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RESUMO

Fungos endofiticos habitam o interior de vegetais, de forma assintomatica, estabelecendo uma
relagdo mutualistica com o hospedeiro. Tém-se verificado que este grupo de microrganismos
produz metabdlitos com atividade biologica de grande relevancia para a biotecnologia. O
objetivo deste estudo foi promover uma revisdo cienciométrica da produgdo cientifica global
sobre atividade biolégica em fungos endofiticos e prospectar essas propriedades em fungos
endofiticos associados a folhas de Palicourea rigida Kunth. Conhecida popularmente como
“bate-caixa”, “gritadeira” ou “douraddo”, essa planta nativa do Cerrado ¢ considerada medicinal,
por ser utilizada popularmente no tratamento de desordens urinarias, do sistema reprodutor
feminino e inflamagdes. A partir de uma busca na plataforma Web of Science, considerando-se
os termos (Fung* AND Endophytic) AND (Bioprospecting OR Bio-prospecting OR Prospecting
OR Bioactivit* OR “Biological Activit*”) no titulo, resumo ou palavras-chave, no intervalo
temporal de 1997 a 2019, foram encontrados 458 trabalhos cientificos que atenderam aos
critérios de busca. A maior producao ocorreu em 2018 (70 artigos) e a maior média de citagdes
por ano ocorreu em 2006 (156 citagdes/artigo). O periddico mais frequente foi Marine Drugs (16
publicagdes) e o de maior indice H (13) foi encontrado no European Journal of Organic
Chemistry. A maior quantidade de publicagdo estd na area de Microbiologia (52 artigos). A
palavra-chave mais frequente foi “natural-products” (citada 95 vezes). Os autores mais
frequentes foram Barbara Schulz e Siergfried Draeger (16 artigos cada), ambos da Universidade
de Tecnologia de Braunschweig na Alemanha. Considerando-se a filiagao de autores e coautores,
a China foi o pais mais frequente a sediar pesquisas, citada em 412 artigos, seguida do Brasil
(189 artigos) e da India (160 artigos). A maioria dos bioensaios ocorreu a partir de 2014, sendo
2018 o ano com o maior nimero de registros (81 ensaios). Quase metade dos artigos (43%)
comprovaram propriedades antimicrobianas, 29% comprovaram propriedades antitumorais, 9%
comprovaram propriedades enzimaticas, 8% comprovaram propriedades antioxidantes, e 11%
outras atividades. A distribui¢do temporal dos artigos apresentou aumento a partir da década de
2000. No que diz respeito ao componente experimental da dissertagdo, foram isolados quatro
fungos endofiticos (Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales
SXS651 e Diaporthe sp. SXS652) das folhas de trés espécimes de P. rigida, selecionados na
Reserva Ecolégica da Universidade Estadual de Goids (REC-UEG), para ensaios de
bioprospeccao da atividade bioldgica. Dentre os metabdlitos secundarios, verificou-se a presenca
de fenois e flavonoides em todos os cultivos, além da produgdo das enzimas amilases, celulases,
proteases e tanases. Assim, foi detectado teores menores e moderados de atividade antioxidante
nos isolados Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp., Botryosphaeriales e Diaporthe sp., o
correspondente a 5,6804; 22,4748; 11,8528; 27,4803 mg.mL'l, respectivamente, quando se
avaliou o sequestro de radicais livres (DPPH) e 8,0917; 47,0602; 0; 32,2691 mol Fe*".mg™,
respectivamente, quando se considerou a reduc¢do de sulfato ferroso (FRAP). O isolado
Botryosphaeriales apresentou uma concentragdo minima inibitéria (CMI) de 23,20 mg.mL"!
contra Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa; Diaporthe sp. apresentou CMI
de 27,00 mg.mL! contra Escherichia coli. Na avaliacdo antitumoral, Colletotrichum sp.
apresentou inibicio de tumores em discos de batata em 69% na concentragio 9,70 mg.mL!. Na
verificacdo da biorremediacdo em solo contaminado com o6leo de soja, todos os isolados se
mostraram eficientes no tratamento ao induzir redu¢do da fitotoxicidade acima de 20% de
Lactuca sativa. Na avaliacdo da toxicidade preliminar, todos os isolados apresentaram alta
toxicidade (CLso <100 mg.mL™') ao microcrusticeo Artemia salina. No antagonismo em placa,
todos os isolados inibiram os fungos fitopatogénicos Aspergillus niger, Inonotus rickii,
Pestalotiopsis mangiferae e Coniophora puteana, com porcentagens entre 34,17 e 76,93%. Os
resultados obtidos revelam que os fungos endofiticos estudados sdo promissores candidatos para
serem empregados em processos biotecnoldgicos, como agentes terapéuticos; em processos de
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biorremediagdo de solos; e na agricultura para o controle bioldgico de fungos fitopatogénicos.
No entanto, sdo necessarios novos ensaios verificando a toxicidade.

Palavras-chave: simbiose; produtos naturais; indicadores cienciométricos; savana brasileira;
“bate-caixa”’; biotecnologia.
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ABSTRACT

Endophytic fungi inhabit the interior of vegetables, asymptomatically, establishing a mutualistic
relationship with the host. It has been verified that this group of microorganisms produces metabolites
and enzymes with great biological activity produced for biotechnology. The objective of this work
was to promote a review of this global scientific on the biological activity in endophytic fungi and to
prospect these properties in endophytic fungi associated with Palicourea rigida Kunth leaves.
Popularly known as “bate-caixa”, “gritadeira” or “douradao”, this native plant from the Cerrado is
considered medicinal, as it is popularly used to treat urinary disorders, female reproductive system
and inflammation. From a search on the Web of Science platform, considering the terms (Fung*
AND Endophytic) AND (Bioprospection OR Bio-prospection OR Prospecting OR Bioactivit* OR
“Biological Activit*”) in the title, abstract or keywords, in the interval from 1997 to 2019, 458
scientific papers were found that meet the search criteria. The highest production occurred in 2018
(70 articles) and the highest average of citations per year occurred in 2006 (156 citations/article). The
most frequent journal for Marine Drugs (16 publications) and the one with the highest H index (13)
was found in the European Journal of Organic Chemistry. The largest amount of publication is in the
area of Microbiology (52 articles). The most frequent keyword for natural products (cited 95 times).
The most frequent authors were Barbara Schulz and Siergfried Draeger (16 articles each), both from
the Braunschweig University of Technology in Germany. The affiliation of authors and co-authors is
thought, China was the most frequent country to host research, cited in 412 articles, followed by
Brazil (189 articles) and India (160 articles). Most of the bioassays took place in 2014, with 2018
being the year with the highest number of records (81 trials). Almost half of the articles (43%) proved
antimicrobial properties, 29% proved anti-tumor properties, 9% proved enzymatic properties, 8%
proved antioxidant properties, and 11% other activities. The temporal distribution of articles
increased since the 2000s. With regard to the experimental component of the dissertation, there were
four endophytic fungi, Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales
SXS651 and Diaporthe sp. SXS652, from the leaves of three specimens of P. rigida, selected at the
Ecological Reserve of the State University of Goids (REC-UEG), for bioprospecting assays of
biological activity. Among the secondary metabolites, the presence of phenols and flavonoids was
found in all crops, in addition to the production of the enzymes amylases, cellulases, proteases and
tanases. Thus, lower and moderate levels of antioxidant were detected by asking Colletotrichum sp.,
Pestalotiopsis sp., Botryosphaeriales and Diaporthe sp., corresponding to 5.6804; 22.4748; 11.8528;
27.4803 mg.mL", respectively, when free radical scavenging (DPPH) and 8.0917; 47.0602; 0;
32.2691 mol Fe*".mg™, respectively, when a reduction of ferrous sulfate (FRAP) is considered. The
Botryosphaeriales isolate has a minimum inhibitory concentration (IMC) of 23.20 mg.mL"" against
Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa; Diaporthe sp. 27.00 mg.mL™"' IMC
against Escherichia coli. In the antitumor evaluation, Colletotrichum sp. presents 69% inhibition of
tumors in potato discs at the concentration of 9.70 mg.mL™". In the verification of bioremediation in
soil contaminated with soybean oil, all isolates proved to be efficient in the treatment by inducing a
reduction in phytotoxicity above 20% of Lactuca sativa. In the preliminary toxicity evaluation, all
aggregates with high toxicity (LCso <100 mg.mL™) to the microcrustacean Artemia salina. Without
plaque antagonism, all those present inhibited phytopathogenic fungi Aspergillus niger, Inonotus
rickii, Pestalotiopsis mangiferae and Coniophora puteana, with percentages between 34.17 to
76.93%. The results obtained reveal that the studied endophytic fungi are promising candidates to be
used in biotechnological processes, as therapeutic agents; in soil bioremediation processes; and in
agriculture for the biological control of phytopathogenic fungi. However, further tests are needed to
verify toxicity.

Keywords: symbiosis; natural products; scientometric indicators; brazilian savanna; “bate-caixa”,
biotechnology.
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INTRODUCAO GERAL

Fungos endofiticos existem diversamente em tecidos saudaveis de plantas, incluindo
raizes, caule e folhas, sendo fundamentais nos microecossistemas vegetais (Faeth & Fagan,
2002). A existéncia de enddfitos ao longo da evolucao de suas hospedeiras aponta uma relagao
intricada, e especial também, pois esta simbiose influencia a produgao de produtos metabolicos,
afetando a qualidade e quantidade de drogas derivadas de plantas medicinais (Jia et al., 2016).
Além da troca metabodlica, os fungos endofiticos conferem em suas plantas hospedeiras
crescimento, fortalecimento a estresses bidticos e abidticos, aumentando aptidao no ambiente
(Kumar & Kaushik, 2012). Compreender e explorar essas relagdes proporciona a produgao de
moléculas de interesse farmacologico mais eficientes (Rodriguez et al., 2009).

O Cerrado brasileiro apresenta uma infinidade de plantas medicinais, no entanto,
existem poucos estudos evidenciando produtos naturais de seus fungos endofiticos. Isso mostra
que existem compostos desconhecidos que sdo fontes de bioatividade e outros ja relatados na
literatura (Noriler et al., 2018). A colonizacdo dos endofitos, principalmente em ambientes
tropicais, ndo ocorre de forma acidental, mas pela quimiotaxia, sendo produtos quimicos
especificos da planta hospedeira. Essas hospedeiras produzem metabolitos secundarios como
mecanismos de resisténcia a patogenos, e para quebrar essas barreiras, os fungos endofiticos
secretam enzimas de desintoxicagdo, como por exemplo celulase, protease, xilanase, para
decompor esses metabolitos antes que penetrem nos sistemas de defesa das plantas. Se ndo
houver esse mecanismo, os metabdlitos secundarios se tornam obstaculos para a colonizagao
endofitica (Sieber, 2007).

Desde 2000, ficou evidente que todas as plantas sdo habitadas por microrganismos
endofiticos, e que eles sdo capazes de produzir metabolitos iguais ou semelhantes aos de suas
plantas hospedeiras, incentivando pesquisas por endofitos com potencial aplicacdo nas
industrias farmacéuticas, agrondmica, quimica e alimenticia (Nicoletti & Fiorentino, 2015).
Verificamos que ndo ha na literatura isolamento e bioprospec¢ao da micobiota endofitica da
espécie medicinal do Cerrado Palicourea rigida Kunth. As principais substancias bioativas em
P. rigida encontradas em suas folhas sdo fenois (Lima Neto et al., 2015), flavonoides,
triterpenos, alcaloides e peptideos apontando as atividades antioxidante e citotoxicas (Rosa et
al., 2010), assim, investigamos a interagdo metabolica e bioatividade em seus fungos
endofiticos.

A exploragdo de substratos naturais de microrganismos ¢ uma estratégia das industrias

biotecnoldgicas para a descoberta de novas moléculas uteis para a composicao de seus
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processos (Rana et al., 2019). Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo promover
uma revisao cienciométrica da produgao cientifica global sobre a atividade bioldgica em fungos
endofiticos, visto que nao existem métricas que avaliam essas tendéncias de publicagoes, além
de verificar atividades bioldgicas em fungos endofiticos de folhas de P. rigida, rastreando seus
compostos com potencial enzimdtico, antioxidante, antimicrobiano, antitumoral,

biorremediativo, antagonistico e toxicidade preliminar.

PRIMEIRA PARTE
FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 O Cerrado brasileiro e suas plantas medicinais

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil em extensdo, sendo superado apenas pela
Floresta Amazonica. Estd dominante no Brasil central, e ocupava aproximadamente 2 milhdes
de km?, representando cerca de 25% do territério do pais, em 2006 (Maroni, Di Stasi &
Machado, 2006). No entanto, estudos do Instituto de Pesquisa Ambiental da Amazonia (Ipam)
apontou que de 2000 a 2015, o Cerrado perdeu 236 mil km?, sendo reduzido a 20% (Agéncia
Brasil, 2018). J4 em 2019, foram desmatados 6.483 km? do Cerrado, com uma reducio de 2%
frente ao desmatamento de 2018, com 6.634 km? (Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais,
2020). Possui clima tropical sazonal, cujo periodo seco compreende os meses de abril a
setembro, e o chuvoso de outubro a margo (Barbosa, 2017). Este bioma é composto por uma
cobertura vegetal ndo uniforme, formando um mosaico vegetacional, onde estdo presentes
fitofisionomias com formacdes do tipo savana, que se subclassificam em cerraddo, cerrado
stricto sensu, campo sujo e campo limpo, intercalados por matas de galeria, florestas
estacionais, campos rupestres e veredas de buritis (Ribeiro & Walter, 2008).

A flora ¢ muito rica, com inimeras espécies sendo utilizadas pelo homem, para fins
alimenticio, condimentar, corticeiro, apicola, té€xtil, medicinal, dentre outros (Maroni, Di Stasi
& Machado, 2006). Existem mais de 12 mil espécies de plantas, em que mais de 11 mil engloba
a flora vascular nativa, entretanto, pela grande diversidade e ocupagdo humana exacerbada,
mais de 50% da vegetacdo natural foi transformada em paisagens antropizadas (Resende &
Guimaraes, 2007). Atualmente, apenas 8,21% da sua area total estd sob protec¢ao (Santos et al.,
2020a).

Boa parte dessa biodiversidade vegetal ¢ composta por flora medicinal e, portanto,

muitos estudos defendem a preservacdo das espécies e recuperagdo das areas. Podem ser
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utilizadas cascas, raizes, frutos e folhas dessas espécies (Aquino & Oliveira, 2006). A
identificacdo de espécies medicinais, nesse bioma, para estudos farmacoldgicos e quimicos,
agrega metabolitos especiais que proporcionam a sobrevivéncia das espécies em condi¢des
precarias e com alta competicdo e garantem principios ativos uteis para tratamento de doengas
humanas (Carvalho et al., 2019).

Dentre a gama de plantas medicinais do Cerrado com estudos recentes, Baldivia et al.
(2018) e Carvalho et al (2019) apontam Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville,
conhecida popularmente por “barbatimdo”, com propriedades anti-inflamatdrias,
antidiabéticas, antimicrobiana e cicatrizante em suas raizes e cascas do caule. Campos et al.
(2017) e Carvalho et al. (2019) apontam Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg,
conhecida popularmente por “guabiroba” ou “guariroba”, com propriedades antiplaquetarias,
anti-inflamatorias e antidiarreica nas cascas, antinociceptivo nas sementes ¢ efeitos
hipolipidémicos nas folhas. Casagrande et al. (2014) e Carvalho et al. (2019) apontam
Jacaranda decurrens Cham., conhecida popularmente por “carobinha”, com propriedades
antiobesidade, hipocolesterolémica e hipolipidémica em suas folhas e anti-inflamatéria nas
raizes. Santos et al. (2016) e Carvalho ef al. (2019) apontam Hancornia speciosa Gomes,
conhecida popularmente por “mangabeira”, com propriedades antidiabéticas, antimicrobiana,
antiobesidade e gastroprotetora nas cascas, e anti-hipertensiva, vasodilatadora e antidiabética
nas folhas. Rocha et al. (2018) e Carvalho et al. (2019) apontam Schinus terebinthifolius Raddi,
conhecida popularmente por “aroeira-vermelha”, com propriedades antidiabética, anti-
hipertensiva, antiartrite, antimicrobiana, anti-inflamatoria e cicatrizante em suas folhas, e
atividade antimicrobiana e contra o virus herpes simplex tipo 1 nas cascas do caule. Santos ef
al. (2018) e Carvalho et al. (2019) apontam Guazuma ulmifolia Lam., conhecida popularmente
por “mutamba”, com propriedades vasorelaxante, hipotensiva e gastroprotetora nas cascas do
caule, e potencial antidiabético nas folhas.

A literatura também cita propriedades antirreumaticas nas sementes de Dipteryx alata
Vog., conhecida popularmente por “baru”, e propriedades para tratamento de afecgdes
pulmonares em folhas de Vernonia ferruginea Less., conhecida popularmente por “assa-peixe”
(Vila Verde, Paula & Caneiro, 2003; Souza & Felfili, 2006). Anacardium humile St. Hil.,
conhecida popularmente por ‘“cajuzinho-do-cerrado”, possui propriedades antidiabética e
antidiarreica em suas folhas, e Caryocar brasiliense Cambess., conhecida por “pequizeiro”,
possui em seus carogos propriedades contra asma, bronquite e resfriados (Rodrigues &
Carvalho, 2001). Assim, a flora medicinal tem sido bastante explorada pelo conhecimento

popular e pelas industrias quimica e farmacéutica (Oliveira & Viveiro, 2012).
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1.2 Palicourea rigida Kunth

Outra planta com propriedades medicinais nativa do Cerrado ¢ Palicourea rigida Kunth,
sendo utilizada na medicina popular como diurética, hipotensora, cicatrizante, anti-inflamatoria
e para o tratamento de dores estomacais, tosses e dores renais (Pinheiro ef al., 2018). A
decocgao das folhas e cascas do caule sdo usadas em doengas do sistema urinario, como cistite
(Balbach, 1980; Pio-Corréa, 1984) e inflamagdes da pele e ovario (Grandi et al., 1989; Vencato
et al.,20006).

Pesquisas apontam para a presenca de metabolitos, como flavonoides, iridoides,
triterpenos, alcaloides e peptideos em suas folhas, justificando, assim, as atividades
antioxidante, citotoxicas (Rosa et al., 2010) e antiproliferativa em seus extratos brutos
etanodlicos (Moraes et al., 2017). As propriedades bioldgicas também foram evidenciadas por
Vencato et al. (2006), com alta atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus e Bacillus subtilis.

Palicourea rigida é uma angiosperma, da classe Dicotiledonea, ordem Gentianales,
familia Rubiaceae, subfamilia Rubioideae, tribo Psychotrieae (Moraes et al., 2017), conhecida
popularmente por “bate-caixa”, “gritadeira”, “douradao”, “douradinha-do-campo” e “chapéu-
de-couro” (Rosa et al., 2010; Morel et al., 2011), predominante na América do Sul (Oliveira et
al., 2014).

A familia Rubiaceae ¢ a quarta maior familia das angiospermas, com 130 géneros e 1500
espécies. No bioma Cerrado, nas savanas neotropicais do Brasil Central, ¢ considerada a sétima
familia mais rica em espécies, sendo pelo menos 376 espécies. O género Palicourea tem cerca
de 200 espécies, com flores inodoras, de cor brilhante, sendo polinizadas principalmente por
beija-flores e grandes abelhas (Machado et al., 2010). A espécie Palicourea rigida possui ampla
distribuicdo, ocorrendo em mais de 37% das areas de cerrado, e sendo considerada a espécie de
Palicourea mais comum dos cerrados brasileiros (Ribeiro & Walter, 2008).

Palicourea rigida ¢ um arbusto ou arvoreta de até 3 metros de altura, com casca grossa
caracterizando uma fenda profunda em blocos retangulares (Machado et al., 2010), ramos
cilindricos e basais fortemente suberificados, folhas opostas e falsamente verticiladas, sendo
coriaceas, amareladas e vivas, podendo atingir at¢ 30 centimetros de comprimento e 15
centimetros de largura. Apresenta inflorescéncias terminais com flores zigomorficas amarelo-
alaranjadas (Figura 1) produtoras de néctar, que ¢ acumulado na base gibosa da corola, em que

floresce de setembro a marco e frutifica entre novembro e abril (estagdo chuvosa) (Silva-Juinior,
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2005; Gavilanes et al., 2016), com antese diurna com duracdo de 24 horas, e no fruto contém

sementes sulcadas (Vieira, Andrade & Price, 1996).

Figura 1. Espécime vegetal de Palicourea rigida empregado neste estudo. A: Habito arbustivo
e folhas coridceas de P. rigida (barra=30,0 cm), B: Inflorescéncia com flores amarelo-

alaranjadas (barra=10,0 cm). Fonte: Gavilanes ef al., 2016.

)

O ovario infero € bilocular contendo um 6vulo em cada l6culo e o estigma € do tipo seco
papilado e bifido. O néctar € produzido de forma continua no disco nectarifero, onde se encontra
na base da corola. Os frutos sdo drupaceos, de globosos a elipsoides, e quando maduros
apresentam cor preto-arroxeada com um centimetro de comprimento, contendo duas sementes
(Wiitherich et al., 2001; Silva-Junior, 2005).

E encontrada no cerrado stricto sensu, cerraddes, campos cerrados, campos de
murundus e campos rupestres nos estados de Tocantins, Bahia, Distrito Federal, Goids, Minas
Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parand e Sao Paulo (Taylor, 1997; Silva-Junior,
2005; Pinheiro et al., 2018). A média de densidade descrita na literatura ¢ de 21 a 34
individuos/ha baseado em pesquisas realizadas em Brasilia-DF por Silva-Junior (2005).

