducted by Bose (1947), who reported that the endophytic fungus
Phomopsis casuariane is abundant only in the plant species of the genus Casuarina.

In general, endophytic fungi from centennial plants have been poorly studied.
Issues regarding their ecology. evolution, genetics, and biotechnological applica-
tions are also poorly understood. Arnold and Lutzoni (2007) stipulated some ques-
tions regarding the relationship between endophytic fungi and centennial plants that
are as follows:

l. How many fungal species are capable to form endophytic associations with a
given host?

How specialized is the fungus with regard to the host plant?

Are the symbionts restricted to a specific host and geographic range?

Are these microorganisms related to the resilience and longevity of their
host plants?

W

=

Strobel and Daisy (2003) proposed that the relationship between the endophytes
and their host plants evolved hundreds of millions of years ago at the same time
when the higher plants first appeared on Earth. The horizontal transfer of genetic
material between distant organisms is considered to play an important role in the
evolution of prokaryotes and eukaryotes, which may also have occurred in relation
to fungi (Schmitt and Lumbsch 2009). Evidences of plants associated with microor-
ganisms have been discovered from fossilized stem and leaf tissues. As a result of
this long relationship, it is possible to imagine that some of these endophytes might
have developed genetic systems that allow the transfer of genetic information
between themselves and the host plants (Strobel and Daisy 2003).
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10.2 Neotropical Centennial Plants and Their
Endophytic Fungi

Some of the previous studies have shown that the geographic location of the plants
and the age of the leaves directly influence the density of infection by the endo-
phytes in the tropical forests (Azevedo 1998). However, according to Arnold and
Herre (2003), the ecological factors underlying these observations have been poorly
characterized so far. A significant proportion of tropical plants are centuries old.
These trees are slow growing. and they take a lot of time to produce their woody
tissue at a high density. Plant ontogeny can be divided into periods or stages based
on the increase and extinction of reproductive function, and on certain juvenile and
adult characteristics, which are distinguished by the pre-reproductive (juvenile),
reproductive (adult), and post-reproductive periods (senile) (Gatsuk et al. 1980).
However, a more detailed division of the ontogenetic sequences can be achieved
using the information regarding the process of formation and development of plant
structures, their changes, and death as well as the correlation of these processes in
an organism. Senile plants have no fruits, and the signs of senescence are more evi-
dent in them (Gatsuk et al. 1980). Table 10.1 shows the assemblages of endophytic
fungi associated with the centennial plants.

From the data presented in Table 10.1, it can be seen that there is a high propor-
tion of studies on endophytic fungi in centennial trees in the Amazon. The Amazon
biome is one of the largest in the Neotropical region, which includes Brazil, Peru,
Bolivia, Colombia, Ecuador, and Venezuela. Despite the immensity, the concern
with regard to the in situ genetic conservation of tree species in this region has been
growing due to the constant advances in the agricultural front, burning, and defor-
estation (Ferreira et al. 2005). Carapa is an example of a centennial plant that hosts
endophytic fungi in this biome. Copaifera langsdorffii (Fig. 10.1) has been shown
to harbour endophytic fungi of the genus Diaporthe (Carvalho et al. 2018). Similarly,
Vellozia gingantea (Fig. 10.2) that inhabits another biome, the Rupestrian grassland
has been shown host to the same genus of fungi. Moreover, Diaporthe miriciae
extracts showed antifungal, antibacterial, and antimalarial activities (Ferreira et al.
2017b). This genus includes pathogenic, endophytic, and saprobic species, with
wide distribution in temperate and tropical regions. Although Diaporthe species
have been distinguished mainly based on host association in the past, studies have
confirmed several taxa with wide host ranges, suggesting that they move freely
between different hosts, often co-colonizing the diseased or dead tissues, while
some species are known for their host specificity. Because of its importance as a
plant pathogen, the genus was thoroughly investigated for its secondary metabo-
lites, aiming at the discovery of new bioactive natural products, but this information
was never compiled properly (Chepkirui and Stadler 2017).