Infelizmente, Palicourea rigida vem apresentando alguma forma de risco de extingdo
(Silva et al., 2020). Dados ecoldgicos evidenciam que esta e demais espécies sofrerdo com as
mudancgas da temperatura do planeta, caso aumente em 1,8 a 2°C nos proximos anos (Silva et

al., 2013a). Além disso, com a ampla divulgacdo de suas propriedades medicinais, tem sido
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coletada indiscriminadamente pelas populagdes do bioma, comprometendo sua sobrevivéncia

(Rodrigues & Carvalho, 2001).

1.3 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos vivem de forma assintomatica nos tecidos das plantas hospedeiras
(Arnold et al., 2000), apresentando uma rela¢ao simbiotica, na qual o organismo vive dentro do
outro se beneficiando desta relagao (Chandra, 2012). Os endoéfitos fingicos residem sem causar
efeitos negativos evidentes, no entanto, podem se tornar patogénicos durante o crescimento do
hospedeiro e dependendo de condigdes abidticas (Rodriguez & Redman, 2008; Yadav, 2018).
Dentro do hospedeiro assume um estado de repouso (laténcia) por toda a vida 1til da planta ou
por um periodo prolongado, ou seja, até¢ que as condi¢des ambientais sejam favoraveis ao fungo
(Sieber, 2007).

Evidéncias crescentes afirmam que endofitos sdo encontrados em todas as plantas (Stone
& Petrini, 1997; Schulthess & Faeth, 1998; Yan et al., 2019) envolvendo competi¢do entre
espécies endofiticas no tecido do hospedeiro interposto pela produgdo de metabolitos secundarios.
Esses metabolitos produzidos pelos endofitos protegem a planta contra predadores e auxiliam na
adaptacdo em condig¢des estressantes de sobrevivéncia (Strobel et al., 2004).

Os endofitos sdo capazes de produzir micotoxinas e modificar a fisiologia e morfologia do
hospedeiro, e assim, induzem defesas contra insetos herbivoros (Carroll, 1991; Rustamova ef al.,
2020). Esta simbiose mutualistica apresenta algumas caracteristicas, segundo Redlin & Carris
(1996), como falta de destruicdo da grande maioria de células e tecidos, nutrientes ou ciclo
quimico entre o fungo e o hospedeiro, aumento da longevidade e capacidade fotossintética das
células e tecidos em situagdes de infecgdes e aumento da sobrevivéncia do fungo.

O termo “endofito” foi descrito pela primeira vez por De Bary, em 1866, ao estabelecer
uma provavel distingao entre hospedeiros e patdogenos; e s6 no século XIX ganhou-se notoriedade
(Chapla, Biasetto & Araujo, 2013). No final da década de 1970 comegaram a chamar atencao,
pois verificou-se que estes ndo apenas habitavam o interior de vegetais, mas produziam
propriedades de interesse biotecnologico, e hoje ja se sabe que os enddfitos podem produzir
toxinas, antibidticos e possuem diversas outras propriedades biologicas (Azevedo, 1998;
Anchezva, Daletos & Proksch, 2020).

O endofito adentra a planta por aberturas naturais ou feridas, sendo as raizes a principal
entrada, de modo que as raizes secunddrias laterais s3o sempre acompanhadas por “feridas”, ou
pelo proprio crescimento dessas raizes que penetram no solo, gerando abrasdes e facilitando a

entrada dos germes (Azevedo, 1998; Jia et al., 2020). Sao transmitidos também por esporos no ar
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e via sementes, adentrando para as proximas geragdes (Hartley & Gange, 2009). Outras portas de
entrada incluem aberturas em estomatos e hidatodios, e até artificiais, causadas por insetos e
fungos patogénicos (Aly, Debbab, Proksch, 2011).

Os fungos endofiticos podem ser visualizados no interior dos tecidos vegetais, como
raizes, caule, folhas e outros 6rgdos utilizando microscopia de luz ou eletrdnica, como afirma
Bernstein & Carroll (1977), e o isolamento necessita de cuidados especiais para que os
microrganismos epifiticos, isto €, que vivem na superficie do hospedeiro, sejam excluidos
(Rustamova et al., 2020). Um dos exemplos mais utilizados na literatura para isolamento dos
endofitos se da quando tecidos vegetais devem ser desinfestados em etanol 70%, hipoclorito de
sodio 3% e agua esterilizada e transferidos para placas de Petri contendo meios de cultura, como
batata-dextrose-agar (BDA) e sabouraud-agar (SAB), além da adicao de antibioticos para impedir
o crescimento de bactérias (Pereira, Azevedo & Petrini, 1993; Aratjo et al., 2001; Turibio et al.,
2018).

Foram detectados fungos endofiticos em todas as espécies vegetais amostradas, de
bridfitas a angiospermas (Turibio ef al., 2018), e sdo representados nos filos, em grande maioria,
Ascomycota e Basidiomycota. Os endodfitos flngicos que vivem em associacdo com plantas
medicinais tém recebido maior atengdo apds a descoberta dos fungos endofiticos Taxomyces
andreanae e Tubercularia sp. isolados de Taxus brevifolia Nutt. e Taxus mairei (Lemee & Lev.)
S.Y.Hu ex T.S.Liu, respectivamente, produtores de paclitaxel anticancerigeno (Stierle et al., 1995;
Wang et al., 2000). A Tabela 1 apresenta a riqueza de fungos endofiticos isolados de plantas

medicinais presentes no Cerrado.
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Tabela 1. Fungos endofiticos isolados de espécies medicinais presentes no Cerrado.

Familia Hospedeiro Propriedades Fungos Isolados Referéncia
Farmacoldgicas do
Hospedeiro
Anacardiaceae Anacardium Os frutos possuem agao Fusarium oxysporum, Bionectria ochroleuca, Periconia  Faria et al. (2016)
othonianum Rizzini antisséptica e cicatrizante. macrospinosa, Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium
(caju-de-arvore-do- kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis asparagi,
cerrado) Penicillium pinophilum, Agaricomycetes, Diaporthe
sp., Cladosporium cladosporioides, dentre outros.
Anacardiaceae Schinus As cascas do caule possuem Alternaria sp., Bjerkandera sp., Colletotrichum sp., Tonial et al.
terebinthifolius acdo anti-inflamatoria e Diaporthe sp., Penicillium sp. e Xylaria sp. (2016)
Raddi (aroeira- cicatrizante.
vermelha)
Anacardiaceae  Tapirira guianensis ~ As cascas ¢ folhas sdo usadas Phomopsis sp., Abreu et al.
Aubl. (pau-pombo) em decocgdo para doencgas de Lecanicillium psalliotae, (2010)
pele causadas por produtos Stagonospora sp., dentre outros.
quimicos. Apresenta
propriedades toxicas.
Apocynaceae  Hancornia speciosa  Os frutos, folhas e cascas do Phoma cava, Colletotrichum gloeosporioides, Chagas et al.
Gomes (mangabeira) caule possuem atividade Lasiodiplodia theobromae, dentre outros. (2017)
antioxidante, anti-
inflamatoria, sendo usada
também como controle da
hipertensao.
Asteraceae Achyrocline As folhas e cascas do caule O tnico endofito isolado (MF31b11) apresentou Pedra et al.
satureioides (Lam.) sdo analgésicas, sedativas, conidioforos septados e fialides cilindricas. Porém, a (2018)
DC. (marcela) anti-inflamatorias, e identificacdo morfoloégica ndo foi possivel pelas
principalmente, dificuldades de visualizacdo das outras estruturas.
gastroprotetoras.
Asteraceae Baccharis O extrato das partes aérea do  Xylaria sp., Cladosporium sp., Coriolopsis sp., Mycelia ~ Fernandes et al.
dracunculifolia DC. vegetal apresenta sp., Preussia sp. (2018)
(alecrim-do-campo) propriedades

gastroprotetoras, diminuindo
a formacao de ulceras e
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secre¢do gastrica.

Asteraceae Baccharis trimera Folhas e hastes apresentam Diaporthe phaseolorum, Pestalotiopsis sp., Preussia Vieira et al.

(Less.) DC. propriedades tonica digestiva, pseudominima, Epicoccum (2014)

(carqueja) vermifuga, colagoga, sp., Cochliobolus lunatus, Nigrospora sp., dentre

litagoga, hipogliceminante, outros.
diurética, laxativa e
antigripal.
Asteraceae Lychnophora O extrato das folhas possuem  Penicillium sp., Hyphodermella spp., Phomopsis spp. Chagas & Pupo
ericoides Mart. propriedades analgésicas e (2018)

(arnica da serra)

anti-inflamatorias.

Asteraceae Vernonia polyanthes
Less. (assa-peixe)

As folhas possuem
propriedades antifungica,
antileishmanial,
antinociceptiva, anti-
inflamatoéria e antibacteriana.

Curvularia spp., Phomopsis spp., Guignardia
mangiferae, Diaporthe phaseolorum, Cochliobolus
sativus, Diaporthe helianthi, Diaporthe phaseolorum,
Pestalotiopsis cocculi, Diaporthe infecunda, Muscodor
spp., Xylaria berteri.

Nascimento et al.
(2015)

As folhas possuem
propriedades antigripal, anti-
inflamatoria, antinevralgica,
antirreumatica, antisséptica,

béquica, broncodilatadora,
calmante, cicatrizante,
depurativa, diurética,
expectorante €
antimicrobiana.

Nodulisporium sp., Hypoxylon sp., Daldinia sp., Xylaria
luteostromata.

Ribeiro et al.
(2014)

Asteraceae Mikania laevigata
Schultz Bip. ex
Baker (guaco)

Salicaceae Casearia sylvestris

Sw. (guagatonga)

As folhas e casacas do caule
possuem atividade anti-
inflamatoria, antimicrobiana
e antiucera.

Colletotrichum crassipes e Xylaria sp.

Chapla et al.
(2018)

Fabaceae Stryphnodendron
adstringens (Mart.)
Coville (barbatimao)

Os extratos aquosos de folhas
e cascas possuem atividade
anti-inflamatoria,
antimicrobiana,
antiprotozodaria, antidiarreica
e cicatrizante.

Colletotrichum sp., Neofusicoccum sp., Penicillium
sp., Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp., Diaporthe
phaseolorum, Guignardia camelliae, Preussia
pseudominima, Xylaria hypoxylon,
Pseudofusicoccum stromaticum, Cytospora sp., dentre
outros.

Carvalho et al.
(2012)



https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phomopsis

1.4 Metabolitos secundarios ou especiais e atividade biologica em fungos endofiticos

Os mecanismos especificos que induzem a produgdo de metabdlitos secundarios em
microrganismos, muitas vezes semelhantes aos do hospedeiro, ainda ndo estdo elucidados, porém,
o isolamento de varias substancias com atividades biologicas representa uma estratégia
promissora de potencial metabdlico (Kusari, Hertweck & Spiteller, 2012). Os fungos endofiticos
armazenam metabolitos secunddrios que apresentam atividades bioldgicas benéficas ao seu
hospedeiro, de modo que estas substancias conferem proteg¢do, justificando a associacao
mutualista (Kusari & Spiteller, 2011).

Os metabolitos secundarios apresentam baixo peso molecular, com estrutura quimica
complexa e diversificada, além de distribuicdo restrita entre as espécies, ndo sendo essenciais para
a vida do organismo, mas imprescindiveis na adaptagdo em determinados ambientes (Keller,
Turner & Bennett, 2005). Sugere-se que alguns metabdlitos secunddrios possam participar na
diferenciagdo morfoldgica dos fungos, aumento das ramificagdes de hifas, no processo de
esporulagdo, no desenvolvimento sexual e assexual e na produgdo de outros metabdlitos
secundarios (Calvo et al., 2002).

Hé cerca de 200 anos, discute-se sobre as fungdes basicas vitais dos metabolitos primarios,
como divisdo e crescimento celular, respiracdo, estocagem e reproducdo. O conceito de
metabolismo secundario foi descrito por Kossel (1891) ao definir metabolitos secundarios como
opostos aos primarios, sendo encontrados em 6rgaos ou células especificas, incluindo vegetais e
microrganismos endofiticos (Carvalho et al., 2016). Essas moléculas aumentam a probabilidade
de sobrevivéncia de uma espécie, atuando como antibidticos, antifingicos e antivirais para
proteger as plantas de patogenos, além de absorverem luz ultravioleta, evitando a danificagdo das
folhas (Patil, Patil & Maheshwari, 2016).

Croteau, Kutchan & Lewis (2000) relatam que os metabolitos primarios e secundéarios ndo
podem ser facilmente distinguidos com base nas estruturas quimicas ou origens biossintéticas, e
propdem que, diante de uma distingdo valida, os produtos primarios participam da nutricdo e
processos metabolicos essenciais dentro da planta, e os produtos secundarios (naturais)
influenciam as interagdes ecoldgicas entre as plantas e seu ambiente.

Os metabolitos secundarios sdo classificados mediante sua rota biossintética, sendo que os
trés grandes grupos de moléculas principais sao classificadas em compostos terpénicos (também
conhecidos como terpenoides), compostos nitrogenados (primariamente os alcaloides), e
compostos fendlicos (também denominados de polifenois) (Harborne, 1999; Li & Tan, 2017).
Existem mais de 25 mil compostos terpénicos, mais de 27 compostos nitrogenados e mais de 8

mil compostos fendlicos conhecidos, os quais sdo derivados de vias metabodlicas (Croteau,
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Kutchan & Lewis, 2000).

Tan & Zou (2001) afirmam que os microrganismos endofiticos produzem metabodlitos
caracteristicos aos do seu hospedeiro, relacionando-se a troca génica ocorrida entre o endofito e a
planta ao longo da evolugdo. Assim, a atividade farmacologica evidenciada em algumas plantas
pode estar relacionada as substancias produzidas por microrganismos endofiticos ou pela propria
planta em resposta a infecgdes (Arnold et al., 2000; Ferrara, 2006). Estas substancias com alta
complexidade estrutural, que sdo inviaveis pela sintese organica in vitro, podem ser cultivados
dos fungos endofiticos em meios artificiais (Chapla, Biasetto & Araujo, 2013). Para dimensionar
a riqueza metabodlica, a Tabela 2 apresenta metabdlitos secundarios produzidos por fungos

endofiticos isolados de plantas medicinais presentes no Cerrado.
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Tabela 2. Metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos isolados de espécies medicinais presentes no Cerrado e suas atividades biologicas.

Fungo Planta Metabdlitos Secundarios Atividades Biologicas Referéncia
Endofitico Hospedeira
Phomopsis sp. Lychnophora citocalasina H, Phomopsis sp. desafia a Chagas & Pupo
isolado das ericoides citocalasina J, actinobactéria Streptomyces (2018)
folhas Mart. (arnica éter monometilico do alternariol, albospinus consumindo
da serra) alternariol, seus recursos nutricionais,
2,5-bis(hidroximetil)furano, apesar de ndo apresentar
tirosol atividade antibacteriana.
Alternaria sp. Schinus (E)-2-hexil-cinamaldeido, Atividade antimicrobiana. Tonial et al.
isolado das terebinthifolius 3-isobutil-hexa-hidropirrolo[1,2-a]pirazina-1,4- (2016)
folhas Raddi diona,
(aroeira- 3-benzil-hexa-hidropirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-
vermelha) diona
Cochliobolus Vernonia coclioquinona A, Atividade antileishmanial. Nascimento et
sativus isolado polyanthes isococlioquinona A, al. (2015)
das folhas Less. (assa- anidrococlioquinona A
peixe)
Colletotrichum Casearia dicetopiperazina ciclo (D-Pro-L-Val), Inibi¢do enzimatica, Chapla et al.
crassipes sylvestris Sw. dicetopiperazina ciclo (D-Pro-D-Tyr), atividade antioxidante e (2018)
isolado das (guagatonga) dicetopiperazina ciclo (D-Val-D-Tyr), atividade antifiingica contra
folhas dicetopiperazina ciclo (D-Hyp-L-Ile), os fitopatdgenos
dicetopiperazina ciclo (D-Pro-D-Leu), Cladosporium
dicetopiperazina ciclo (D-Pro-L-Ile), cladosporioides e
dicetopiperazina ciclo (D-Pro-L-Phe), Cladosporium
dicetopiperazina ciclo (D-Pro-D-Phe), esphaerospermum.
N-(2-feniletil)-acetamida,
tirosol
Xylaria sp. Casearia griseofulvina, Inibi¢do enzimatica, Chapla et al.
isolado das sylvestris Sw. declorogriseofulvina, atividade antioxidante e (2018)
folhas (guacatonga) citocalasina B, C e D atividade antifingica contra

5-carboxi-6-hidroxi-3,4-di-hidroisocumarina,
1-feniletil-O-0-L-ramnopiranose

os fitopatdgenos C.
cladosporioides e C.
esphaerospermum.




1.4.1 Compostos terpenoides

Os terpenoides sdao uma classe de produtos naturais com uma vasta diversidade estrutural,
sendo as substancias mais abundantes ja descritas na producao cientifica (Bruneton, 2001; Huang
et al., 2012). Os terpenos sao formados pela juncdo de unidades de isopreno, uma molécula
contendo 5 carbonos (C5). Dessa forma, a classificacdo dos terpenoides ¢ realizada com base na
quantidade de unidades de isoprenos presentes na molécula, sendo que os monoterpenoides tém
duas unidades isoprenos (C10), os sesquiterpenoides tém trés unidades isoprenos (C15),
diterpenoides tém quatro unidades isoprenos (C20), sesterterpenoides tém cinco unidades
isoprenos (C25), triterpenoides tém seis unidades isoprenos (C30) e carotendides tém oito
unidades isoprenos (C40); sdo derivadas do precursor biossintético pirofosfato de isopentila, e
assim, as mais importantes do grupo (Hanson, 2008).

Nos fungos, os terpenoides originam-se na via do mevalonato, sendo o primeiro estagio a
formag¢do da hidroximetilglutaril-CoA, que, em seguida, sofre reducdo e descarboxilagdo,
formando o produto isopentil-difosfato. Este produto é convertido em dimetilalil-difosfato,
facilitando a constru¢do da cadeia de isoprenos (Hanson, 2008).

Monoterpenoides ¢ sesquiterpenoides apresentam alta qualidade sensorial, sendo
utilizados como flavorizantes na indistria de medicamentos e alimentos (Koziol ez al., 2014). Tém
ganhado devida atencdo na prevengao e terapia de doencas em plantas, como inseticida e agente
antimicrobiano, com propriedades fundamentais para armazenamento de produtos agricolas e
como blocos para a sintese de compostos de valor comercial (Carvalho & Fonseca, 2006). Sao
amplamente usados nas fermentagdes envolvendo produgdo de cerveja (King & Dickinson, 2003)
e conferindo sabor aos alimentos, sendo mais doces do que a sacarose (Souto-Bachiller ef al.,
1997; Koziol et al., 2014). Os triterpenoides, como esteroides e saponinas, sdo também utilizados
na industria farmacéutica e no setor de alimentos (Thimmappa et al., 2014).

Wang et al. (2018) obtiveram sete novos sesquiterpenoides do fungo endofitico
Aspergillus sp., isolado das folhas medicinais do mangue Xylocarpus moluccensis (Lam.) M.
Roem., os quais sdo identificados e estruturalmente ilustrados na Figura 3 (1-7). Destes, aqueles
codificados como 2, 3, 5 e 7 apresentaram atividade antibacteriana moderada contra
Staphylococcus aureus e potencial antioxidante pela captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH). Xie et al. (2018) obtiveram catorze novos metabodlitos secundarios
sesquiterpenoides do fungo endofitico Phomopsis sp. (atualmente Diaporthe sp.), isolado das
folhas da planta medicinal Phyllanthus glaucus Wall. ex Mull. Arg., (Figura 2, 8-21), sendo um
do tipo 2,3-seco-protoiludano (8), oito do tipo protoiludano (9 a 16), quatro do tipo iludalano (17
a 20) e um do tipo botryano (21). Os sesquiterpenoides de 8 a 14 e 16 apresentaram atividade
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inibitdria da enzima B-secretase 1 (BACEI), que, em teoria, pode retardar ou parar a doenga de

Alzheimer.

Figura 2. Estruturas quimicas de sesquiterpenoides isolados dos fungos endofiticos Aspergillus
sp. de Xylocarpus moluccensis (1 a 7) e Phomopsis sp. de Phyllanthus glaucus (8-21). Fonte:
Wang et al., 2018 e Xie et al., 2018. 1 = 4cido (7R,10S5)-7,10-epoxisidonico, 2 = acido (7S5,105)-
7,10-epoxisidonico, 3 = acido (7R,115)-7,12-epoxisidonico, 4 = 4acido (7S,115)-7,12-
epoxisidonico, 5 = 4cido 7-desoxi-7,14-didesidro-12-hidroxisidonico, 6 = acido (Z)-7-desoxi-7,8-
didesidro-12-hidroxisidénico, 7 = 4cido (E)-7-desoxi-7,8-didesidro-12-hidroxisidonico, 8 = 2,3-

seco-protoiludano, 9 a 16 = protoiludano, 17 a 20 = iludalano, 21 = botryano.

HO OH

OH

21

Chen et al. (2019) isolaram trés novos diterpenoides, sendo koninginois A, B e C do fungo
endofitico Trichoderma koningiopsis, dos galhos da planta medicinal Morinda officinalis F. C.

How, sendo que koninginol A e B apresentaram atividade bacteriana contra Bacillus subtilis, e
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koninginol B apresentou atividade antitumoral. Liang et al. (2018) obtiveram dois novos
triterpenoides tetraciclicos, integracideo E e isointegracideo E, do fungo endofitico Hypoxylon sp.,
isolado da planta medicinal Artemisia annua L. O novo metabolito secundario integracideo E
apresentou fraca acdo a atividade da integrase anti-HIV-1 em ensaios de transferéncia acoplada e

de cadeia.

1.4.2 Compostos nitrogenados

No reino Fungi, os compostos nitrogenados mais relatados sdo os alcaloides, sendo um
grupo de compostos quimicos naturais contendo em sua estrutura pelo menos um atomo de
nitrogénio. S3o derivados de aminoéacidos e de processos de transaminagdo, e classificam-se
mediante os aminodcidos que os originaram, como por exemplo derivados da lisina, ornitina,
tirosina, triptofano, histidina e fenilalanina (Aniszewski, 2007).

Os esqueletos de carbono do aminoacido precursor do alcaloide podem se manter na
estrutura, ou ainda, o nitrogénio incorporar-se a esta estrutura, de modo que a parte restante dela
¢ derivada de substancias de rotas biossintéticas do acetato, chiquimato, fosfato desoxixilulose, e
também por outros substratos como terpenos (Dewick, 2002; Taiz & Zeiger, 2004). Costuma-se
ser encontrados em vegetais, onde dos 27 mil conhecidos, 21 mil estdo presentes nestes, € a outra
parcela habita microrganismos e animais (Dewick, 2002; Meyer ef al., 2013).

Boa parte dos alcaloides possuem afinidade por sitios lipofilicos cerebrais, atuando, assim,
como calmantes, analgésicos e narcéticos. A morfina, codeina e papaverina, por exemplo, sdo
alcaloides isolados da planta Papaver somniferum L., assim como a nicotina isolada da planta
Nicotiana tabacum L. e a cafeina de Coffea arabica L. (Peixoto Neto & Caetano, 2005). Na
industria, os alcaloides tém sido utilizados como matéria-prima isolada de plantas e nas Gltimas
décadas tém sido isolados de microrganismos (El-Sakka, 2010). Uma das maiores descobertas foi
a producdo de alcaloides ergot pelo fungo Claviceps purpurea, sendo utilizado atualmente para a
obtencdo do acido lisérgico dietilamina (LSD), que em doses baixas, auxilia no tratamento da
esquizofrenia (Aniszewski, 2007).

Silva et al. (2010) isolaram seis alcaloides, sendo uma nova citocalasina C30H37NO7 (1)
(Figura 3); 19,20-epoxicitocalasina D; 19,20-epoxicitocalasina C; 19,20-epoxicitocalasina N;
19,20-epoxicitocalasina Q; 19,20-epoxicitocalasina R do fungo endofitico Xylaria sp. presente
nas folhas da planta medicinal Piper aduncum L. Destes, cinco apresentaram fraca atividade
contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
sphaerospermum, € quatro forte atividade contra células de mamiferos das linhagens HeLa (tumor

de cérvix humano). Kumara et al. (2012) isolaram o alcaloide rohituquina do fungo endofitico
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Fusarium proliferatum das cascas da planta medicinal Dysoxylum binectariferum Hook.f, com

atividades anti-inflamatoria, anticancer e imunomoduladora.

Figura 3. Estrutura quimica de citocalasina isolada do fungo endofitico Xylaria sp. de Piper

aduncum (1). Fonte: Silva et al., 2010.

Yang et al. (2012) isolaram o alcaloide fusarimina 1 do fungo endofitico Fusarium sp. das
folhas de Melia azedarach L. Os alcaloides possuem importantes atividades bioldgicas de grande

interesse para a quimica de produtos naturais na biotecnologia (Keller, Turner & Bennett, 2005).

1.4.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, ou também denominados de polifendis, apresentam como
modelo estrutural um grupo fenol, composto por um anel aromatico hidroxilado, com ampla
diversidade estrutural e agrupados em diferentes classes mediante sua estrutura quimica bésica,
dentre elas acidos fenolicos (acidos benzoicos, cindmico e seus derivados), flavonoides e seus
derivados e cumarinas (Lattanzio, 2013).

Dentre os grupos dos acidos fenodlicos, os acidos benzoicos possuem sete atomos de
carbono (Cs-C1) € os acidos cindmicos possuem nove atomos de carbono (Ce¢-C3). Os flavonoides
possuem uma estrutura bésica formada por Cs-C3-Ces, sendo encontrados as antocianidinas,
flavonas, flavondis, e com menor frequéncia as auronas, calconas e isoflavonas. Cumarinas sao
derivadas do &cido cindmico por ciclizagcdo da cadeia lateral do 4cido o-cumarico (Soares, 2002).

Os flavonoides, em especial, sdo descritos com atividade antioxidante, pela capacidade de
eliminagdo de radicais livres, além de atividade hepatoprotetora, anti-inflamatodria, anticancer e
antiviral. Nas plantas, auxiliam no combate ao estresse oxidativo e regulam o crescimento, € em

microrganismos, usando engenharia metabolica e biologia sintética, tem servido na producao de
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produtos naturais raros e caros € em transformagdes simples e complexas sem as etapas de
bloqueio e desbloqueio comuns na sintese organica (Kumar & Pandey, 2013).

Tang et al. (2020) isolaram flavonoides e uma cumarina de fungos endofiticos, dentre eles
Chaetomium globosum, Xylaria venosula e outra espécie de Xylariaceae, das folhas e caule da
planta medicinal Conyza blinii H. Lév. Foram produzidos flavonoides de alto valor, como 3-
metoxiflavona, nobiletin, formononetina e daidzeina, ¢ a cumarina escopoletina, além disso,
Xylaria venosula e outra espécie de Xylariaceae apresentaram atividade antioxidante e
Chaetomium globosum apresentou atividade antibacteriana. Cota et al. (2008) isolaram um
bifenil, a altenusina (1) (Figura 4), do fungo endofitico Alternaria sp. das folhas da planta
tripanocida 77ixis vouthieri DC. coletadas em uma transi¢do entre Mata Atlantica e Cerrado, que

apresentou propriedade antioxidante e inibigdo enzimatica.

Figura 4. Estrutura quimica de altenusina isolada do fungo endofitico Alternaria sp. de Trixis

vouthieri (1). Fonte: Cota et al., 2008.
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Ikram et al. (2019) isolaram flavonoides dos fungos endofiticos Penicilium roqueforti e
Trichoderma reesei das raizes de Solanum surattense Burm.f., apresentando atividade
antioxidante e antibacteriana contra os fitopatégenos Xanthomonas oryzae, Pseudomonas
syringae, Agrobacterium tumefaciens e Ralstonia solanacearum. Pan, Zheng & Yang (2019)
i1solaram flavonoides do fungo endofitico Psathyrella candolleana da semente da planta medicinal
Ginkgo biloba L., onde apresentou atividade antioxidante e antibacteriana contra Staphylococcus
aureus. Foi isolado quercetina que ¢ um flavonoide amplamente distribuido na natureza (Andres
et al., 2018) e ergosterol que € encontrado nas membranas celulares dos fungos, além de ser uma

fonte de vitamina D2 (Ibrahim et al., 2018).

1.5 Atividade de enzimas hidroliticas
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As enzimas tém sido utilizadas pelo ser humano tanto de maneira direta, pelo emprego de
extratos enzimaticos brutos de origem vegetal, animal e microbiana, e ainda de maneira indireta
ao aproveitar acdo enzimatica sobre determinados substratos. Assim, a producao e a utilizagao de
enzimas microbianas, de maneira controlada, ganhou notoriedade na biotecnologia (Jaecger &
Eggert, 2002).

As amilases se caracterizam como enzimas que hidrolisam a molécula de amido, obtendo-
se produtos variados, como as dextrinas e polimeros pequenos constituidos por unidades de
glicose (Grupta et al., 2003). O amido ¢ encontrado na natureza, em sementes de cereais, como
arroz, trigo, aveia e milho e em tubérculos, como mandioca, batata e inhame, onde representa uma
das mais importantes reservas de nutricao de todos os vegetais (Bobbio & Bobbio, 1995; Zanin &
Moraes, 2004).

Na industria de enzimas, as amilases sdo as mais antigas, sendo derivada de animais,
plantas e microrganismos, sendo esta ultima a mais recorrente pela produgdo em larga escala
(Grupta et al., 2003). Possuem aplicagdo na industria de papéis, téxtil, couro e detergentes, na
industria de cerveja e bebidas destiladas, na industria alimenticia, na producdo de cereais e paes,
liquefagdo e sacarificacdo do amido, produgdo de ragao para animais, ¢ industria farmacéutica e
quimica (Souza & Magalhaes, 2010).

Celulases sdo as enzimas mais abundantes em fonte renovavel de energia (Wang et al.,
2020). Boa parte dos fungos degradam a celulose para seu desenvolvimento e producdo de
celulases. Trata-se do polissacarideo mais abundante na natureza, e ¢ degradado através de
hidrélise enzimatica. A celulose, em sua forma ativa, ¢ composta por fibras cristalinas insoluveis
ligadas em pontes de hidrogénio (Ahmed, 2009). Os fungos sao considerados bons produtores de
celulases com utilizagdo na producdo de enzima-padrao (Coelho & Nascimento, 2008).

As celulases sdo aplicadas na industria de alimentos, na clarificacdo de sucos e extracao
de 6leos de sementes e sucos de frutas; em ragdes, como suplementagdo para gados; na industria
téxtil, com a necessidade da altas temperaturas e pH na produgao, utiliza-se enzimas termofilicas;
além da industria quimica e de combustiveis (Bhat, 2000). Usa-se também para melhorar a
palatibilidade e alterar a textura em alimentos com baixa qualidade e no auxilio de extragdo de
produtos naturais (Mu et al., 2019).

As proteases sdo enzimas degradativas, que catalisam a hidrolise total das proteinas, sendo
uma das mais relevantes na industria de enzimas (Banerjee & Ray, 2017). No geral, elas clivam
ligagdes peptidicas em fragmento de proteina e na propria proteina. Grande parte dos
microrganismos secretam proteases para o meio externo, degradando proteinas que sdo utilizadas

como fonte de nitrogénio e carbono na multiplicacao celular (Vermelho et al., 2008). Tém-se
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utilizado proteases produzidas por microrganismos, visto a impossibilidade de proteases
produzidas por vegetais e animais atender a demanda global (Rao et al., 1998; Banerjee & Ray,
2017).

Costuma-se aplicar as proteases nas industrias de detergentes, na industria alimenticia,
como por exemplo para aumentar a hidrdlise e elasticidade do gliten na panificagdo e na producao
de queijos, na industria farmacéutica em combinagdes com antibidticos de largo espectro para
tratar feridas e queimaduras, no tratamento de couro, ao remover restos de pelos e facilitar a
embebicdo com agua, e em processos de biorremediacao (Ward et al., 2006; Chaud, Vaz & Felipe,
2007).

As lipases sdo enzimas hidroliticas que catalisam a hidrélise de ligacdes éster-carboxilicas
presentes em acilglicerois, liberando acidos organicos e glicerol. Sdo produzidas por plantas,
animais e microrganismos. Nos ultimos anos vem sendo obtida em larga escala de
microrganismos, pois produzem uma variedade de lipases extracelulares (Sharma, Chisti &
Anerjee, 2001; Gongalves Filho, Silva & Guidini, 2019). O interesse por essas enzimas de
microrganismos se da pela dificuldade de obter material disponivel no pancreas de animais
(Hasan, Shah & Hameed, 2006). Elas t€ém sido utilizadas na industria de alimentos na fabricagao
de paes, queijos e iogurtes; detergentes; oleoquimica; cosméticos; couro; papel; polpa; e no
tratamento de efluentes contendo gorduras (Carvalho et al., 2005; Hasan, Shah & Hameed, 2006).

As pectinases sdo enzimas que degradam substincias pécticas, as quais sdo constituidas
por cadeias de acido galacturonico, utilizadas nas industrias de alimentos para clarificacdo de
sucos (Jayani, Saxena & Gupta, 2005), tratamento preliminar de suco de uva, fermentagao de cha
e chocolate, extragdo de polpa de tomate, degomagem de fibras na industria téxtil e papel, extragao
de oleos, reduzir a viscosidade da ragdo animal, e tratamento de residuos vegetais (Uenojo &
Pastore, 2007). Por outro lado, as tanases sdo enzimas que hidrolisam ésteres e ligacdes laterais
de taninos hidroliséveis gerando glicose e acido galico (Macedo, Matsuda & Battestin, 2005).
Essas enzimas sdo aplicadas na preparacdo de chéas diminuindo turbidez e aumentando
extratibilidade, na estabiliza¢do de vinhos para evitar descoloragdo, adicdo em rag¢do animal para
aumentar a assimilacdo dos nutrientes da formulagao e facilitar a digestdo, principalmente cereais
e sementes, e tratamento de efluentes de industrias de curtumes que constituem alta carga poluente
(Pinto et al., 2005).

Souza et al. (2019) obtiveram 47 isolados de oito espécies de fungos endofiticos das folhas
das plantas medicinais e aromdticas Mentha spicata L., Ocimum basilicum L., Ocimum
purpuraceus L. € manjericdo geneticamente modificado, sendo que 21 isolados apresentaram

atividade proteolitica com predominancia de isolados do género Colletotrichum e 24 isolados
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apresentaram atividade amilolitica, com predominéncia de isolados do género Nigrospora. Cruzzi
et al. (2011) isolaram 11 espécies de fungos endofiticos da planta medicinal Baccharis
dracunculifolia DC. presente no Cerrado, das quais 10 espécies apresentaram indice enzimatico
elevado e uma apresentou indice enzimatico negativo para produ¢do de enzimas amiloliticas; e
uma espécie apresentou indice enzimatico fortemente elevado, cinco apresentaram indice
enzimatico elevado e cinco apresentaram indice enzimatico negativo para a producao de enzimas

proteoliticas.

1.6 Atividade antioxidante

Antioxidantes sao definidos como quaisquer substancias que, em baixas concentragdes
quando comparada a do substrato oxidavel, inibe ou atrasa a oxidacao desse substrato de maneira
eficiente (Gulcin, 2020). Os processos metabdlicos de organismos levaram a produgdo continua
de radicais livres que promovem mecanismos de defesa antioxidantes, que limita os niveis
intracelulares e impede a inducdo de danos. Assim, os antioxidantes inibem e reduzem as lesdes
causadas por radicais livres nas células, de modo que esses agentes protetores sdo classificados
em antioxidantes enzimadticos, como superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
NADPH-quinona oxidoredutase, enzimas de reparo, e antioxidantes ndo-enzimaticos, como o-
tocoferol, B-caroteno, acido ascorbico, flavonoides, selénio, proteinas do plasma, glutationa,
clorofilina, L-cisteina, curcumina (Neha et al., 2019).

O mecanismo de defesa contra os radicais livres mais significativo ¢ impedir a sua
formacdo pela inibigdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre. Outros mecanismos
antioxidantes de prote¢do dos organismos sdo interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular por fontes exdgenas, impedindo o ataque em aminoéacidos das proteinas,
lipideos, acidos graxos poli-insaturados e em bases do DNA evitando lesdes e perda da fungao
celular; reparo das lesdes geradas pelos radicais livres; e em algumas situagdes, adaptacao do
organismo em resposta a formagao dos radicais por meio de enzimas antioxidantes (Salehi et al.,
2018).

E importante o controle das enzimas antioxidantes para a sobrevivéncia em ambiente
aerébico (Covarrubias ef al., 2008), assim, 0s organismos eucariontes, como os fungos, possuem
enzimas antioxidantes que reagem com os compostos oxidantes e protegem tecidos e células do
estresse oxidativo (Smith, Doyle & Murphy, 2015). E importante destacar que é possivel que um
antioxidante atue como protetor em determinado sistema, mas que em outro falhe ou ainda

aumente as lesdes induzidas pelos radicais livres (Salehi ef al., 2018).
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Tendo em vista que os antioxidantes atuam para diminuir o estresse oxidativo, esses
compostos sdo essenciais para prevenir € combater doengas que possuem o estresse oxidativo
como condicdo associada (Zimmermann & Kirsten, 2016). Dentre esses fatores para o estresse
oxidativo estdo a utilizacdo de alcool, tabagismo, alimentagdo inadequada, exercicios fisicos
realizados em alta intensidade, envelhecimento, estresse emocional, patologias cronicas, como
hipertensao arterial, diabetes mellitus, cancer, e patologias degenerativas, como mal de Alzheimer
e Parkinson (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Santos et al. (2020b) isolaram 19 fungos endofiticos das plantas medicinais Lafoensia
pacari A. St.-Hil., Guazuma ulmifolia Lam., Campomanesia xanthocarpa O. Berg. e Siparuna
guianensis Aubl., e, com base nos resultados de atividade antioxidante, verificaram que duas cepas
foram capazes de eliminar radicais livres. Kaur et al. (2020) obtiveram o fungo endofitico
Aspergillus fumigatus das cascas da planta medicinal Moringa oleifera Lam., que apresentou boa
atividade antioxidante, revelado pelos métodos de sequestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil) e pelo sequestro de radicais livres ABTS [2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-

acido sulfonico)].

1.7 Atividade antimicrobiana

Substancias antimicrobianas sdo um grupo de agentes terapéuticos derivados de
organismos vivos, denominados antibidticos, antiflingicos ou antivirais, ou sintéticos,
denominados quimioterapicos. Trata-se de substancias com capacidade inibitéria ou letal contra
espécies microbianas, assim como previnem o desenvolvimento de microrganismos resistentes €
impedem o aparecimento de efeitos indesejaveis ao hospedeiro (Marston et al., 2016). Atividade
antibiotica verificada em metabolitos secundérios ou enzimas, como em processos fermentativos
produzidos, isolados e caracterizados a partir de fungos endofiticos tem sido constantemente
evidenciada (Ferrara, 2006; Clementino et al., 2015; Chandra et al., 2021).

Milhdes de pessoas adoecem e até morrem todos os anos por algumas estirpes de bactérias
Gram-positivas ou Gram-negativas, por meio de salmonelose, doenca reumadtica, intoxicagao
alimentar, envenenamento, diarreia, infeccoes hospitalares, dentre outras (Puerto et al., 2006;
Mutters, Walger & Lubbert, 2020). A descoberta de novos agentes microbianos ¢ fundamental
devido ao aparecimento de microrganismos resistentes e infec¢des oportunistas (Pena et al.,
2001). Dentre as principais bactérias que causam danos a satide humana, estao as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, € as bactérias Gram-negativas

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae.
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A principal diferenca entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas estd na
constituicdo da parede celular. Nas bactérias Gram-negativas a parede celular ¢ composta por uma
camada de peptideoglicano e envolvida por lipoproteina, membrana externa e lipopolissacarideo,
com uma membrana externa de lipidios que ¢ impermeavel a substancias hidrofilicas (Bado et al.,
2008). As bactérias Gram-positivas ndo possuem essa barreira seletiva tdo eficiente, pois possuem
apenas uma camada externa de peptideoglicano, sendo dividida em duas regides, um polimero de
aminoagucares transversais ¢ uma fra¢ao de pentapeptideo (Bado et al., 2008; Carvalho et al,
2013).

Ha também infecg¢des fingicas causadas, principalmente, por espécies do género Candida.
Estas leveduras comensais se tornam patogénicas quando ocorrem alteragdes nos mecanismos de
defesa do hospedeiro ou em procedimentos médicos invasivos. Estd associada a doencas
degenerativas, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, neoplasias, infecgdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) e imunodepressao por ato médico (Colombo & Guimaraes, 2003).

Ramasamy et al. (2010) isolaram 348 fungos endofiticos de 27 plantas medicinais da
Malasia e verificaram que 16% deles inibiram Bacillus subitilis e 2% inibiram Micrococcus luteus,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Fernandes et al. (2009) isolaram 22
fungos endofiticos das folhas de Coffea arabica L. e testou atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans, verificando que o isolado Alternaria
alternata apresentou melhor rendimento. Em revisdo sistematica realizada por Dantas, Alves &
Chapla (2021) foram relatados fungos endofiticos do Cerrado com propriedades antimicrobianas,

principalmente antiflingica, com destaque para o género Diaporthe.

1.8 Atividade antitumoral

O cancer ¢ considerado um dos principais problemas de saide mundial, com aumento de
casos todos os anos, em decorréncia da exposi¢ao a fatores ambientais associados ao processo de
industrializacdo ou por fatores genéticos (Guerra et al., 2005; Hegde & Chen, 2020). Nesta
patologia, ocorre proliferacdo celular anormal, desencadeada quando a renovacdo celular que
ocorre durante toda a vida apresenta falhas. A proliferagdao celular descontrolada pode afetar
tecidos adjacentes ou espalhar para outros 6rgaos (World Health Organization, 2002).

Metabdlitos secundérios e enzimas tém sido uma fonte promissora de firmacos
antitumorais, visto que 48% dos agentes anticancerigenos usados derivam-se direta ou
indiretamente dessas fontes naturais. As substancias bioativas de fungos endofiticos t€ém sido

avaliadas em programas de bioprospeccao para o desenvolvimento de novos farmacos (Strobel &
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Daisy, 2003; Newman & Cragg, 2012). Um exemplo de substincia bioativa ¢ o taxol, com
propriedades anticancerigenas, que pode ser obtido por diferentes espécies de fungos endofiticos
(Santos & Varavallo, 2011). O paclitaxel, que possui nome comercial Taxol®, que é obtido da
planta medicinal Taxus brevifolia Nutt., pode também ser obtido do fungo endofitico Taxomyces
andreanae primeiramente isolado desta planta (Stierle, Strobel & Stierle, 1993; Naik, 2019).
Chapla, Biasetto & Araujo (2013) obtiveram citocalasinas de dois endoéfitos identificados
como Xylaria sp. das plantas Piper aduncum L. e Senna spectabilis (DC.) Irwin et Barn. var.
excelsa (Schrad.) Irwin et Barn., que apresentaram forte atividade contra a linhagem tumoral
HeLa. Ikram ef al. (2019) obtiveram os fungos endofiticos Penicillium roqueforti e Trichoderma
reesei das raizes de Solanum surattense Burm.f., que apresentaram atividade contra a bactéria

fitopatogénica e causadora de tumores em vegetais Agrobacterium tumefaciens.

1.9 Atividade biorremediativa

A biorremediagdo pode ser entendida como um processo de aplicacdo de agentes
bioldgicos para diminuir a concentragdo de poluentes, com intuito de estabilizar e minimizar os
riscos de uma darea, recuperando-a gradativamente (Yadav & Yadav, 2017). A adogdo dessa
pratica tem como pontos positivos menor custo e utilizagdo de recursos naturais nessa
recuperagdo, com métodos que degradam, mineralizam, imobilizam, transformam ou removem
contaminantes. Existem dois métodos aplicados, o primeiro se da in situ, tratando-se diretamente
o local da contaminacao, e o segundo ex situ, retirando-se o material contaminado para tratamento
em outro local (Stepniewska & Kuzniar, 2013).