Hevea brasiliensis (rubber tree) (Table 10.1) is among one of the most studied
trees in this biome for its endophytic biology, mainly due to its high economic value
and its ability to produce latex, which is used in the industry for the manufacture of
tyres, products for medical use, paramedics, stickers, and shoes. It has also been
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Fig. 10.1 Picture of the centennial tree Copaifera langsdorffii living in the Amazon forest,
Roraima State, Brazil. (Photo: C.R. Carvalho)

widely used in the transport and war product industries as a raw material, as it
exhibits good insulating properties and impermeability to both air and water
(Malmonge et al. 2009). Bertholletia excelsa, commonly known as Brazil nut tree,
is among the tallest trees in this forest region. Its fruits, popularly known as Brazil
nuts, are one of the main products that are collected and sold by the extractivists.
They form a significant part of the nuts, which are harvested and exported to devel-
oped countries, and they are added to ice creams, chocolates, and other deserts. Due
to its significance in local and regional economies, B. excelsa is protected by the
law, and thus, the cutting and sale of Brazil nuts have been banned since 1987; how-
ever, deforestation of B. Excelsa still persists (Angelo et al. 2013).

Usually, the part of the plant mostly used for fungal isolation is the leaf. According
to Arnold and Lutzoni (2007), leaves represent the most dynamic interface between
the plants and the environment, and the fungi that inhabit these biologically active
tissues share characteristics that allow them to grow and persist in an environment
that is undergoing constant biochemical changes. Endophytic fungi that were iso-
lated from the centenary plants have been shown to contribute to their development
and resilience. For instance, Trichoderma harzianum, which was isolated from
H. brasiliensis, contributes to the promotion of the plant growth and acts in the
control of phytopathogens (Pomella and Ribeiro 2009). According to the in vitro
research conducted by Altomare et al. (1999), the plant growth promoted by T.
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Fig. 10.2 Picture of the centennial tree Vellozia gigantea living in the Serra do Cip6 National Park
(Rupestrian grassland), Minas Gerais State, Brazil. (Photo: L.H. Rosa)

harzianu is mainly due to its ability to solubilize important nutrients for the plant.
According to Baugh and Escobar (2007), the action of Trichoderma spp. as a growth
stimulator is complex and is carried out by interactions with biochemical factors
and by the production of several enzymes and beneficial substances. The fungal spe-
cies Penicillium excelsum that was isolated from different B. excelsa tissues pro-
duces kojic acid, which is used in the cosmetics industry (Taniwaki et al. 2012).
Despite the importance of endophytic fungi, very little is known about their ecologi-
cal and evolutionary relationships as well as their importance in the Neotropical
centennial trees.

10.3 Co-evolution Between Endophytic Fungi and Hosts

Although the knowledge regarding the ecology, life history, and phylogeny of endo-
phytic fungi has been rapidly acquired in the past two decades, basic questions
revolving around the evolutionary origin, speciation, and ecological role of endo-
phytes remain largely unanswered. Key elements for the evolution of the lifestyle of
endophytic fungi are more complex and involve interactions between species and
multidirectional flows, which are influenced by casual events, such as abiotic and
biotic environmental conditions, which drive the life history of fungi in co-evolution
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with host plants (Saikkonen et al. 2004). The co-evolution of plants and fungi seems
to be the key factor for shaping the diversity in plants, and by far, the entire terres-
trial ecosystem. Therefore, further research is needed to unravel this phenomenon.
By integrating genotypes at the broadest phylogenetic scales, mycologists and bota-
nists are trying to examine the recent as well as the historical features of important
symbiotic systems in order to develop modern co-evolutionary models (Arnold
et al. 2001).