Microrganismos sdo os principais agentes da biorremediac¢do, os quais atuam também de
maneira indireta na fitorremediagdo (Azubuike, Chikere & Okpokwasili, 2016). A
fitorremediacao ¢ uma técnica de biorremediacao que utiliza plantas e microbios associados para
minimizar contaminagdes. Fungos endofiticos desempenham transformagdo organica e
inorganica, ciclagem de elementos e transformacdes de minerais, sendo, entdo, importantes para
a biorremediag¢ao, pois possibilitam tolerancia e degradacdo a um grande nimero de toxinas (Deng
& Cao, 2017). Na adaptacao da planta hospedeira, os endofitos imobilizam contaminantes do solo,
promovem o crescimento da planta, diminuem a fitotoxicidade e auxiliam na tolerancia aos metais
da planta (Li et al., 2012).

Algumas patentes descrevem o uso de fungos endofiticos para biorremediagdo e
fitorremediacao, tais como Fusarium oxysporum na fitorremediacdo de solo contaminado com

metais pesados (Peng et al., 2016), Fusarium culmorum e Muscodor albus na descontaminacao e
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decomposicao de residuos humanos e de outros animais (Strobel et al., 2005), Phomopsis sp.
[Diaporthe] (Wang et al., 2017a) e Xylaria sp. (Wang et al., 2017b) na degradacao de herbicida

na agua ou no solo.

1.10 Toxicidade

Os metabolitos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos, que desempenham o
papel de protecdo as plantas contra pragas, podem apresentar consideravel toxicidade, como por
exemplo, os alcaloides destes microrganismos em gramineas forrageiras contra herbivoros
(Azevedo, 1999; Bastias et al., 2018). No entanto, os efeitos benéficos na relagdo planta-
hospedeiro sdo maiores do que os maleficios, e por esta razdo vém ganhando notoriedade
biotecnoldgica (Peixoto Neto, Azevedo & Araujo, 2002; Burragoni & Jeon, 2021).

Espécies do género Fusarium, que tem sido frequentemente isoladas de plantas, sdo
geralmente relatadas como produtoras de micotoxinas, como por exemplo fumonisina, que causa
diversos disturbios em animais e seres humanos (Cendoya et al., 2018). Com isso, para o
armazenamento de plantas medicinais € necessario que o processo de desidratagdo seja feito com
cautela, dentro dos padrdes de qualidade, pois fungos podem ser potencialmente produtores de
toxinas. O armazenamento, transporte € exposicao para comercializacdo devem ser observados,
principalmente com relagao a umidade (Guido et al., 2004).

O género Phomopsis (atualmente Diaporthe) também € conhecido pela sua diversidade de
metabolitos secundarios bioativos, como citocalasinas, xantonas € a micotoxina fomopsina A,
sendo que muitos isolados desse género apresentam atividade citotdxica, antimalarica e
antituberculose, porém sem aplicagdes devido a sua toxicidade significativa (Hussain et al., 2009).
O potencial biotecnologico de parte dos metabdlitos secundarios produzidos por este género esta
nas micotoxinas que afetam o sistema nervoso de invertebrados (Bills et al., 2002).

A presenca de endofitos em plantas medicinais de interesse econdmico, como por exemplo
llex paraguariensis A.St.-Hil., Borreria G. Mey. e Heterosmilax japonica Kunth, é conhecida,
sendo que, mais recentemente, tem-se verificado a producdo de toxinas por estes fungos,
isoladamente ou em antibiose, as quais estdo relacionadas a prote¢do da planta contra insetos,

fitopatdgenos e endofitos (Mussi-Dias et al., 2012).

1.11 Atividade antagonistica contra fungos fitopatogénicos
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Fungos interagem intensamente com as plantas hospedeiras garantindo a elas resisténcia
contra patdgenos e parasitas, ¢ essa interagao benéfica tem sido explorada no manejo integrado de
doengas e pragas (Whipps, 2001).

Os pesticidas quimicos ainda continuam sendo utilizados em larga escala na agricultura,
no entanto, esses produtos podem causar contaminag¢des de aguas superficiais e subterraneas,
resisténcia em populagdes de patogenos, apresentar efeitos em organismos ndo-alvos, deixar
residuos em alimentos, entre tantas outras consequéncias maléficas (Amorim, Rezende &
Bergamin, 2011). O controle bioldgico de doengas em plantas, o qual utiliza de microrganismo(s)
para o controle populacional de outro organismo, ¢ uma metodologia alternativa ao uso de
agroquimicos, pois possui custo reduzido de manuten¢do, menor agressividade ao ecossistema e
eficiéncia comprovada (Azevedo et al., 2000; Bettiol et al., 2008).

O controle biologico ainda ndo ¢ generalizado entre os agricultores no Brasil, mas ha
avancos em alguns cultivos, como por exemplo a utilizagdo de produtos a base de Trichoderma
spp. em substratos de mudas, na qual a adicdo do fungo pode ser por via liquida, através da
irriga¢do, ou por solida, com a incorporagdo de micélio e conidios ao substrato (Ghazanfar ef al.,
2018). Outro exemplo ¢ a utilizagdo do fungo Hansfordia pulvinata para o controle do mal-das-
folhas da seringueira (Hevea brasiliensis L.) causado pelo fungo fitopatogénico Microcyclus ulei
(Bettiol et al., 2008).

Lopes et al. (2017) isolaram fungos endofiticos das folhas e hastes da planta medicinal
Cymbopogon nardus L. Rendle e avaliaram o potencial antagbnico desse fungo contra
fitopatdégenos. Os autores verificaram que os endofitos Trichoderma sp. e Fusarium sp.
apresentaram maior potencial antagonico, em que os isolados de Trichoderma sp. inibiram o
crescimento dos fitopatdgenos Bipolaris oryzae, Curvularia lunata e Fusarium oxysporum. Silva
et al. (2013b) utilizaram isolados de Trichoderma spp. das folhas, sementes, raizes e frutos da
planta medicinal llex paraguariensis A.St.-Hil. e da planta adstringente e parasiticida Carya
illinoinensis (Wangenh.) K.Koch contra isolados de Pestalotiopsis clavispora patdgenos da
propria Carya illinoinensis, em que a maioria dos isolados de Trichoderma spp. apresentou alta
capacidade antagdnica.

Com isso, a presente revisdo de literatura demonstra que fungos endofiticos que habitam
plantas medicinais, incluindo as do bioma Cerrado, apresentam potenciais fontes de metabolitos
secundarios e enzimas com propriedades bioativas, sendo necessarias novas pesquisas envolvendo
fungos endofiticos presentes em espécies vegetais até entdo nao estudadas. Estes resultados podem

ampliar a descrigdo de atividades biologicas de interesse biotecnoldgico.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Analisar a tendéncia global de pesquisas sobre atividade bioldgica em fungos endofiticos
e prospectar essas propriedades em fungos endofiticos associados a folhas de Palicourea rigida

Kunth (Rubiaceae), uma planta medicinal nativa do Cerrado.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar uma revisdo cienciométrica da producdo cientifica global sobre a atividade
biologica em fungos endofiticos.

- Isolar e cultivar fungos endofiticos de folhas de P. rigida em area de Cerrado.

- Investigar a capacidade de produgdo de metabolitos secundarios desses isolados fungicos.

- Investigar a atividade enzimdtica de amilase, celulase, protease, lipase, pectinase e tanase.

- Investigar a atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de radicais livres 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e poder de redugao do ion férrico (FRAP).

- Investigar a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
e leveduras causadoras de doengas humanas.

- Investigar a atividade antitumoral em tecidos de batata.

- Investigar a atividade biorremediativa em solo contaminado com 6leo de soja.

- Investigar a toxicidade sobre Artemia salina Leach.

- Investigar a atividade antagonistica contra fungos fitopatogénicos.
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Resumo Simples: Produtos naturais produzidos por fungos endofiticos tém instigado pesquisas em
todo o mundo, vistos como uma possibilidade para diversas aplicagdes biotecnoldgicas. As
atividades biologicas relatadas nesses microrganismos apontam para o valioso reservatorio de
compostos bioativos, muitas vezes semelhantes aos das plantas hospedeiras. Nesta revisao,
analisamos a tendéncia mundial das pesquisas sobre atividade biologica em fungos endofiticos,
considerando na anélise das publicagdes o titulo, o resumo e as palavras-chave. Assim, destacamos
as caracteristicas temporais dos artigos, paises, instituigdes e autores mais relevantes e a
classificagdo das atividades bioldgicas confirmadas. Nosso estudo confirma o progresso nesta area.

Resumo: Fungos endofiticos colonizam o interior dos vegetais, estabelecendo uma relagao
mutualistica, sem causar danos aparentes, e distribuem-se por 6rgdos e tecidos do hospedeiro. A
importancia biotecnologica desses microrganismos tem instigado pesquisas pelo mundo. Por meio
da cienciometria ¢ possivel verificar tendéncias e lacunas em diferentes areas da pesquisa,
contribuindo com a sociedade académica para que novos estudos sejam fomentados. Com o objetivo
de identificar a produ¢do do conhecimento cientifico acerca da atividade biologica em fungos
endofiticos, foi realizado um levantamento na plataforma Web of Science, dos trabalhos publicados
entre 1997 e 2019, que possuem no titulo, resumo ou palavras-chave os termos (Fung* AND
Endophytic) AND (Bioprospecting OR Bio-prospecting OR Prospecting OR Bioactivit* OR
“Biological Activit*”). Foram obtidos 458 trabalhos que atenderam ao critério da busca e, entdo,
averiguadas as seguintes informacdes: ano de publica¢do; média de citagdo por ano; periddico;
indice H do periddico; area de concentracdo; palavras-chave e coocorréncia entre elas; autores e
coautores; artigos mais citados; indice H dos dez autores mais frequentes; pais de filiacdo dos
autores e coautores; rede de colaboracdo entre paises, institui¢des e periddicos; bioensaios
realizados por ano; e atividade biologica verificadas em fungos endofiticos. A distribuicao temporal
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dos artigos apresentou aumento a partir da década de 2000, quando houve maior financiamento
mundial em universidades e investimento em ciéncia. A China € o pais mais frequente a sediar as
pesquisas, seguido do Brasil e india. Esse investimento refletiu entre 2016 a 2019, periodo em que
houve maior quantidade de bioensaios, de modo que quase metade (43%) comprovam atividade
antimicrobiana (antibacteriana, antifiingica, antiparasitdria, antiviral), seguida por atividade
antitumoral (29%). Essas propriedades demonstram a capacidade dos fungos endofiticos
produzirem moléculas bioativas de interesse farmacologico e agrondmico.

Palavras-chave: bioatividade; indicadores cienciométricos; pesquisa quantitativa; produtos
naturais.

1. Introducao

Microrganismos endofiticos, incluindo os fungos, habitam de forma assintomatica os tecidos
vivos internos de plantas saudéaveis, apresentando uma interagdo com a planta hospedeira,
conferindo auxilio no crescimento e resisténcia a herbivoria, patdégenos e estresses abioticos [1]. Em
contrapartida, os endofitos recebem protegdo e nutrientes do hospedeiro [2]. No entanto, em algum
momento, estes podem se tornar patogénicos devido a interferéncias bidticas ou abidticas [3],
sugerindo-se que a interagcdo fungo e planta hospedeira seja caracterizada pelo equilibrio entre o
potencial de viruléncia do fungo e a defesa da planta [4,5]. Além disso, sabe-se que cada hospedeiro
vegetal pode abrigar uma comunidade endofitica, entretanto, a frequéncia e composi¢ao dos
endofitos depende das caracteristicas ambientais (principalmente o clima), distribuigdo geografica
das plantas, umidade do ambiente, idade e tecido vegetal [6,7].

Metabolitos secundarios e enzimas de fungos endofiticos tém apresentado grande importancia
biotecnoldgica, principalmente na composi¢do de novos fairmacos e no controle biolodgico de pragas
na agricultura [8]. Ensaios de bioprospeccao desses organismos tem revelado compostos naturais
com atividade antibacteriana, antiflingica, antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante e
antiprotozoaria com perspectivas para uso no tratamento de doencas e notaveis aplicacdes
industriais [9,10]. A manipulagdo de microrganismos endofiticos possibilita formas mais eficientes
de produzir farmacos, minimizando o perigo de extingdo de espécies vegetais que, ao longo dos
anos, vém sofrendo pressdo indiscriminada para extragdo de produtos medicinais [11].

O levantamento bibliografico realizado por Jia et al. (2016) [12] apontou que 96 espécies
medicinais abrigam fungos endofiticos produtores de compostos bioativos, em que as hospedeiras
sdo comumente utilizadas como medicamentos por consumo direto ou extracdo de componentes.
Verificou-se ainda que os endofitos associados a Taxaceae e Orchidaceae sdo maiores do que em
outras familias. As espécies da familia Taxaceae estdo relacionadas com endoéfitos produtores de
taxol, um diterpenoide com atividade antitumoral, principalmente para tratamento de cancer de

ovario, utero ¢ mama [13].
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Os endofitos possuem a capacidade de promover acumulo de metabolitos secundarios das suas
plantas hospedeiras, e assim, os pesquisadores realizam isolamento desses microrganismos em
plantas com propriedades terapéuticas na busca de compostos semelhantes [14]. Isso € justificado
pela perda acelerada de espécies medicinais, comprometendo mais de 50.000 espécies pela
destruicdo do habitat natural [15]. Para atender a demanda médica e agrondmica, ¢ importante
encontrar fontes alternativas de compostos bioativos, principalmente em hospedeiras ameacadas ou
de dificil cultivo [16].

Pesquisas envolvendo beneficios de fungos endofiticos tem ganhado destaque em todo o mundo
[17], como apresenta a revisao de Rashmi, Kushveer & Sarma (2019) [18], em que ¢ relatada uma
lista com mais de 800 géneros que apresentam compostos bioativos, sendo os géneros dominantes
Alternaria, Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Penicillium ¢ Phoma. Com intuito de fazer um
levantamento das tendéncias de atividades bioldgicas desses microrganismos, a cienciometria ¢ uma
forte aliada na avaliacdo de aspectos quantitativos dessas pesquisas, verificando jornais cientificos,
autores, aspectos gerais dos artigos e a comunicagdo entre os cientistas [19,20]. Considerando o
avanco das pesquisas verificando o potencial biotecnologico dos fungos endofiticos, nessa revisao,
nds objetivamos contribuir com uma andélise cienciométrica da literatura cientifica global sobre

atividade biologica em fungos endofiticos.

2. Metodologia

Considerando-se as publicagdes disponibilizadas na plataforma Web of Science (Clarivate
Analytics) durante o periodo de 1945 a 2019, foi feita uma pesquisa utilizando-se como termos de
busca e respectivos operadores booleanos: (Fung®* AND Endophytic) AND (Bioprospecting OR
Bio-prospecting OR Prospecting OR Bioactivit* OR “Biological Activit*”) incluidos no titulo,
resumo e palavras-chave. Os trabalhos cientificos recuperados foram avaliados individualmente
quanto ao atendimento da tematica e categorizados em artigo original (article), artigo de corre¢ao
(correction) e artigo de revisao (review).

Para cada publicacdo cientifica recuperada na plataforma, foram registradas as informagdes: a)
ano de publicacdo, b) média de citagdo de artigos por ano, c) peridodico em que o trabalho foi
publicado, d) indice H do periddico, e) area de concentragao, f) palavras-chave e coocorréncia entre
elas, g) autores e coautores, h) artigos mais citados, 1) indice H dos dez autores que mais publicaram,
J) paises da filiacdo de autores e coautores, k) colaboracdo entre paises, institui¢des e periodicos, 1)
bioensaios realizados por ano e m) atividades bioldgicas verificadas em fungos endofiticos. A
analise foi realizada no software R [21] com auxilio do pacote bibliometrix [22]. Para associagao

entre palavras-chave foi utilizado grafico de coocorréncia, a partir do algoritmo de agrupamento
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walktrap, o qual captura a estrutura da comunidade simulando random walks (passeios aleatorios)
em redes [23]. Utilizou-se grafico de fluxo (diagrama de Sankey) para apresentar a colaboragao

entre paises, instituigdes e periddicos.

3. Resultados

A busca inicial resultou em 675 publicagdes cientificas, das quais 458 atendiam a tematica
estudada, sendo 392 artigos originais, trés artigos de correcao e 63 artigos de revisdo. As publicagdes
recuperadas estdo distribuidas em 197 periddicos. Além disso, foram encontradas 1329 palavras-
chave e uma média de 18,87 citagdes por artigo. Apesar da busca ter incluido desde o ano de 1945,
os primeiros trabalhos encontrados abordando essa tematica datam de 1997 (n=2). Foi observado
um aumento acentuado de trabalhos a partir de 2005. O maior nimero de trabalhos foi em 2018
(n=70) (Figura 1a). A maior média de citagdes por artigo foi em 2006 (n=159) (Figura 1b). O nimero
expressivo de citacdes neste ano se deve ao artigo “Natural products from plant-associated
microorganisms: distribution, structural diversity, bioactivity, and implications of their occurrence”
publicado em Journal of Natural Products [24], que recebeu 528 citacdes, seguido pelos artigos
“Molecular characterization and antimicrobial activity of endophytic fungi from coffee plants”
publicado no World Journal of Microbiology & Biotechnology [25], com 62 citagdes, e
“Marinamide, a novel alkaloid and its methyl ester produced by the application of mixed
fermentation technique to two mangrove endophytic fungi from the South China Sea” publicado no
Chinese Science Bulletin [26], com 45 citagdes. Essa série temporal mostra a visibilidade dos artigos
em 2006, com artigos de revisdo e experimentais, trazendo uma ampla variedade e caracterizagao
de moléculas bioativas. Por outro lado, os artigos publicados a partir de 2011 ndo atingiram

repercussao cientifica suficiente para serem citados.
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Figura 1 - Distribuicao temporal (a) da producao cientifica e (b) da média de citagdes de artigos por

ano. A curva exponencial crescente (a) denota a tendéncia geral (valor-p: 2.85713).

O periddico Marine Drugs foi o que apresentou o maior nimero de publicagdes (n=16), seguido
por World Journal of Microbiology & Biotechnology (n=15) e Journal of Natural Products (n=15)
(Figura 2a). Os periodicos com maior indice H foram European Journal of Organic Chemistry
(n=13), seguido por Marine Drugs (n=10), Planta Medica (n=8) e Journal of Natural Products (n=8)
(Figura 2b). Em relacdo a 4rea de concentracdo, 52 trabalhos estdo na 4rea de “Microbiologia”,
seguidos por “Quimica” (n=45), e “Biotecnologia e Microbiologia Aplicada” (n=43) (Figura 2c).
Outras areas de concentragdo também merecem destaque (e.g.: “Farmacologia e Farmacia”,
“Bioquimica e Biologia Molecular” e “Ciéncia e Tecnologia”), sendo que 229 trabalhos se

enquadram em duas ou mais areas de concentragao.
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Figura 2 - Distribuicao dos (a) artigos quanto ao periddico, (b) dos periddicos quanto ao indice H,

(c) dos artigos quanto a area de concentragao.

A busca por palavra-chave mais utilizada revelou que “natural-products” foi citada 95 vezes;
seguida de “metabolites” e “secondary metabolites”, com 84 e 56 ocorréncias, respectivamente
(Figura 3a), as quais aparecem em destaque na rede de coocorréncia (Figura 3b). A palavra-chave
“natural-products” ¢ utilizada com as palavras-chave “metabolites”, “identification”, “diversity”,

J4

“microorganisms”, dentre outras, assim como a palavra-chave “secondary metabolites” ¢ utilizada
(154

com as palavras-chave “biological-activity”, “biological-activities”, “endophytic fungus”, “in-

vitro”, “fungi”, dentre outras.
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Figura 3 — Palavras-chave encontradas nos artigos, (a) dindmica das mais frequentes, (b) rede de

coocorréncia das mais frequentes.

Os autores e coautores com maior niumero de publica¢des sdo Barbara Schulz (SCHULZ, B) e
Siergfried Draeger (DRAEGER, S) (com 16 artigos cada), seguidos de Karsten Krohn (KROHN,
K) (n=15) (Figura 4a). O artigo com maior numero de citagdes ¢ “Natural products from plant-
associated microorganisms: Distribution, structural diversity, bioactivity, and implications of their
occurrence” (GUNATILAKA, 2006) [24] com 513 citagdes, o equivalente a 37 citacdes por ano
(Figura 4b), o qual apresenta uma revisdo de microrganismos associados a plantas, como recurso

enorme e inexplorado de produtos naturais, com estruturas quimicas de relevancia biolégica, com
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enfoque em fungos endofiticos.
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Figura 4 — Distribui¢do (a) dos autores segundo o total de publicacdes, (b) dos artigos segundo o

total de citagoes.

Dentre os autores que mais publicaram, Barbara Schulz e Siergfried Draeger, pertencem a
mesma institui¢do de pesquisa, Universidade de Tecnologia de Braunschweig em Braunschweig na

Alemanha. Dentre os 10 autores que mais publicaram, Peter Proksch da Universidade Heinrich
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Heine de Dusseldorf em Dusseldorf na Alemanha, possui o maior indice H (n=58) (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribui¢dao dos 10 autores que mais publicaram, quanto a institui¢ao de filiagdo, pais e

indice H
Author and Co- Affiliation Country h-
author index
Barbara Schulz Braunschweig University Germany 37
of Technology
Siegfried Braunschweig University Germany 33
Draeger of Technology
Karsten Krohn University of Paderborn Germany 37
Ligang Zhou China Agricultural China 30
University
Junfeng Wang Chinese Academy of China 22
Sciences
Gary Allan Montana State University USA 56
Strobel
Luiz Henrique Universidade Federal de Brazil 23
Rosa Minas Gerais
Peter Proksch Heinrich Heine University Germany 58
Dusseldorf
Xiaohan Wang South China Agricultural China 11
University
Gennaro University of Pisa Italy 38
Pescitelli

China foi o pais com o maior nimero de pesquisas realizadas (412 artigos), seguido do Brasil
(n=189) e india (n=160) (Figura 5a). Os EUA apresentam a maior rede de colaboragdo entre paises,
com China, India, Brasil, Egito e Reino Unido. As institui¢des que mais publicam entre diferentes
periddicos sao Universidade de Sao Paulo, Universidade Federal do Parand e Universidade Federal
de Minas Gerais (Brasil) e China Sun Yat-sen University, China Agricultural University e Zhejiang
University (China). Também foi verificado que a University of Mississippi (EUA) foi a que obteve
o maior numero de publicagdes em diferentes peridodicos (n=7). A Sun Yat-sen University (na

China) foi a tinica institui¢ao a publicar no periédico Marine Drugs (Figura 5b).
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Figura 5 - Principais paises (a) a sediar pesquisas sobre atividade bioldgica em fungos endofiticos,

(b) institui¢des e periddicos no fluxo de colaboragdo das pesquisas.

As andlises relacionadas a atividade bioldgica abordada nos 395 artigos experimentais revelam

que houve 484 bioensaios (alguns trabalhos verificavam apenas uma atividade e outros mais de uma
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atividade). A maioria dos bioensaios ocorreu a partir de 2014, sendo 2018 0 ano com 0 maior nimero

de registros (n=81), seguido por 2019 (n=79), 2016 (n=51), 2017 (n=48) e 2014 (n=42) (Figura 6).
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Figura 6 — Distribui¢do dos bioensaios descritos na literatura cientifica catalogada na base Web of

Science, entre 1997 a 2019.

A categorizagdo das atividades biologicas resultou em 12 grupos (e.g.: antimicrobiana,

antitumoral, enzimatica, antioxidante, inseticida, anti-inflamatoria, imunomodulatoéria,
antidiabética, estimulo a germinagdo de sementes, antiobesidade, antialgal, anti-hemodlise). A
atividade antimicrobiana (antibacteriana, antifungica, antiparasitaria, antiviral) correspondeu a
quase 50% dos bioensaios (n=208), seguida da atividade antitumoral (29%, n=140) e atividade
enzimatica (9%, n=44). Outros tipos de atividades (e.g.: antioxidante, inseticida, anti-inflamatoria,
imunomodulatéria, antidiabética, estimulo a germinagao de sementes, antiobesidade, antialgal, anti-

hemolise) tiveram percentual inferior a 9% (Figura 7).

Percentage of Biological Activity

_0,20%
0,40% __ 0,20% _

| 0,20%
1.5% _ |

7,4% | 0a0%

B5%

_0,20%

= ANTIMICROBIAL

= ANTIMUMOR

= ENZYMATIC
ANTIOXIDANT

n [NSECTICIDAL

u ANTHMFLAMMATORY

n ANTIDIABETIC

n IMMUNOMODULATORY

n STIMULATING SEED GERMINATION

= ANTHOBESITY

n ANTFALGAL

= ANTHHEMOLYSIS

71



Figura 7 — Distribuicdo dos artigos segundo o tipo de atividade bioldgica.

4. Discussiao

A evolugdo das publicagdes sobre atividade biologica em fungos endofiticos ao longo dos anos
aponta o aumento do interesse dos pesquisadores pela descoberta de novos bioativos, levando-se em
consideragdo que o numero de trabalhos cientificos ¢ a forma mais eficaz para medir esse
crescimento [27]. As primeiras publicagdes tiveram inicio em 1997, assim corroborando com o
levantamento de Gupta et al. (2020) [28], que menciona que primeiros trabalhos experimentais
envolvendo esse tema, ainda que poucos, datam da década de 90, marcando assim o inicio e
apreciacdo dos pesquisadores pelos compostos bioativos desses microrganismos. Apesar dos
primeiros estudos de importancia biotecnologica de fungos endofiticos terem sido publicados na
década de 1990, esses endofitos ja haviam sido relatados em estudos anteriores (e.g.: desde 1866) e
descritos em tecidos fossilizados de plantas, apontando que essa relagdo simbiotica mutualistica é
primitiva [29,30].

A partir da descoberta do potencial biotecnologico dos endofitos, foi observado aumento
significativo da producao cientifica a partir de 2000, e isso se deve também ao maior financiamento
mundial em universidades, oferecendo subsidios para formagdo académica e investimento em
ciéncia, além da aten¢do pelas aplicabilidades no tratamento das enfermidades [31]. O aumento de
pesquisas cientificas se deve pela constante busca de novos compostos bioativos com oportunidades
de aplicagdes na medicina e biotecnologia [32]. Pandey et al. (2014) [32] apontaram que estas
investigacdes continuardo avancando, trazendo melhores percepgdes dos compostos e suas
atividades biologicas; fato observado neste estudo que demonstra um aumento significativo de
publicacdes cientificas em 2018 e 2019.

Pesquisas envolvendo atividade bioldgica em fungos endofiticos estdo alinhadas em trés
grandes areas de concentracdo (microbiologia [incluindo microbiologia aplicada], quimica e
biotecnologia), isso porque os metabolitos e enzimas extracelulares produzidos por esses
microrganismos podem ser aplicaveis em varios processos industriais e agricolas [33]. Isso estimula
o isolamento de fungos endofiticos de hospedeiros ainda ndo estudados, na busca de novos produtos
naturais, e justifica a utilizacdo das palavras-chave “produtos naturais”, ‘“metabolitos” e
“metabolitos secundarios”. Strobel (2003) [7] aponta que a associagdo bioldgica entre endofito e
planta hospedeira produza uma diversidade de metabolitos secundarios, e que essa associagao pode
ter desenvolvido sistema genético que permite a transferéncia entre eles. Ainda, pelo fato das
publicagdes serem realizadas em um curto e determinado tempo (Figura 1a) - menos de duas décadas

- a interacdo entre pesquisadores pode explicar a repeticdo de metodologias, o que facilita a
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discussdo dos dados, e com isso, a repeti¢do de palavras-chave [34].

Entre os dez autores com maior nimero de publicagdes, quatro (Barbara Schulz, Siergfried
Draeger, Karsten Krohn e Peter Proksch) pertencem a instituicdes da Alemanha. O governo alemao
vem projetando a pesquisa e inovacdo no eixo de suas politicas de crescimento, garantindo
condicdes basicas e essenciais para um ambiente propicio a educacdo [35]. Dentre essas politicas,
destaca-se o programa HightechStrategie de 2005, que ¢ o maior programa de pesquisa e inovagao
em andamento, além deste podem ser citadas outras politicas (e.g.: Iniciativa da Exceléncia, o Pacto
da Educacao Superior e o Pacto para Pesquisa e Inovagdo) que fomentam o progresso das pesquisas
nas universidades [35].

No entanto, a China € o pais que detém maior numero de publicagdes numa avaliacdo entre
autores e coautores, apontando investimentos em infraestrutura e financiamento de pesquisas, tanto
por 6rgdos publicos quanto empresas privadas. A National Science Foundation (2018) [36] mostrou
que desde 2000 a China aumentou seus investimentos em pesquisa ¢ desenvolvimento, em uma
média de 18% anual contra uma média de 4%, no mesmo periodo, dos EUA. Esse investimento ja
trouxe importantes mudancas desde 2018 quando a China ultrapassou os EUA em numeros de
publicagdes [37], resultado semelhante observado no nosso estudo.

Os dados obtidos em nosso estudo estdo em acordo com os obtidos por Gongalves, Bastos e
Hanna (2017) [38] que demonstraram que a China possui maior quantitativo de patentes envolvendo
fungos endofiticos aplicados na area farmacéutica e cosmética (31 patentes, 86% dos documentos
encontrados). O territorio chinés apresenta uma rica biodiversidade, sendo relatadas mais de 30 mil
espécies de microrganismos, o que gera um grande potencial natural para pesquisas cientificas de
grande interesse para as industrias farmacéuticas e de biotecnologia como setores estratégicos. A
meta das industrias ¢ o desenvolvimento e comercializacdo de medicamentos inovadores,
principalmente para o tratamento de doencas cronicas e infecgdes [39]. Outros paises em
desenvolvimento, como Brasil e India, aparecem no ranking dos que mais publicaram atestando
atividade bioldgica em fungos endofiticos, e, portanto, também se interessam em novas pesquisas
nessa area estratégica de desenvolvimento. Apesar de o Brasil ocupar a segunda colocagdo de paises
com maior niimero de publicagdes, Gongalves, Bastos e Hanna (2017) [38] mencionam que ainda
sd0 necessarios maiores investimentos nas universidades para o desenvolvimento de novas
tecnologias, sendo registradas poucas patentes relacionadas a fungos endofiticos e suas
aplicabilidades na base de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPT).

Os periddicos que mais publicaram artigos comprovando atividades bioldgicas em fungos
endofiticos, Marine Drugs (3,5%), World Journal of Microbiology & Biotechnology (3,3%) e

Journal of Natural Products (3,3%) sdo responsaveis por pouco mais de 10% das publicagdes que
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contribuem com a bioquimica dos endoéfitos, sejam por hospedeiras terrestre ou marinha. Com
relacdo ao periddico com maior indice H, foi verificado que o European Journal Organic Chemistry,
entre 2005 e 2006 ja estava na 4* colocagao no ranking desse indice [40], e, assim, apresentou um
avanco no numero de publicacdes, tornando-se um dos 20 periddicos mais relevantes na area de
quimica organica.

Os EUA sao o pais com predominancia de rede de colaboragdo das pesquisas, merecendo
destaque, uma vez que apresenta disparidade de conhecimento técnico-cientifico em bioprospeccao
utilizando fungos [41], o que leva a existéncia cada vez maior de cooperagdo e troca de
conhecimento com paises em desenvolvimento, com destaques para a China, India e Brasil. A maior
quantidade de bioensaios realizados em 2018 (17%), 2019 (16%), 2016 (11%), e 2017 (10%), foi
responsavel por quase 55% do total das pesquisas, demonstrando uma tendéncia de crescimento.

Os principios ativos estudados comprovaram com maior frequéncia propriedades
antimicrobianas em quase metade dos bioensaios, dada a importancia clinica de microrganismos
patogénicos, especialmente bactérias resistentes a drogas, o que justifica a busca por substancias
com novas atividades antimicrobianas [42]. Além disso, quase 30% dos bioensaios comprovaram
propriedades antitumorais, com novas perspectivas para explorar drogas contra o cincer. Pelo
grande valor econdmico dessas terapias, Chen et al. (2014) [43] relataram que entre 2010 e 2013,
cerca de 100 pesquisas com metabolitos secundarios de fungos endofiticos com essas propriedades
estavam em andamento, principalmente na China e India, e pelo menos 30 novos metabélitos foram

isolados.

5. Conclusdes

A analise das publicacdes envolvendo atividade biologica em fungos endofiticos revelou uma
tendéncia de crescimento no numero de trabalhos a partir da década 2000, sendo China, Brasil e
india os paises que conduziram o maior nimero dessas pesquisas. Além disso, os periddicos que
mais publicaram artigos cientificos com resultados de bioatividade de fungos endofiticos foram
Marine Drugs, World Journal of Microbiology & Biotechnology, Journal of Natural Products,
Molecules e European Journal of Organic Chemistry, sendo este ultimo o de maior indice H. O
rapido e importante aumento no niimero de bioensaios entre 2016 e 2019 aponta a evolucdo da
producao cientifica no mundo, e que paises em desenvolvimento tem se preocupado em buscar
novas fontes de compostos bioativos nos microrganismos endofiticos. Destacaram-se os estudos que
comprovaram propriedades antimicrobianas e antitumorais, sendo as atividades mais encontradas,

com possibilidade de aplicagdes futuras.
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Manuscrito publicado na revista cientifica Journal of Fungi (JCR 2020: 5.816), e, portanto,
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Resumo

Uma infinidade de plantas do Cerrado brasileiro sdo conhecidas por suas propriedades medicinais,
muitas das quais sdo atribuidas aos fungos endéfitos que nelas habitam. Essa interag@o resulta na
producao de compostos bioativos tanto pela planta quanto pelos endofitos. Esse estudo teve por
objetivo realizar a bioprospecc¢ao da atividade bioldgica em fungos endofiticos isolados de folhas
da planta medicinal Palicourea rigida Kunth, nativa do Cerrado. Quatro isolados flingicos
(Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe
sp. SXS652) foram cultivados sob agitacdo, em caldo Czapek-Dox, nos quais foi detectada a
presenca de feno6is e flavonoides, além da producao de amilase, celulase, protease e tanase, e ainda
atividade antioxidante em teores menores € moderados, sendo 5,6804; 22,4748; 11,8528; € 27,4803
mg.mL!, respectivamente, quando se avaliou o sequestro de radicais livres (DPPH) e 8,0917;
47,0602; 0; e 32,2691 mol Fe**.mg!, respectivamente, para a redu¢do de sulfato ferroso (FRAP). A
analise da atividade antimicrobiana mostrou que o extrato de Botryosphaeriales SXS651 apresentou
uma concentragdo minima inibitéria (CMI) de 23,20 mg.mL! contra Staphylococcus epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa; e Diaporthe sp. SXS652 apresentou CMI de 27,00 mg.mL! contra
Escherichia coli. Na avaliagdo antitumoral, o isolado Colletotrichum sp. SXS649 apresentou
inibicdo de tumores em discos de batata em 69%, na concentracdo de 9,70 mg.mL!. Todos os
isolados se mostraram eficientes agentes da biorremediacdo de solo contaminado com 6leo de soja,
de modo que o solo tratado com esses isolados permitiram uma taxa de germinacdo de Lactuca
sativa superior, com reducdo da fitotoxicidade acima de 20%. Além disso, todos os isolados
mostraram ac¢do antagonistica aos fungos fitopatogénicos Aspergillus niger, Inonotus rickii,
Pestalotiopsis mangiferae e Coniophora puteana (taxa de inibicao entre 34,2 e 76,9%). Na avaliacao
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da toxicidade preliminar, todos os isolados apresentaram alta toxicidade (CLso <100 mg.mL') ao
microcrustaceo Artemia salina. Os resultados obtidos revelam que os fungos endofiticos estudados
sdao promissores candidatos para serem empregados em processos biotecnoldgicos, como agentes
terapéuticos; em processos de biorremediagdo de solos; e na agricultura para o controle biologico
de fungos fitopatogé€nicos. No entanto, sdo necessarios novos ensaios verificando a toxicidade.

Palavras-chave: Potencial biotecnologico; bioprospeccdo; metabdlitos secundarios; produtos
naturais.

Introducao

O Cerrado brasileiro ¢ a maior regido de vegetacdo de savana tropical do mundo, sendo um dos
principais hotspots de biodiversidade, com muitas espécies endémicas e algumas ameagadas
(Mittermeier et al., 2005; Coelho et al., 2020). Uma grande parcela da biodiversidade do Cerrado ¢
constituida por plantas medicinais, as quais sdao utilizadas na medicina popular ou em rituais
religiosos (Mussi-Dias et al., 2012). Além disso, muitas plantas medicinais do Cerrado tém sido
processadas pela industria farmacéutica para obtencao de substancias bioativas, ou utilizadas como
medicamento fitoterapico (Da Silva, Confortin & Swamy, 2021).

Produtos naturais contendo metabolitos secundarios sao importantes indicadores de
bioatividade das espécies vegetais (Newman & Cragg, 2012). Além das plantas, microrganismos
endofiticos também vém sendo explorados para obtencdo desses compostos (Rajamanikyam et al.,
2017). Diversos tecidos das plantas abrigam microrganismos endofiticos que desempenham
protecdo contra pragas e patdgenos, auxiliando no crescimento vegetal, resisténcia a estresses,
producdo de enzimas e outros metabdlitos (Sun & Guo, 2012). Em contrapartida, os fungos
endofiticos recebem nutrientes e protecdo do hospedeiro (Vasundhara, Reddy & Kumar, 2019). A
exploracdo mundial de plantas medicinais tem levado a perda da diversidade, o que reforca a
necessidade de investigacdo e descobertas de diferentes fontes de compostos bioativos (Gupta et al.,
2020). Os fungos sao fontes valiosas de produtos naturais com potenciais diversos (Stierle, Strobel
& Stierle, 1993; Zheng et al., 2021).

Nos tultimos anos, diversas atividades bioldgicas tém sido verificadas em produtos naturais de
fungos endofiticos com potenciais aplicacdes biotecnoldgicas. Apesar disso, pesquisas de
bioprospeccdo em endofitos ainda necessitam de grande atencdo, visto que existem poucas
produgdes a partir deles no mercado farmacéutico (Kumara et al., 2012; Gupta et al., 2020). As
principais atividades biologicas de fungos endofiticos sdo antimicrobiana (Phongpaichit et al., 2006;
Chutulo & Raju, 2020), antitumoral (Cui, Guo & Xiao, 2011; Chen et al., 2016), enzimatica
(Bhagobaty & Joshi, 2012), antioxidante (Huang et al., 2007; Nuraini, Setyaningsih & Susilowati,
2019), e inseticida (Hu et al., 2005; Rosa et al., 2011). Diversos produtos naturais de fungos
endofiticos isolados de plantas medicinais do Cerrado brasileiro sdo relatados na literatura, os quais
destacam atividade antimicrobiana e anticancer de endofitos de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville (Carvalho et al., 2012), e de Baccharis trimera (Less.) DC. (Vieira et al., 2014) e
atividade antioxidante e anticolinesterasica de fungos endofiticos de Casearia sylvestris Sw.
(Chapla et al., 2018).

Palicourea rigida Kunth (Rubiaceae) ¢ uma planta medicinal nativa do Cerrado utilizada na
medicina popular para o tratamentos de desordens urinarias e do sistema reprodutor feminino (Rosa
et al., 2010a; Moraes et al., 2017) e também como diurética, hipotensora, cicatrizante e ainda no
tratamento de dores estomacais, renais e tosses (Pinheiro et al.,, 2018). No entanto, sua micobiota
endofitica ainda nao foi estudada, tampouco quanto propriedades bioativas desses fungos. Esse
trabalho teve por objetivo promover a bioprospeccao da atividade biologica de fungos endofiticos
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isolados de folhas de P. rigida quanto ao potencial enzimatico, antioxidante, antimicrobiano,
antitumoral, biorremediativo, antagonistico e de toxicidade.

Material e métodos

Area de coleta e obtencio dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos estudados foram isolados de folhas de P. rigida da Reserva Ecologica da
UEG (REC-UEG), um fragmento de cerrado sensu stricto localizado no Campus Central da
Universidade Estadual de Goias, Anépolis, Goias (16°23°40°°S e 37°57°32”°W) (Figura 1). A area
¢ caracterizada pelas fitofisionomias cerrado sensu stricto, mata seca e mata de galeria (Barreto &
Angelini, 2003). O clima da regido ¢ do tipo Cwb (tropical de altitude, com inverno seco e verao
quente e imido) segundo a classificacdo de Koppen (Cardoso & Marcuzzo, 2014).
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Figura 1. Localizagao geografica da Reserva Ecoldgica da UEG (REC-UEG), Anapolis, Goiés,
Brasil e espécimes de Palicourea rigida amostrados.

Foram selecionados trés espécimes sadios de P. rigida localizados no cerrado sensu stricto, nos
pontos assim georreferenciados: 1) 16°22°53°°S e 48°56°39°°W, 2) 16°22°43’S ¢ 48°56°34°W e 3)
16°22°14°S e 48°56°30°’W. Uma amostra da planta foi incorporada ao acervo do Herbario da
Universidade Estadual de Goias (HUEG), sob o seguinte codigo de acesso: HUEG 13846.

Folhas foram coletadas para o isolamento de fungos endofiticos utilizando-se metodologia
adaptada de Rosa et al. (2010b). Primeiramente, elas foram lavadas em 4agua corrente para retirada
de residuos de poeira, em seguida, imersos em etanol 70% por um minuto, em seguida transferidos
para solucdo hipoclorito de sodio (2% de cloro ativo) por trés minutos, € novamente imersos em
etanol 70% por 30 segundos, seguido por duas vezes em dgua destilada esterilizada. Fragmentos de
aproximadamente 3 a 5 mm? foram cortados com auxilio de uma tesoura.
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Os fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar
(BDA) suplementado com antibiético cloranfenicol (100 pg.mL™') para restringir o crescimento
bacteriano. As placas foram incubadas a 27+2°C por até 60 dias e monitoradas semanalmente. Cada
coldnia de fungo visualizada foi transferida para uma nova placa contendo meio BDA para obteng¢ao
de culturas puras. Entre os isolados obtidos, quatro (SXS649, SXS650, SXS651 ¢ SXS652)
apresentaram crescimento vigoroso ¢ foram selecionados para a bioprospeccdo da atividade
biologica. Culturas desses isolados preservadas pelo método proposto por Castellani (1939) foram
incorporadas a colecdo de culturas do Laboratorio de Micologia Basica, Aplicada e Divulgacao
Cientifica da UEG (FungiLab). Isolados endofiticos representativos também foram depositados na
cole¢do de trabalho de Jadson D. P. Bezerra (Cole¢do de Culturas de Fungos da Universidade
Federal de Goias - FCCUFG) no Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica da Universidade
Federal de Goias, Goiania, Brasil.

Cultivo para prospeccio de compostos bioativos e atividade biologica

Para obtenc¢do dos metabdlitos dos fungos estudados, foi utilizada a metodologia de Bagheri et
al. (2013). Seis discos de 12 mm? de cultura de cada isolado crescido em placa com BDA por 7 dias
foram transferidos para frascos de Erlenmeyer (500 mL), contendo 300 mL de caldo Czapek-Dox
(NaNO;3, 3 g; KoHPO;3, 1 g; MgS04.7H>0, 0,5 g; KCl, 0,5 g; FeSO4, 0,01 g; sacarose, 30 g; agua
destilada, 1000 mL). As culturas foram incubadas por 30 dias a 27°C, em agitador rotativo a 150
rpm. Apo6s o periodo de incubagdo, o material foi filtrado utilizando dgua destilada esterilizada como
solvente e o sobrenadante (extrato contendo os metabdlitos flingicos) armazenado a 10 °C, para ser
empregado nos ensaios para deteccdo de compostos bioativos e atividade bioldgica. Todos os
cultivos e ensaios foram realizados em triplicata.