Saikkonen et al. (2010) demonstrated that the genetic incompatibilities, maternal
effects, and loss of infections commonly occur in the plant-endophyte interactions,
and this may partially explain the differences detected in the infection frequencies
and genetic structures among the natural plant populations (Lacap et al. 2003). For
example. seeds produced by crossbreeding must possess a high frequency of incom-
patibilities between the fungus and the grass, and therefore, pioneer grass popula-
tions that exhibit a large proportion of newly established individuals must have low
frequencies of infection than the old populations. Thus, the high frequency of
grasses infected with endophytes is detected in the meadows compared to the sandy
banks of rivers, which further support this view (Carroll 1995). Meadows are con-
sidered as more stable and fertile environments, where the grass populations are
well established due to clonal propagation (Carroll 1995; Arnold et al. 2001). In
addition, it has been reported that the maternal environment can strongly affect the
inflorescence in grasses with a time delay, and therefore, can also affect the disper-
sion and competitive capacity of the plants that are infected with endophytic fungi.
As predicted by the theory of co-evolution of the geographic mosaic (Thompson
2005), plant-endophyte interactions seem to occur in the hot and cold points of
selective pressures in an ecosystem. Co-evolution is a crucial process in the organi-
zation of the biodiversity, mainly because it is flexible and conservative at the same
time, and thus can shape the interspecies interactions in an environment undergoing
constant changes (Thompson 2005).

Consequently, fungi provide selective advantages to the host in distinct environ-
ments (Arnold et al. 2001) that are occupied by the most suitable fungus-plant geno-
types in a local population. For example, the plant hormones such as gibberellins
(GA) and auxins, including indolacetic acid (IAA), are also produced by the endo-
phytic fungi (Khan et al. 2009; Wagqas et al. 2012). However, this metabolomic
potential has not been explored yet (Khan et al. 2015). The endophytic fungi can
also control the responses to environmental changes, conditions in which they trig-
ger specific biochemical, physiological, and morphological responses (Rodriguez
et al. 2012). In a study conducted by Wagqas et al. (2012), the researchers isolated
and identified the phytohormone-producing endophytic fungi, which improved the
growth of the studied plant and increased its salinity tolerance. However, the under-
lying mechanism of the effect of phytohormones produced by the endophytic fungi
is still poorly understood (Arnold and Lutzoni 2007). Similar studies in the context
of endophytic fungi and centennial plants have not been executed yet. Moreover, in
nature, the established endophytic and host plant combinations represent only a
fraction of genetic variations available in different populations in nature. The genetic
trait variations are important for the interaction between the plants and the fungal
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species, thus promoting Darwin’s first law of evolution by natural selection. Studies
examining the relationship between the genotype of the host plant and its symbiotic
expression revealed that the individual isolates of some fungal species can exhibit
both parasitic and mutualistic lifestyles, majorly depending on the genotype of the
colonized host (Redman et al. 2001; Unterseher and Schnittler 2010). Thus, the
plant-fungus interaction must be considered as a flexible interaction, whose fate is
determined based on the differences in the expression of fungal genes in response to
the host or vice versa (Aly et al. 2011).

According to Schardl et al. (1991) and Saikkonen et al. (2002), the endophytes
that are transmitted vertically grow inside the seeds, and are more likely to be mutu-
alistic. However, the ones that are transmitted horizontally through the spores tend
to be more antagonistic to the host. In addition, when leaf ageing or senescence
occurs, endophytes can become pathogenic and more widespread, which makes
them cause external infections (Saikkonen et al. 2002).

10.4 Conclusion

The key questions that are still unaddressed regarding the relationship between the
endophytic fungi and the centennial plants are as follows: (i) how do the plant-
endophyte interaction processes relate to their co-evolutionary patterns, and (ii)
how do the host and the fungal endophyte phenotypes respond together or sepa-
rately to the changing environments. In order to address these questions, a more
comprehensive understanding of the genetic basis and phenotypic plasticity of the
plant fungus characteristics is required. Therefore, the application of controlled
combinations of fungal genotypes onto the plants in different environmental condi-
tions is required for future studies. Finally. this work may contribute towards a bet-
ter understanding of the endophyte-plant interactions, and also to open new
perspectives on the biotechnological potential of endophytic microorganisms in the
Neotropics that are practically unexplored in this field.
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