Rastreio qualiquantitativo dos metabdlitos secundarios ou especiais

Foi realizado o rastreio qualitativo dos extratos fingicos quanto a presenca de saponinas,
esteroides, alcaloides, fendis e flavonoides seguindo metodologia de Aly et al. (2010); Devi,
Shankar & Sutha (2012); e Ikram et al. (2019).

Para a determinacdo quantitativa do teor de fendis totais foi adotada a metodologia de Singleton
& Rossi (1965), que consistiu na utilizacao de aliquotas de 0,1 mL de cada extrato fingico em tubos
de ensaio, adicionando-se 0,6 mg.mL"' de 4cido galico e posterior transferéncia para baldes
volumétricos contendo 2 mL de agua destilada. Foi adicionado 100 pL da solugao de acido galico
em tubos de ensaio, acrescentando 2 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Apds 5 minutos, adicionou
2 mL de carbonato de so6dio (Na,COs3), completando o volume para 900 pL. com agua destilada.
Apds 120 minutos na auséncia de luz, a absorbéancia foi medida a 760 nm em espectrofotometro
digital (Mod. IL-592-Kazuaki), utilizando como padrio o 4cido gélico, nas concentragdes de 200,
400, 600, 800 e 1000 pL para construgdo da curva. Por meio da equagdo da reta obtida na curva do
grafico do padrdo, foi realizado o calculo do teor de fendis totais, sendo os resultados expressos em
mg de acido gélico em 1 mL de extrato fingico.

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada a partir da metodologia de Rolim et
al. (2006), utilizando rutina (3-O-rutinosideo-quercetina) como padrdo. Aliquotas de 1 mL de cada
amostra dos extratos fungicos, em triplicata, foram adicionados em 100 mL de solucdo de metanol
acido acético 0,02M (99:1). Apos repouso de 40 minutos na auséncia de luz, a absorbancia foi
medida a 316 nm em espectrofotometro digital (Mod. IL-592-Kazuaki). O conteudo de flavonoides
totais foi determinado usando curva padrao de rutina nas concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500
pL, completando-se volume para 2 mL com solu¢do de metanol. Por meio da equacao da reta obtida
na curva do grafico padrao, foi realizado o calculo do teor de flavonoides totais, sendo os resultados
expressos em mg de rutina em 1 mL de extrato fungico.
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Os extratos foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para
separagao dos componentes das amostras. As analises foram realizadas em cromatografo Waters®
modelo HPLC Alliance® com moddulo de separacao €2695, detector de arranjo de diodo (DAD)
2998 e sistema de processamento de dados Empower 2.0. As separacdes cromatograficas foram
conduzidas em coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 de fase reversa (250 x 4,6 mm?, 5 um) e utilizando
como fase movel 0,05% acido férmico em acetonitrila grau HPLC (pH=3,45) (solvente A) e 0,05%
acido formico em agua ultrapura (Mili-Q®) (pH=3,15) (solvente B) em fluxo de 1 mL/min. O
seguinte gradiente de fase movel foi aplicado: 0%-5% A (0-5 min); 5%-10% A (5-15 min); 10%-
15% A (15-25 min), 15%-20% A (25-35 min) e 15 min isocratico de 20% A (35-50 min). O volume
de inje¢do foi de 10 puL, a temperatura de 35 °C. A fase movel foi previamente filtrada em membrana
de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,45 um (Millex®) e desgaseificada em banho de ultrassom
(USC 1800A, 40 kHz, Uniques).

Assim, 1 mL de cada extrato fungico foi diluido em 2 mL de metanol grau HPLC e os padroes
(Sigma Aldrich, Brasil) preparados na concentragdo de 0,25 mg.mL"!, em metanol grau HPLC. Foi
avaliada qualitativamente a presenga de acido cafeico, acido clorogénico, acido elagico, acido
galico, acido p-cumarico, cafeina, catequina, epicatequina e naringina. Os comprimentos de onda
utilizados para deteccdo foram 254, 327 e 366 nm. A identificagdo dos compostos no extrato foi
realizada por comparacdo entre os tempos de retencdo (Tr) e o espectro de absorc¢ao ultravioleta
(UV) (190 a 400 nm) dos picos obtidos. As solugdes foram previamente filtradas em membrana de
0,45 um Millex®.

Determinacio do teor de sélidos

Para a determinagdo do teor de so6lidos, uma aliquota de 1 mL de cada extrato fingico foi
depositada numa balanca com elemento de aquecimento halégeno (Ohaus®-MB35), e submetida a
105°C entre 5 a 10 minutos. O resultado foi expresso pela média de trés determinacdes, em
percentual, obtendo-se, assim, por diferenca o teor de solidos (% teor de volateis — 100 = % teor de
solidos). As concentragdes totais de cada extrato fungico sdo apresentadas na Tabela 1, assim como
as quatro concentragdes padronizadas. Os valores foram utilizados como referéncia para avaliagao
da atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e de toxicidade.

Tabela 1. Concentracao total do teor de s6lidos dos extratos fungicos e padronizacao das
concentracdes para avaliacdo da atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e toxicidade
Extrato  Total de Concentracdo Concentracdo Concentracio Concentracio

fangico  teorde 1 (mg.mL") 2 (mg.mL") 3 (mg.mL") 4 (mg.mL™")
solidos
(%)
SXS649 0,97 9,70 4,85 2,42 1,21
SXS650 2,52 25,20 12,60 6,30 3,15
SXS651 2,32 23,20 11,60 5,80 2,90
SXS652 2,70 27,00 13,50 6,75 3,37

Rastreio da produc¢ido de enzimas

A determinacdo da atividade das enzimas amilase, celulase, protease, lipase, pectinase e tanase,
seguiu metodologias adaptadas de Pontecorvo et al. (1953) e Hankin & Anagnostakis (1975). As
colonias foram cultivadas em placas de Petri contendo BDA durante cinco dias, em estufa BOD, a
27°C. Dado este periodo, um disco de cultura de 6 mm? de didmetro foi inoculado no centro da placa
de Petri contendo meio minimo basal so6lido (NaNOs, 6g; KH>POs, 1,5 g; MgS04.7H20, 0,5 g;
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FeSOs, 0,02 g; ZnSO4, 0,02 g; agar, 20 g; agua destilada 1000 mL), com as respectivas fontes de
carbono, ou seja, amido de milho (5 g) para detec¢do de amilases; carboximetilcelulose 10% (5 g)
para celuloses; leite desnatado (20 g) para proteases; Tween 80 (5 mL) para lipases, pectina (5 g)
para pectinases, e acido tanico (5 g) para tanases. As placas foram incubadas a 25°C durante cinco
dias, em que a presenca ou auséncia de formacao de halo em torno da coldnia indicou a capacidade
de producdo das enzimas. Para revelagdo do halo de amilases usou-se solugdo de lugol, para
celulases usou-se solugdo vermelho congo 0,1% e em seguida lavou-se as placas com NaCl, para
proteases usou-se solu¢do azul de metileno 1%, pectinases usou-se solug¢ao de lugol e lavou-se com
agua; para lipases verificou-se a presenga de cristais; e tanases o halo enegrecido. A determinagao
da atividade foi expressa pelo indice enzimatico (IE), por meio da formula IE = didmetro do
halo/diametro do coldnia. Os isolados com IE > 2,00 sdo os que possuem maior atividade enzimatica
extracelular. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Avaliacio da atividade bioldgica
Atividade antioxidante

Para a verificagdo da atividade antioxidante dos isolados fungicos, foram realizados dois
ensaios, o primeiro baseado no sequestro de radicais livres (DPPH) e o segundo no poder de redugao
do ferro (FRAP).

O método DPPH avalia a capacidade de captura do radical livre sintético DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) por um composto antioxidante, formando um composto estavel, por meio da
transferéncia de elétrons ou de &tomos de hidrogénio de um composto antioxidante para um oxidante
(Brand-Wiliams, Cuvelier & Berset, 1995; Duarte-Almeida et al., 2006). Esta atividade foi realizada
conforme metodologia adaptada de Zhao et al. (2012) e Pan et al. (2017). Uma aliquota de 1 mL do
extrato fiingico foi adicionada a 2 mL de solugdo de DPPH e metanol (MeOH) (25 ug.mL™). Foi
preparada uma curva analitica com diferentes concentragdes do extrato fungico (0, 200, 400, 600,
800, 1000 pL). A mistura foi incubada por 30 min a 37 °C na auséncia de luz, e a absorbancia foi
medida a 515 nm em espectrofotometro digital (Mod. IL-592-Kazuaki). Para fins de comparacdo
com a atividade antioxidante do extrato fingico, foi preparada uma curva padrio com um
antioxidante sintético, BHT (butilhidroxitolueno) (25 pg.mL™!). O controle negativo foi feito
substituindo-se o volume da amostra por igual volume de MeOH e, para o branco, utilizou-se apenas
MeOH. A concentragdo capaz de inibir 50% da atividade do radical DPPH (ICso) foi calculada por
regressdo linear e expressa em meédia + desvio padrdo, onde o eixo X representa a concentragao
(mg.mL™!) e o eixo Y representa absorbancia inicial do controle / 2. O percentual de atividade
antioxidante foi calculado utilizando a equagdao: AA% = [(Ac-A)+Ac] x 100, onde A ¢ o valor de
absorbancia da amostra e Ac ¢ o valor de absorbancia da solu¢do controle.

O método FRAP avalia o poder antioxidante de reducao do ferro, envolvendo exclusivamente
reagdes de transferéncia de elétrons em que ocorre a reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina) com Fe** em Fe?" (Pulido, Bravo & Saura-Calixto, 2000). Para este ensaio
foi utilizada a metodologia descrita por Pan et al. (2017). Os extratos fungicos foram diluidos em
agua destilada de modo a se obter as concentragdes 0, 20, 40, 60, 80, 100 pL. Como padrao foi
utilizada solugdo de sulfato ferroso 2,0 mM, a partir da qual foram preparados os pontos da curva
analitica em diferentes concentragdes (100 a 400 uM). O reagente FRAP foi preparado no momento
da andlise, através da mistura de 50 mL de tampao acetato de potéassio (0,3M, pH 3,6), 5 mL de
solucdo TPTZ (TPTZ 10 mM em HCI 40 mM) e 5 mL de cloreto férrico (20 mM) em solucao
aquosa. O controle negativo foi feito substituindo-se o volume da amostra por igual volume de agua
destilada. Para o branco utilizou-se apenas dgua destilada no lugar do extrato fingico. Em uma
microplaca de 96 pocos foram adicionados em cada poco 20 pL do extrato fungico, 30 puL de agua
destilada e 200 pL do reagente FRAP. A placa foi incubada a 37 °C por 8§ minutos e, entdo,
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submetida a leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotometro de microplacas (SpectraMax-
M3, Molecular Devices). A atividade antioxidante foi expressa de acordo com a absorbancia
equivalente a 1.000 uM do padrao sulfato ferroso, calculados na equagdo y = ax + b, onde y =
absorbancia correspondente a 1.000 uM de sulfato ferroso e x = diluicdo da amostra (mg.mL™")
equivalente a 1.000 uM de sulfato ferroso.

Atividade antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana, foi determinada a concentra¢do minima inibitoria
(CMI) por intermédio de testes de microdiluicdo dos extratos fungicos, conforme o Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) (CLSI, 2009), com modificagdes. As cepas bacterianas gram-
positivas Staphylococcus aureus ATCC25923 e Staphylococcus epidermidis ATCC12228, gram-
negativas Escherichia coli ATCC25312, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC700603 e as leveduras Candida albicans ATCC10231 e Candida tropicalis
ATCC13860 foram reativadas da cole¢dao de culturas do Laboratério de Microbiologia da UEG,
Campus Central. As bactérias foram inoculadas em meio sélido dgar Mueller Hinton (MH) e
incubadas 35 °C por 24 h e as leveduras em meio s6lido 4gar Sabouraud e incubadas a 35 °C por 24
h.

Assim, foram inoculadas colonias de cada microrganismo em tubo contendo 4,5 mL de solucao
fisioldgica 0,9% até a obtengdo de uma turvagdo correspondente a 0,5 da escala de MacFarland. A
solucdo foi diluida em 1:100 em solugio fisiolégica, atingindo-se a concentragdo de 1.10° UFC.mL"
!, em seguida inserido em caldo MH e caldo Sabouraud. O procedimento foi realizado 20 minutos
antes da inocula¢do nos pocos das microplacas. Os extratos fingicos foram solubilizados em caldo
MH e caldo Sabouraud, com dilui¢des seriadas numa proporcao de 1:1000.

As diluicdes do antibidtico cloranfenicol ¢ do antimicotico nitrato de miconazol foram
preparadas segundo as recomendacdes do CLSI (CLSI, 2009) e utilizadas como controle da técnica.
Apbs o preparo das diluigdes, foram pipetados nos pocos das microplacas 100 pL de cada
concentracao dos extratos fingicos. Como controle de viabilidade, foram pipetados 100 pL de caldo
MH e caldo Sabouraud com o indculo. Como controle dos extratos, foram pipetados 200 puL de
caldo MH e Sabouraud sem in6culo e 200 pL de cada extrato fingico. Em seguida, 100 uL. de cada
indculo foi depositado em todos os pocos da placa, com excecdo dos pocos que foram utilizados
como controle da esterilidade do meio e das amostras. As microplacas foram vedadas e incubadas
a 35 °C por 24 h. Apds o periodo de incubacdo, acrescentou-se em todos os pogos 25 pL de
resazurina sédica a 0,1%. Entdo, as placas foram novamente incubadas por 30 minutos. A leitura da
absorbancia foi realizada através da comparacdo da turvacdo das amostras nos pocos antes de
acrescentar a resazurina sodica a 0,1% e apds acrescentar a resazurina sodica a 0,1%, sendo que o
aumento da turbidez ou opacidade no meio foi considerado indicativo do crescimento de
microrganismos, seguindo metodologia de Lennette et al. (1985), em que a permanéncia da
coloragdo azul significa inibi¢do do crescimento de microrganismos e a colora¢do vermelho rosaceo
significa atividade metabolica pelo crescimento de microrganismos. A CMI ¢ definida como menor
concentra¢do do composto em mg.mL"! capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano visivel
a olho nu.

Atividade antitumoral

Para avaliagdo da atividade antitumoral, seguiu-se a metodologia adaptada de Henriquez et al.
(2014). A bactéria Rhizobium radiobacter ATCC4720 foi reativada da colecdo de culturas do
laboratorio de Microbiologia da UEG, Campus Central, e cultivada em meio agar triptona de soja
(TSA) por 24 h e em seguida preparada uma suspensio bacteriana na concentragdo 1.108 UFC.mL"
!, sendo determinada através da comparacdo com a escala de McFarland e a dilui¢io de 1:10 em
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caldo nutriente, obtendo-se uma suspensdo 1.10® UFC.mL"!, em que foi incubada por 48 h a 36°C
para posterior incubagdo dos discos de batata.

Batatas de tamanho médio (Solanum tuberosum L.) frescas e descascadas, tiveram a superficie
desinfetada por imersao em NaClO a 0,1% por 30 minutos. Em seguida, discos de batata (5 x 8
mm?) foram extraidos da regido do nucleo, utilizando-se um furador de metal. Os discos de batata
foram depositados em placas de Petri contendo agar bacterioldgico, sendo que cada placa recebeu
trés discos para cada diluicdo dos extratos fingicos.

Cada mistura de inoculacao foi preparada com 1900 pL da suspensdo de cultura bacteriana, 0,5
mL de 4gua destilada e 100 puL de cada extrato fingico, assim obtendo-se as concentragdes finais
de 1000, 500, 250 e 125 pL desses extratos. Em seguida, foi inoculado 100 pL de cada mistura de
inoculagdo em cada disco de batata, os quais foram incubados por 20 dias a 25°C. Os discos de
controle da técnica foram realizados da mesma forma, apenas retirando-se os extratos fungicos.
Como controle positivo foi utilizada vincristina (100 pg.mL™) pelo seu efeito significativo na
inibig¢do de tumores (Trigui et al., 2013).

Dado esse periodo, a leitura foi realizada 30 minutos ap6s a adi¢@o de solugdo de lugol (5% I»
+ 10% KI) e as contagens dos tumores foram realizadas e comparadas com o controle da técnica.
Os resultados foram apresentados em porcentagem, pela formula: 100 — média de tumores
encontrados na amostra / média de tumores encontrados no controle de crescimento x 100. A
atividade significativa foi indicada por 20% ou mais de inibicao.

Atividade biorremediativa

Para avaliagdao do potencial dos extratos fingicos para a biorremedia¢do de solo contaminado
com o6leo de soja, foi realizado ensaio de reducdo de fitotoxicidade do solo utilizando-se sementes
de alface (Lactuca sativa L.), a partir da metodologia de Hussain et al. (2018), com modificagdes.
Assim, foram coletadas amostras de solo nas mesmas localizacdes dos espécimes da planta
hospedeira P. rigida que integra a vegetacao da REC-UEG e determinada a capacidade de retengao
do solo, seguindo ISO 17126:2005. Assim, utilizando-se copos plasticos de 300 mL furados na base,
foram pesados 100 g de solo peneirado em peneira granulométrica inox com abertura 16 (1,18 mm?)
e colocados em recipiente com dgua mantidos até saturagdo por 15 h para escorrer a 4gua excedente.
Dado este periodo, os copos foram pesados para obten¢do da massa do solo imido, pela seguinte
formula: C = mw — md, sendo C a capacidade de retencao (100%), mw a massa de solo imido em
g e md massa de solo seco em g. Com isso, foi encontrada a capacidade méaxima de retencdo de agua
em 100 g de solo. A concentragdo de 6leo de soja considerada toxica para as sementes de L. sativa
¢ de 10% (10 mL), segundo Lisboa (2015).

Em seguida, utilizando-se copos plésticos de 300 mL furados na base, foram pesados, em
quadruplicadas, 100 g de solo. Para o controle 1 considerou-se solo, d4gua e 10 sementes de alface
em cada copo; para o controle 2, considerou-se solo, dgua, 10% de 6leo de soja (10 mL) e 10
sementes de alface em cada copo; para o tratamento considerou solo, 10% de 6leo de soja (10 mL)
e o valor de C (capacidade de retencao, conforme obtido anteriormente) de extrato fungico, sendo
32 mL. As preparacdes foram incubadas em estufa de germinagdo por 144 horas a 25°C. Apds, foi
verificado o percentual de germinagdo e comprimento das raizes e hipocdtilos, sendo comparados
com os controles.

Atividade antagonistica

A avaliagdo do antagonismo foi realizada pelo método de culturas pareadas em placas seguindo
metodologia de Mariano (1993), por meio do confronto direto dos fungos endofiticos contra os
isolados dos fungos fitopatogénicos Aspergillus niger SXS635 (isolado causando mofo preto em
frutos), Inonotus rickii SXS37 (isolado causando podridao em madeira), Pestalotiopsis mangiferae
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SXS647 (isolado causando manchas foliares em Mangifera indica L.) e Coniophora puteana
SXS623 (isolado causando podriddo em madeira), reativados da Colecao de Culturas do Fungilab
da UEG em placas de Petri contendo BDA e incubados a 25 °C. Cada placa de Petri contendo meio
BDA recebeu dois discos de 6 mm? pareados equidistantes, a 1 cm? da borda, sendo um disco da
borda da coldnia do fungo endofitico e outro disco da borda da colonia do fungo fitopatogénico. Em
seguida, as placas foram incubadas a 27°C por 14 dias. Como controle da técnica (testemunha), o
fungo fitopatogénico foi inoculado sem a presenca dos fungos endofiticos em um polo da placa.

As interagdes competitivas entre os fungos endofiticos e os fitopatdgenos foram avaliadas
seguindo escala de Badalyan, Innocenti & Garibyan (2002), de acordo com os trés tipos de interagao
possiveis: A - “deadlock” com contato micelial; B - “deadlock™ a distancia; C — crescimento do
endofitico sobre o fitopatogeno sem “deadlock”™ inicial, sendo dividido em quatro subcategorias
(CAI1, CA2, CB1 e CB2), em que CA1 e CA2 - crescimento parcial e completo do endofitico
sobre o fitopatogeno depois de “deadlock” inicial com contato micelial, e CB1 e CB2 - crescimento
parcial e completo do endofitico sobre o fitopatégeno depois de “deadlock” inicial a distdncia. Além
disso, para verificar a percentagem de inibigao do crescimento do fitopatégeno foi aferida a area
destes em comparagdo com a area do controle, pela féormula: Percentagem de inibicdo do
crescimento do fitopatdgeno (P1%) = (Dc — Dt/ Dc) x 100, onde Dc - diametro médio da colonia do
fitopatdogeno das placas testemunhas (sem antagonista) e Dt - didmetro médio da coldnia do
fitopatdgeno frente ao antagonista (isolado endofitico), seguindo metodologia de Edginton et al.
(1971).

Toxicidade

A toxicidade dos extratos fungicos foi avaliada contra Artemia salina Leach., seguindo
metodologia de Molina-Salinas & Said-Ferndndez (2006), com modificagdes. Foi preparada agua
marinha sintética a partir da dissolugiio de sal marinho (36 g.L ') em 4gua destilada, com adi¢io de
extrato de levedura (6 mg.L™"). A solugio foi autoclavada a 120 °C por 15 min. Uma aliquota de 250
mg de cistos de 4. salina foi incubada por 37 h em 500 mL de 4gua marinha sintética, sob iluminagao
natural e oxigenagdo constante a 25 °C. Apds o periodo de incubagdo, com a eclosdo dos cistos e
liberacdo dos nauplios, estes foram atraidos por fonte de luz, pipetados e transferidos para
microplacas de poliestireno com 96 pocos. Padronizou-se os indculos em 10+1 nduplios para cada
poco contendo 100 pL. Os extratos fungicos foram solubilizados em dgua marinha sintética (10, 20,
40, 60, 80 puL).

Para o controle da técnica foram utilizados 10 uL de 4gua marinha sintética adicionado a 190
pL de 4dgua destilada esterilizada, e de letalidade foram utilizados dicromato de potassio (K2Cr207)
nas concentragdes 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 ng (Svensson et al., 2005). A determinacao da CL5so foi
realizada a partir da contagem de nduplios mortos e vivos, decorridas 24 h de exposi¢do aos extratos,
utilizando-se microscdpio estereoscopico Optico, pela metodologia de dose-resposta Probit por meio
do programa Statplus® versdo 5.7.8 — 2014 professional (Analyst Soft), com regressao linear obtida
da relagdo entre a percentagem de nauplios mortos € a concentragao dos extratos fungicos. Como
classificagdo do nivel de toxicidade utilizou-se critério estabelecido por Nguta et al. (2012) e Dame
et al. (2016), em que CLso <100 mg.mL™! forte, 100-500 mg.mL"! moderada, 500-1000 mg.mL"!
baixa, >1000 mg.mL™! ndo toxico.

Analises estatisticas

Os resultados foram demonstrados através da média + desvio padrdo. Analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste Tukey foi utilizada para medir o grau de significancia a 5% nas
médias da avaliagdo das atividades de biorremediagdo e antagonismo, utilizando o software
BioEstat 5.3®.
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Resultados

Os fungos endofiticos de P. rigida selecionados para os ensaios de bioprospeccdo foram
identificados como Colletotrichum sp. SXS649 (Glomerellaceae: Glomerellales: Sordariomycetes),
Pestalotiopsis sp. SXS650 (Sporocadaceae: Xylariales: Sordariomycetes), Botryosphaeriales
SXS651 (Dothideomycetes), e Diaporthe sp. SXS652 (Diaporthaceae: Diaporthales:
Sordariomycetes), todos pertencentes ao filo Ascomycota. Taxonomicamente pertencem a uma
classe, quatro ordens e trés familias.

O rastreio qualitativo para metabodlitos secundarios comprovou a presenca de fendis e
flavonoides nos extratos de todos os isolados estudados. Nao houve presenga de saponinas,
esteroides e alcaloides. A quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais mostrou um
teor de 210 a 890 mg de fendlicos totais equivalente de acido galico/mL de extrato e de 84 a 374 de
flavonoides totais equivalente de rutina/mL de extrato. O isolado Colletotrichum sp. SXS649
apresentou a maior quantidade de ambos os metabdlitos (Tabela 2). Os cromatogramas resultantes
da analise HPLC-DAD sugerem a presencga de compostos em todos os extratos fungicos (Figura 2),
no entanto, nenhum desses compostos foi semelhante aos padrdes analisados (acido cafeico, acido
clorogénico, acido elagico, acido galico, acido p-cumdrico, cafeina, catequina, epicatequina e
naringina). Novas pesquisas sdo necessarias para identificacdo desses compostos.

Tabela 2. Teor de compostos fenolicos e flavonoides totais em 1 mL de extrato dos fungos
endofiticos Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e
Diaporthe sp. SXS652 isolados de Palicourea rigida Kunth

Extrato Fenolicos Flavonoides
fingico (mg de acido galico/1 mL) (mg de rutina/1 mL)
SXS649 890+12,50 374+3,00
SXS650 322+6,55 185+1,73
SXS651 233+6,02 8442.30
SXS652 210+4,61 159+1,52

Os valores correspondem a média das triplicatas + desvio padrao.
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Figura 2. Cromatogramas de HPLC dos extratos dos fungos endofiticos Colletotrichum sp.
SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652 isolados
de Palicourea rigida Kunth

Os ensaios para detecgdo da atividade enzimatica mostraram que todos os isolados
apresentaram uma alta atividade celulolitica, com IE entre 12,66 ¢ 21,00. Colletotrichum sp.
SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650 e Botryosphaeriales SXS651 apresentaram atividade
amilolitica, com IE de 3,80; 2,10; e 4,90, respectivamente. Além disso, Colletotrichum sp. SXS649
apresentou atividade proteolitica com IE 2,53 e atividade tanasica com IE 2,21. Nenhum isolado
apresentou atividade lipolitica e pectinolitica, com IE abaixo de 2,00 (Figura 3).
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Figura 3. Perfil enzimatico dos fungos endofiticos Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp.
SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652 isolados de Palicourea rigida
Kunth. (a) Indice enzimatico (IE) e (b) culturas em meios especificos mostrando o halos de

degradacdo do substrado como indicativo da atividade enzimatica.

Os extratos fingicos demonstraram potencial antioxidante no ensaio de DPPH, ainda que
tenham sido necessarias concentragdes elevadas para atingir o mesmo percentual de captura do
controle positivo com hidroxitolueno butilado (BHT). A ICso detectada entre os isolados ¢
apresentada na Tabela 3. Foram necessarios apenas 0,0118 mg.mL™! de BHT para se atingir
resultados semelhantes aos dos extratos. Para o percentual da atividade antioxidante por meio de
captura de radicais livres (AA%) atingir em média 65,48% (sendo o maior potencial) foi necessaria
uma concentragdo de 11,60 mg.mL! do extrato do isolado Botryosphaeriales SXS651 e 0,015
mg.mL"! de BHT. Para o ensaio de FRAP, os extratos dos isolados Colletotrichum sp. SXS649,
Pestalotiopsis sp. SXS650 e Diaporthe sp. SXS652 apresentaram resultados correspondentes a
dilui¢do das amostras equivalente a 1.000 uM de sulfato ferroso. Pestalotiopsis sp. SXS650 e
Diaporthe sp. SXS652 apresentaram atividade antioxidante em niveis moderados pelos métodos
DPPH e FRAP, Colletotrichum sp. SXS649 apresentou niveis menores de atividade antioxidante
pelos métodos DPPH e FRAP e Botryosphaeriales SXS651 apresentou niveis menores de atividade
antioxidante pelo método DPPH.

Tabela 3. Valores de ICso (mg.mL™") dos extratos dos fungos endofiticos Colletotrichum sp.
SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652 isolados
de Palicourea rigida Kunth que inibem radicais livres DPPH e reducao do ferro FRAP

Extrato ICso AAY%** ICso Concentracao

fungico DPPH* FRAP*** para atingir 1Cso
(mg.mL")****

SXS649 5,6804+0,38 57,8529 8,0917+0,03 4,85
SXS650 22,4748+1,20 51,2709 47,0602+0,03 25,20
SXS651 11,8528+1,06 65,4832 Nao apresentou 11,60
SXS652 27,4803+0,00 46,3043 32,2691+0,25 27,00

Controle 0,0118+0,00 65,5431 - 0,01
(BHT)

Os valores sdo a média das triplicatas + desvio padrio. *Equivalente aos calculos do ICsy (mg.mL") obtidos a partir do
grafico de absorbancia contra a concentragdo para cada amostra no sequestro de radicais livres. **Percentual da
atividade antioxidante calculada pelo método de DPPH, considerando a concentragdo média de cada extrato fungico.
***Fquivalente em sulfato ferroso (mol Fe**.mg™! de fragdo). ***Valores de teor de solidos dos extratos fiingicos para
atingir ICso para DPPH e FRAP.

Na verifica¢do da atividade antimicrobiana, o extrato de Botryosphaeriales SXS651 foi capaz
de inibir as bactérias Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa na concentragao 23,20
mg.mL!, e o extrato de Diaporthe sp. SXS652 apresentou inibicdo de Escherichia coli na
concentragio 27,00 mg.mL™!. Na verificagdo da atividade antitumoral, apenas o extrato de
Colletotrichum sp. SXS649 apresentou inibicio de tumores (69%) na concentra¢do 9,70 mg.mL"!,
as demais concentracdes testadas deste isolado apresentaram inibicdo menor que 20% (Figura 4).
Os extratos dos demais isolados fungicos ndo apresentaram atividade antitumoral ou inibiram a
formacao de tumores em menos de 20%.
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Figura 4. Atividade antitumoral, em discos de batata, de extratos dos fungos endofiticos
Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe
sp. SXS652 isolados de Palicourea rigida Kunth. (a) Taxa de inibi¢ao frente a concentragdo dos
extratos fungicos e (b) tumores em discos de batata no tratamento com extrato de Colletotrichum

sp. SXS649.

Na verificacdo da capacidade de biorremediacao de solo contaminado com o6leo de soja, a
capacidade méxima de retencdo de dgua em 100 g de solo foi de 32 mL. Diante disso, esse foi o
volume de 4gua ou de extrato fungico adicionado ao solo para os ensaios. Quando o solo foi
contaminado com 10% de 6leo de soja ocorreu uma redugdo do niimero de sementes germinadas
(Tabela 4). No solo tratado com os extratos fiungicos houve aumento da germinagao das sementes,
com destaque para o tratamento com Colletotrichum sp. SXS649, onde foi verificada a taxa de
72,5% de germinagdo (32,5% de reducdo da fitotoxicidade), seguido pelo tratamento com
Pestalotiopsis sp. SXS650 com 67,5% de germinagdo (27,5% de redugdo da fitotoxicidade),
Botryosphaeriales SXS651 com 65,0% de germinagdo (25% de reducdo da fitotoxicidade) e
Diaporthe sp. SXS652 com 60,0% de germinacao (20% de reducdo da fitotoxicidade) (Figura 5).
Esse mesmo efeito de reducdo de fitotoxicidade foi observado no comprimento radicular e do

hipocotilo.
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Tabela 4. Viabilidade de sementes de Lactuca sativa em solo contaminado com 10% de 6leo de
soja e tratado com extratos (32 mL) dos fungos endofiticos Colletotrichum sp. SXS649,
Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652 isolados de
Palicourea rigida Kunth

Concentracoes das Germinacao (%) Comprimento Comprimento
amostras (n=240)* médio da raiz médio do
(mm?) hipocétilo (mm?)
100 g de solo + 32 mL de 95,00+5,00* 23,47+£2,12% 41,38+5,47°

agua (Controle 1)

100 g de solo + 10% de 40,00+7,07¢ 10,38+2,56° 18,66+5,35°
oleo de soja (Controle 2)

100 g de solo + 10% de 72,50+4,33° 21,36+0,817 35,90+1,67%
oleo de soja + 32 mL de
extrato fungico SXS649

100 g de solo + 10% de 67,50+4,33° 20,86+2,96% 34,49+4,63%
oleo de soja + 32 mL de
extrato fungico SXS650

100 g de solo + 10% de 65,00+5,00° 20,94+1,64% 36,62+1,19%
oleo de soja + 32 mL de
extrato fungico SXS651

100 g de solo + 10% de 60,00+0,00° 22,87+0,91% 35,83+4,12%
oleo de soja + 32 mL de
extrato fungico SXS652

Os valores correspondem a média das triplicatas + desvio padrdo. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey (p < 0,05). *(n = niimero total de sementes plantadas).
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Figura 5. Desenvolvimento inicial de plantulas de Lactuca sativa tratadas com extratos (32 mL)
dos fungos endofiticos Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales
SXS651 e Diaporthe sp. SXS652 isolados de Palicourea rigida Kunth. (a) Controle 1 (100 g de
solo + 32 mL de agua), (b) Controle 2 (100 g de solo + 10% de 6leo de soja) e (c¢) Tratamentos
com os extratos fungicos (100 g de solo + 10% de 6leo de soja + 32 mL de extrato fungico
SXS649, SXS650, SXS651 e SXS652)

Todos os isolados mostraram atividade antagonistica contra fungos fitopatogénicos testados,
com percentual de inibi¢ao (P1%) entre 34,17 e 76,93% (Tabela 5), sendo que todos os endofitos
apresentaram percentual de inibigdo superior a 50% a pelo menos um dos fungos fitopatogénicos
testados. Os trés maiores percentuais de inibicdo foram contra C. puteana (76,93%), A. niger
(59,25%) e 1. rickii (57,14%) (Figura 6). Na verificagdo da toxicidade, todos os extratos fingicos
mostraram alta letalidade ao microcrustaceo A. salina (CLso<100 mg.mL™) (Tabela 6).

Tabela 5. Acdo antagonisitica dos fungos endofiticos Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis
sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652 isolados de Palicourea rigida
Kunth contra os fungos fitopatogénicos Aspergillus niger SXS635, Inonotus rickii SXS37,
Pestalotiopsis mangiferae SXS647 e Coniophora puteana SXS623 detectada pelo método de
pareamento em placa e tipo de interacdo competitiva, segundo escala de Badalyan, Innocenti &
Garibyan (2002)
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Fungos Inibi¢ao (%) contra
endofiticos A. niger L rickii P. mangiferae C. puteana

SXS649 56,79+0,89 50,00+0,51 53,16+1,24 42,85+1,22
(B)* (A) (A) (A)

SXS650 59,25+3,60 57,14£1,06 48,10+0,66 36,73+1,08
(B)* (A)* (A)° (B)*

SXS651 54,32+0,87 47,14+1,25 56,96+0,69 38,77+0,89
(A)* (A (CAL) (CAT)

SXS652 50,61+0,87 54,28+1,13 34,17+0,81 76,93+0,81
(B)° (A)° (A)! (CAL)

Os valores correspondem a média das triplicatas = desvio padrdo. Valores com a mesma letra mintscula nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey (p < 0,05). (A) “deadlock” com contato micelial; (B) “deadlock™ a distancia; (CA1)
crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatdgeno depois de “deadlock” inicial com contato micelial.

Figura 6. Teste de cultura pareada de fungos endofiticos isolados de Palicourea rigida Kunth
contra fungos fitopatogénicos aos 14 dias de incubagdo. As placas dispostas na linha superior
correspondem ao controle e na inferior ao teste. A: acima Coniophora puteana SXS623 e abaixo o
mesmo fungo x Diaporthe sp. SXS652 (PI 76,93%). B: acima Aspergillus niger SXS635 e abaixo
o mesmo fungo x Pestalotiopsis sp. SXS650 (P1 59,25%). C: acima Inonotus rickii SXS37 e
abaixo o mesmo fungo x Pestalotiopsis sp. SXS650 (PI 57,14%).

Tabela 6. Toxicidade dos extratos dos fungos endofiticos Colletotrichum sp. SXS649,
Pestalotiopsis sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652 isolados de
Palicourea rigida Kunth contra Artemia salina utilizando a metodologia de dose-resposta Probit
por meio do programa Statplus®

Grau de toxicidade em todas
as concentracoes dos extrato
fungico

Intervalo
(95% de
confianca)

Extrato CLso
flngico (mg.mL™")




SXS649 5,00 4,47+5,53 Forte
SXS650 12,51 10,25+14,77 Forte
SXS651 16,46 15,14+17,77 Forte
SXS652 13,23 10,73+15,73 Forte
Controle

(Dicromato de 0,046 0,041+0,51 Forte
Potassio)

Os valores correspondem a média das triplicatas + desvio padrao.

Discussao

O género Colletotrichum ja foi relatado como endofito em quase todos os principais grupos de
angiospermas (Rivera-Ordufa et al., 2011; Hofstetter et al., 2012; Tadyc et al., 2012), sendo ainda
caracterizado como um importante patdogeno que causa antracnose, podriddes de frutas pré e pos-
colheita, amortecimento de flores e doengas de queima de mudas em vérias espécies vegetais,
principalmente cereais, por todo o mundo (Bailey & Jeger, 1992; Manamgoda et al., 2013). Assim,
as espécies de Colletotrichum estdo entre os endofitos e patdogenos mais comuns em estruturas
foliares de plantas terrestres, com registro em aproximadamente 2.200 espécies vegetais (Farr &
Rossman, 2013). Em espécies medicinais do Cerrado brasileiro, Colletotrichum ja foi isolado
endofiticamente em Schinus terebinthifolius (Tonial et al., 2016), Hancornia speciosa (Chagas et
al., 2017), Casearia sylvestris (Chapla et al., 2018) e Stryphnodendron adstringens (Carvalho et al.,
2012). Esse € o primeiro registro em P. rigida.

A literatura tem demonstrado a presenca de compostos fenolicos e flavonoides em P. rigida.
Rosa et al. (2010a) verificaram teores significativos desses compostos fendlicos em fragdo polar
(933,25 pg.mL!) das folhas, e também o isolamento dos flavonoides quercetina 3-O-p-D-
glicosideo, quercetina 3-O-soforosideo e isoraminetina 3-glicosideo. Em estudo fitoquimico dos
extratos etanolicos das folhas dessa planta, Lima Neto et al. (2015) detectaram a presenca de
flavondides em concentragdes superiores aos do padrio rutina (440,5 e 365,5 mg.g’,
respectivamente). Machado et al. (2010) relatam a presenca de compostos fendlicos em Palicourea
e em outras espécies da familia Rubiaceae. A detec¢do desses metabolitos nos fungos endofiticos
dela isolados confirma a semelhanca na producao, em que hospedeira e endofitos apresentam trocas
metabolicas (Jia et al., 2016).

Notarte et al. (2019) detectaram a presenca de fenois, flavonoides, além de esterdis e
terpenoides nos extratos de Colletotrichum isolado da planta medicinal Uvaria grandiflora. Esses
compostos mostraram atividade antioxidante com poder de redugio férrica (4,41 mg.mL™') e
atividade de eliminagio de superoxido (0,78 mg.mL™'), além de alta toxicidade frente ao
microcrustaceo 4. salina com dose letal <0,40 mg.mL"'. Mahmud et al. (2020) isolaram trés espécies
de Colletotrichum (C. gloeosporioides, C. tropicale e C. siamense) da planta medicinal Justicia
gendarussa, os quais apresentaram menor ¢ moderada atividade antioxidante pelo método de
eliminagcdo de DPPH e forte atividade citotoxica e letalidade a 4. salina, sugerindo que seus extratos
possuem metabdlitos bioativos, os quais foram identificados como flavonoides, cumarinas,
terpenoides e esteroides. No Cerrado brasileiro, metabodlitos secundarios de Colletotrichum
crassipes isolado das folhas da planta medicinal Casearia sylvestris exibiu potente atividade
antifingica contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum
(Chapla et al., 2018).

O género Pestalotiopsis também ja foi relatado como endofitico da planta medicinal do Cerrado
Baccharis trimera, demonstrado atividade antifungica contra Paracoccidioides brasiliensis (Vieira
et al., 2014). Fungos da ordem Botryosphaeriales também tem sido relatados na literatura global
como endofiticos, vivendo em tecidos vegetais por longos periodos. Contudo, outras espécies da
ordem sdo fitopatdgenos e algumas causadoras de infecgdes oportunistas em humanos (Slippers et
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al., 2013; Slippers et al., 2014). Duan et al. (2019) isolou 52 endéfitos da ordem Botryospaeriales
de Distylium chinense, os quais apresentaram atividade antioxidante significativa e atividade
antimicrobiana contra pelo menos um dos microrganismos avaliados pelos autores.

Diaporthe sp., isolado das folhas das plantas medicinais do Cerrado Vernonia polyanthes e
Anacardium othonianum, demonstrou atividade antimicrobiana a Leishmania amazonensis
(Nascimento et al., 2015), e sendo capaz de solubilizar fosfato (Faria et al., 2016). Gomes et al.
(2013) relataram um grande nimero de isolados de Diaporthe sp. obtidos de espécies medicinais do
Brasil, sugerindo que essas plantas sdo repositorios para este género. Noriler et al., (2018) encontrou
atividade antibacteriana, em isolados de Diaporthe sp. obtidos de Stryphnodendron adstringens.

Na verificacdo da atividade enzimatica dos isolados obtidos de P. rigida, Colletotrichum sp.
apresentou a maior producao enzimatica, das quais amilase, celulase, protease e tanase, seguido por
Pestalotiopsis sp. e Botryosphaeriales com producdo de amilase e celulase, sendo fontes a serem
utilizadas na industria. Na verificacdo da atividade antioxidante, todos os isolados apresentaram
teores menores ¢ moderados, com destaque para Pestalotiopsis sp. que apresentou ICso 47,06
mg.mL! no método FRAP. Dois isolados, Botryosphaeriales e Diaporthe sp., apresentaram
atividade antimicrobiana a Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli, sendo candidatos para uso terapéutico. Na verificacao da atividade antitumoral em discos de
batata, Colletotrichum sp. apresentou inibi¢do de tumores em 69%, resultado este que confirma que
este isolado paresenta bioativos antitumorais. Swetha et al. (2017) verificaram também que
Colletotrichum sp., obtido das folhas de Artocarpus heterophyllus, pode ser promissor agente
antitumoral.

Além disso, todos os isolados apresentaram atividade biorremediativa de solo contaminado com
6leo de soja, com taxas acima de 20% de reducdo da fitotoxicidade, pois houve aumento da
germinagdo e do comprimento radicular e hipocétilo de L. sativa, em que as enzimas produzidas
pelos microrganismos sofreram ativacdo do sitio catalitico na presenga de substratos hidrofébicos,
auxiliando nessa atividade (Krishnamurthy & Naik, 2017). Bibi et al. (2018) também demonstraram
que fungos endofiticos obtidos de plantas sauddveis proximas ao campus da Universidade em
Mardan, no Paquistdo, também promoveram a biorremediagdo do solo contaminado com cromo,
pelo ensaio utilizando L. sativa. Russell et al. (2011) também demonstram o potencial
biorremediativo de isolados endofiticos do género Pestalotiopsis, os quais mostram capacidade de
degradar o polimero sintético de poliéster poliuretano.

No teste de antagonismo em placa contra 4. niger, 1. rickii, P. mangiferae e C. puteana, em
55% dos confrontos, os fungos endofiticos apresentaram bloqueio com contato micelial aos fungos
fitopatogénicos, em 25% apresentaram bloqueio a distancia aos fungos fitopatogénicos, e em 20%
apresentaram contato micelial e crescimento parcial sobre os fungos fitopatogénicos. Essa interagao
entre endofito e fitopatdgeno foi marcada por um crescimento micelial acelerado. De forma
semelhante ao isolado Colletotrichum sp. do nosso estudo, Adnan et al. (2018) verificaram que
Xylaria regalis, isolado de Thuja plicata, também inibiu o fungo fitopatogénico Aspergillus niger.
O fungo de podriddo parda C. putena que causa uma perda de massa de madeira de até 70%
(Hiltunen et al., 2020) foi inibido significativamente por Diaporthe sp. em nosso estudo, indicando
que este endofito pode ser um antagonista eficiente de C. putena em campo.

A verificagdo da toxicidade dos isolados apontou alta letalidade ao microcrustaceo 4. salina,
com CLs0<100 mg.mL"!, 0 que aponta cautela em suas provaveis utilizagdes biotecnologicas e que
novos ensaios verificando os teores toxicos sao necessarios. No entanto, suas utilizagdes ambientais
sdo bastante favoraveis, seja pela biorremediacdo de solos ou pelo controle biologico de
fitopatogenos.

Conclusao
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Nossos dados indicam que os endofitos isolados (Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis
sp. SXS650, Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652) produzem fendis e flavonoides,
além de amilases, celulases, protease e tanases. Além disso, a atividade antioxidante foi detectada
em niveis menores para extratos de Colletotrichum sp. e Botryosphaeriales € em niveis moderados
para Pestalotiopsis sp. € Diaporthe sp., considerando os métodos DPPH ¢ FRAP. Na atividade
antimicrobiana, Botryosphaeriales inibiu o crescimento de S. epidermidis e P. aeruginosa e
Diaporthe sp. inibiu o crescimento de E. coli. Na atividade antitumoral, Colletotrichum sp. foi capaz
de inibir em 69% a incidéncia de tumores em batata. Na biorremediacao de solo contaminado com
6leo de soja, todos os extratos fliingicos foram capazes de reduzir a fitotoxicidade do solo, com taxa
acima de 20%, promovendo a germinagdo de sementes de L. sativa. Na verificagdo da toxicidade,
todos os extratos fiungicos promoveram alta taxa de letalidade em A. salina, além disso, os isolados
também mostraram acdo antagonistica contra os fungos fitopatogénicos A. niger, I rickii, P.
mangiferae e C. puteana, com percentual de inibi¢cdo entre 34,17 e 76,93%. Diante disso, esses
endofitos podem ser uma fonte promissora de compostos bioativos a serem utilizados como agentes
terapéuticos, no entanto, sao necessarios novos ensaios verificando a toxicidade, mas, incentivamos
suas utilizagdes em processos de biorremediagdo de solos e na agricultura para o controle bioldgico
de fitopatogenos. Propomos também pesquisas envolvendo identificacdo e caracterizagdo desses
compostos bioativos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo cienciométrico da atividade biologica em fungos endofiticos, permitiu tragar o
perfil das pesquisas, sua distribuigdo temporal entre paises, instituicdes, autores e periddicos,
bem como o foco das pesquisas, permitindo identificar tendénciais, vieses e lacunas na
exploragdo dessa tematica. Foi possivel constatar o crescimento de publicagdes a partir da década
2000, em que China, Brasil e India conduziram o maior nimero dessas pesquisas, sendo a maior
producao em 2018 (70 artigos) e a maior média de citagdes por ano ocorreu em 2006 (156
citagdes/artigo). Os trés periddicos mais frequentes foram Marine Drugs, World Journal of
Microbiology & Biotechnology e Journal of Natural Products. Além disso, a maior quantidade
de publicagdo estd na area de Microbiologia (52 artigos), a palavra-chave mais frequente foi
“natural-products” (citada 95 vezes) e os autores mais frequentes foram Barbara Schulz e
Siergfried Draeger (16 artigos cada), ambos da Universidade de Tecnologia de Braunschweig na
Alemanha. Quase metade dos artigos (43%) comprovaram propriedades antimicrobianas, 29%
comprovaram propriedades antitumorais, 9% comprovaram propriedades enzimaticas, 8%
comprovaram propriedades antioxidantes, e 11% outras atividades. Essas tendéncias apontam o
aumento do interesse desta area entre a comunidade cientifica e fica evidente que terdo maiores
numeros de publicagdoes nos proximos anos.

A Dbioprospecgao da atividade bioldgica em fungos endofiticos da planta medicinal
Palicourea rigida Kunth, nativa do Cerrado, resultou na obtencao de diversos isolados fingicos,
dos quais, quatro selecionados, Colletotrichum sp. SXS649, Pestalotiopsis sp. SXS650,
Botryosphaeriales SXS651 e Diaporthe sp. SXS652, mostram-se promissores, visto que foi
verificada bioatividade em seus metabolitos secundarios e enzimas. O rastreio apontou a presenca
de fenois e flavonoides, além da producdo de amilases, celulases, proteases e tanases. Assim,
constatou-se que:

- Extratos de Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp., Botryosphaeriales e Diaporthe sp.
apresentaram atividade antioxidante em teores menores e moderados pelos métodos DPPH e
FRAP.

- Extrato de Botryosphaeriales apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa e extrato de Diaporthe sp. apresentou
atividade antimicrobiana contra a bactéria Escherichia coli.

- Extrato de Colletotrichum sp. apresentou atividade antitumoral ao reduzir tumores em
discos de batata.

- Extratos de Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp., Botryosphaeriales e Diaporthe sp.
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apresentaram atividade biorremediativa de solo contaminado com oleo de soja, pois foram
capazes de reduzir a fitotoxicidade deste solo, com taxa acima de 20%, promovendo a
germinagdo de sementes de Lactuca sativa.

- Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp., Botryosphaeriales e Diaporthe sp. apresentaram
atividade antagonistica contra os fungos fitopatogénicos Aspergillus niger, Inonotus rickii,
Pestalotiopsis mangiferae e Coniophora puteana, pelo método de culturas pareadas em placas.

- Extratos de Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp., Botryosphaeriales e Diaporthe sp.
apresentaram alta toxicidade preliminar frente ao microcrustaceo Artemia salina.

Portanto, os resultados obtidos mostraram que estes endofitos possuem potenciais
atividades biologicas e que novos estudos sdo necessarios para caracterizar os compostos

bioativos produzidos por eles.



ANEXOS
ANEXO 1
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Tabela 1. Lista de artigos de pesquisa de atividade bioldgica em fungos endofiticos, publicados entre 1997 a 2019, que possuem no titulo, resumo

ou palavras-chave os termos: (Fung* AND Endophytic) AND (Bioprospecting OR Bio-prospecting OR Prospecting OR Bioactivit* OR “Biological

Activit*”), indexados na base de dados Web of Science.

Titulo do Artigo

Autoria, Ano

Diversity and bioactivities of fungal endophytes from Distylium chinense, a rare waterlogging tolerant plant endemic
to the Three Gorges Reservoir.

DUAN et al., 2019.

An Endophytic Diaporthe apiculatum Produces Monoterpenes with Inhibitory Activity against
Phytopathogenic Fungi.

SONG et al., 2019.

Fungal polysaccharide similar with host Dendrobium officinale polysaccharide: Preparation, structure characteristics
and biological activities.

ZENG et al., 2019.

Isolation of Antibiotic 3R,5R-Dihydroxyhexanoate Polymers From Endophytic Fungi.

MOREHOUSE et al.,
2019.

Molecular identification and phytochemical screening of endophytic fungi isolated from Lithospermum officinale L.
roots: A new source of shikonin.

MOLLAEI et al., 2019.

Wortmannine H, a phenylpentenol isolated from an endophytic fungus, Talaromyces wortmannii LGT-4.

Lletal., 2019.

Endophytes from ethno-pharmacological plants: Sources of novel antioxidants - A systematic review.

TOGHUEQ et al., 2019.

Phytotoxic Metabolites Produced by Legume-Associated Ascochyta and Its Related Genera in the Dothideomycetes.

KIM et al., 2019.

Bio-Guided Fractionation of Prenylated Benzaldehyde Derivatives as Potent Antimicrobial and Antibiofilm from
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FATHALLAH et al., 2019.

Absolute Configuration and Biological Activities of Meroterpenoids from an Endophytic Fungus of Lycium
barbarum.

LONG et al., 2019.

Antimicrobial potential of endophytic fungi from Astragalus chinensis.

LIU et al., 2019.

Structure of a polysaccharide from Trichoderma atroviride and its promotion on tanshinones production in Salvia
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WU et al., 2019.

Angularly Prenylated Indole Alkaloids with Antimicrobial and Insecticidal Activities from
an Endophytic Fungus Fusarium sambucinum TE-6L.

ZHANG et al., 2019.
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Novel natural compounds from endophytic fungi with anticancer activity.
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Antimicrobial Activity of Fungal Endophytes from Vaccinium dunalianum var. urophyllum.
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Bioprospecting and Structure o Fungal Endophyte Communities Found in the Brazilian Biomes, Pantanal, and
Cerrado Sandriele.

NORILER et al., 2018.

Antiproliferative and Antimicrobial Activities of Secondary Metabolites and Phylogenetic Study
of Endophytic Trichoderma Species From Vinca Plants.

LEYLAIE et al., 2018

Bio-prospecting fungal endophytes of high altitude medicinal plants for commercially imperative enzymes.
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Bioprospecting of Diaporthe terebinthifolii LGMF907 for antimicrobial compounds.
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Production of herbarin and dehydroherbarin by endophytic Chaetosphaeronema sp (KY321184) isolated from Nepeta
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Endophyte microorganisms associated to Theobroma cacao as biological control agents of Moniliophthora roreri.

VERA LOOR et al., 2018.

Date Palm Trees Root-Derived Endophytes as Fungal Cell Factories for Diverse Bioactive Metabolites.

BEN MEFTEH et al.,
2018.

Leishmanicidal and fungicidal activity of lipases obtained from endophytic fungi extracts.

ALVES et al., 2018.

Endophytic Mycoflora and Their Bioactive Compounds from Azadirachta indica: A Comprehensive Review.

CHUTULO et al., 2018.

Endophytic Fungi in Species of Artemisia.

COSOVEANU et al.,
2018.

Antifungal Activities of Volatile Secondary Metabolites of Four Diaporthe Strains Isolated from Catharanthus roseus.

YAN et al., 2018.

Neuroprotective Compound from an Endophytic Fungus, Colletotrichum sp JS-0367.

SONG et al., 2018.

Isolation, identification and biological activities of endophytic fungus Chaetomium sp from Euphorbia hirta.

ANITHA et al., 2018.

Endophytic Fungi-Alternative Sources of Cytotoxic Compounds: A Review.

UZMA et al., 2018.

Diversity of cultivable fungal endophytes in Paullinia cupana (Mart.) Ducke and bioactivity of their secondary
metabolites.

SILVA et al., 2018.

Partitioning of Fungal Endophyte Assemblages in Root-Parasitic Plant Cynomorium songaricum and Its Host Nitraria
tangutorum.

CUI etal., 2018.

Biological Activities of Endophytic Fungus Cochliobolus sp. AL24 Isolated from Aerva lanata. L.

SHOBA et al., 2018.

Bioactive hydroanthraquinones from endophytic fungus Nigrospora sp. BCC 477809.

KORNSAKULKARN et
al., 2018.

Fungal Endophytes: Beyond Herbivore Management.

BAMISILE et al., 2018.

Chaetochromones A - C, Three New Polyketides from Mangrove Plant Derived Endophytic Fungus Phomopsis sp.
SCSIO 41006.

JU et al., 2018.

Antifungal Polyketides and Other Compounds from Amazonian Endophytic Talaromyces Fungi.

SILVA et al., 2018.

Shades of fungi - A review of pigments from endophytic fungi.

TAN et al., 2018.

Advance of swainsonine biosynthesis.

TAN et al., 2018.

Endophytic Paraconiothyrium sp from Zingiber officinale Rosc. Displays Broad-Spectrum Antimicrobial Activity by
Production of Danthron.

ANISHA et al., 2018.

Bysspectin A, an unusual octaketide dimer and the precursor derivatives from the endophytic fungus Byssochlamys
spectabilis IMMO0002 and their biological activities.

WU et al., 2018.

Metabolomic-Guided Isolation of Bioactive Natural Products from Curvularia sp., an Endophytic Fungus of
Terminalia laxiflora.

TAWFIKE et al., 2018

Simplicillium coffeanum, a new endophytic species from Brazilian coffee plants, emitting antimicrobial volatiles.

GOMES et al., 2018.

Culturable Endophytes Diversity Isolated from Paeonia ostii and the Genetic Basis for Their Bioactivity.

YANG et al., 2018.

Bioactive Metabolites from Pathogenic and Endophytic Fungi of Forest Trees.

MASI et al., 2018.

Prospects of endophytic fungal entomopathogens as biocontrol and plant growth promoting agents: An insight on how
artificial inoculation methods affect endophytic colonization of host plants.

BAMISILE et al., 2018.
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Biological activity of the lipopeptide-producing Bacillus amyloliquefaciens PGPBacCA1 on common bean Phaseolus
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New and bioactive natural products from an endophyte of Panax notoginseng.

XIE et al., 2017.

Analysis of chemical constituents, antimicrobial and anticancer activities of dichloromethane extracts of
Sordariomycetes sp endophytic fungi isolated from Strobilanthes crispus.

JINFENG et al., 2017.

Bioactive Constituents from an Endophytic Fungus, Penicillium polonicum NFW9, Associated with Taxus fauna.

FATIMA et al., 2017.

Secondary metabolites from fungal endophytes of Solanum nigrum.

EL-HAWARY et al., 2017.

Endophytic Fungi as Novel Resources of natural Therapeutics.
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2017.
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C Virus Protease Activities.
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Bioprospecting of antimicrobial activity of extracts of endophytic fungi from Bauhinia guianensis.

PINHEIRO et al., 2017.

Selection, isolation, and identification of fungi for bioherbicide production.
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Antifungal and antiproliferative activities of endophytic fungi isolated from the leaves of Markhamia tomentosa. IBRAHIM et al., 2017.
2,5-diketopiperazines in food and beverages: Taste and bioactivity. BORTHWICK et al.,
2017.

Gibepyrone Biosynthesis in the Rice Pathogen Fusarium fujikuroi Is Facilitated by a Small Polyketide Synthase Gene
Cluster.
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Bioactive Volatiles from an Endophytic Daldinia cf. concentrica Isolate Affect the Viability of the Plant Parasitic
Nematode Meloidogyne javanica.
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A New Benzoyl Compound Isolated from the Endophytic Fungi of Kandis Gajah (Garcinia griffithii) and Asam
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ELFITA et al., 2016.

Endohyphal bacteria from fungal endophytes of the Mediterranean cypress (Cupressus sempervirens) exhibit in
vitro bioactivity.
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Antimicrobial Metabolites.
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GSK-3 beta inhibitory activities of novel dichroloresorcinol derivatives from Cosmospora vilior isolated from a
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SHIONO et al., 2016.

A chitin deacetylase from the endophytic fungus Pestalotiopsis sp efficiently inactivates the elicitor activity of chitin
oligomers in rice cells.
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Isolation and characterization of bioactive metabolites from Xylaria psidii, an endophytic fungus of the medicinal
plant Aegle marmelos and their role in mitochondrial dependent apoptosis against pancreatic cancer cells.

ARORA et al., 2016.

Evaluation of antibacterial and antioxidant activity of extracts of endophytic fungi isolated from Indonesian
Zingiberaceous plants.

PRAPTIWI et al., 2016.

Phomopsichin A-D; Four New Chromone Derivatives from Mangrove Endophytic Fungus Phomopsis sp 33#

HUANG et al., 2016.

Enhancement of botrallin and TMC-264 production in liquid culture of endophytic fungus Hyalodendriella sp
Ponipodef12 after treatments with metal ions.

LUO et al., 2016.

Endophytic fungi associated with Taxus fuana (West Himalayan Yew) of Pakistan: potential bio-resources for cancer
chemopreventive agents.

FATIMA et al., 2016.

Bioprospecting plant-associated microbiomes.

MULLER et al., 2016.

Chemical and Biological Study of Cladosporin, an Antimicrobial Inhibitor: A Review.

WANG et al., 2016.

Evaluation of bioactive secondary metabolites from endophytic fungus Pestalotiopsis neglecta BAB-5510 isolated
from leaves of Cupressus torulosa D.Don.

SHARMA et al., 2016.

Mycochemistry of marine algicolous fungi.

Jl et al., 2016.

Secondary Metabolites of the Endophytic Fungus Lachnum abnorme from Ardisia cornudentata.

CHANG et al., 2016.

Cytotoxic and Antibacterial Preussomerins from the Mangrove Endophytic Fungus Lasiodiplodia theobromae Z]-
HQI.

CHEN et al., 2016.

Mycosynthesis of silver nanoparticles using extract of endophytic fungi, Penicillium species of Glycosmis mauritiana, GOVINDAPPA et al.,
and its antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory and tyrokinase inhibitory activity. 2016.

Antiproliferative effect of extract from endophytic fungus Curvularia trifolii isolated from the "Veracruz Reef COUTTOLENC et al.,
System" in Mexico. 2016.

Antiviral anthraquinones and azaphilones produced by an endophytic fungus Nigrospora sp from Aconitum
carmichaeli.

ZHANG et al., 2016.

Insecticidal potential of an endophytic Cladosporium velox against Spodoptera litura mediated through inhibition of
alpha glycosidases.

SINGH et al., 2016.

Molecular Phylogeny, Diversity, and Bioprospecting of Endophytic Fungi Associated with wild Ethnomedicinal North
American Plant Echinacea purpurea (Asteraceae).

CARVALHO et al., 2016.

Biological Evaluation of Endophytic Fungus Chaetomium sp NF15 of Justicia adhatoda L.: A Potential Candidate for
Drug Discovery.

FATIMA et al., 2016.

Secondary Metabolites and Biological Activities of Talaromyces sp. LGT-2, an Endophytic Fungus from Tripterygium
Wilfordii.

ZHAO et al., 2016.

Camptothecine production by mixed fermentation of two endophytic fungi from Nothapodytes nimmoniana.

BHALKAR et al., 2016.

Secondary Metabolites from the Marine Algal-Derived Endophytic Fungi: Chemical Diversity and Biological Activity.

ZHANG et al., 2016.

Phytotoxic Potential of Secondary Metabolites and Semisynthetic Compounds from Endophytic Fungus Xylaria
feejeensis Strain SM3e-1b Isolated from Sapium macrocarpum.

GARCIA-MENDEZ et al.,

2016.
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China.

Glucosylation of the peptide leucinostatin A, produced by an endophytic fungus of European yew, may protect the STROBEL et al., 1997.
host from leucinostatin toxicity.
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ANEXO II

Figura L. Exemplos de teste de cultura pareada de fungos endofiticos isolados de Palicourea rigida
Kunth contra fungos fitopatogénicos aos 14 dias de incubagdo, com percentual de inibi¢do (P1%) e

tipo de interacao competitiva segundo escala de Badalyan, Innocenti & Garibyan (2002).

a. A esquerda, Aspergillus niger SXS635 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno A.
niger e o endofito Colletotrichum sp. SXS649; PI = 56,79%. Interagdo tipo B: “deadlock™ a

distancia.

b. A esquerda, Inonotus rickii SXS37 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno 1. rickii
e o endofito Colletotrichum sp. SXS649; PI = 50,00%. Interacdo tipo A: “deadlock™ com contato

micelial.




c. A esquerda, Pestalotiopsis mangiferae SXS647 (controle). A direita, pareamento entre o
fitopatogeno P. mangiferae e o endofito Colletotrichum sp. SXS649; PI = 53,16%. Interacdo tipo

A: “deadlock” com contato micelial.

d. A esquerda, Coniophora puteana SXS623 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno
C. puteana e o endofito Colletotrichum sp. SXS649; P1 =42,85%. Interagdo tipo A: “deadlock” com

contato micelial.
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f. A esquerda, Inonotus rickii SXS37 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno I. rickii
e o endofito Pestalotiopsis sp. SXS650; PI = 57,14%. Interagdo tipo A: “deadlock” com contato

micelial.

o =

g. A esquerda, Pestalotiopsis mangiferae SXS647 (controle). A direita, pareamento entre o
fitopatogeno P. mangiferae e o endofito Pestalotiopsis sp. SXS650; PI =48,10%. Interagao tipo A:

“deadlock” com contato micelial.

h. A esquerda, Coniophora puteana SXS623 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatégeno
C. puteana e o endofito Pestalotiopsis sp. SXS650; PI = 36,73%. Interacdo tipo B: “deadlock™ a

distancia.
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i. A esquerda, Aspergillus niger SXS635 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno A.
niger ¢ o endofito Botryosphaeriales SXS651; PI = 54,32%. Interacdo tipo A: “deadlock” com

contato micelial.

j. A esquerda, Inonotus rickii SXS37 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno I. rickii
e o endofito Botryosphaeriales SXS651; PI = 47,14%. Interagdo tipo A: “deadlock™ com contato

micelial.
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k. A esquerda, Pestalotiopsis mangiferae SXS647 (controle). A direita, pareamento entre o
fitopatogeno P. mangiferae e o endofito Botryosphaeriales SXS651; PI = 56,96%. Interacdo tipo
CA1: crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatégeno depois de “deadlock™ inicial com

contato micelial.

1. A esquerda, Coniophora puteana SXS623 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno
C. puteana e o endofito Botryosphaeriales SXS651; PI = 38,77%. Interagao tipo CA1: crescimento

parcial do endofitico sobre o fitopatdogeno depois de “deadlock” inicial com contato micelial.

m. A esquerda, Aspergillus niger SXS635 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno A.

niger € o endofito Diaporthe sp. SXS652; PI = 50,61%. Interacao tipo B: “deadlock™ a distancia.
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n. A esquerda, Inonotus rickii SXS37 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno 1. rickii
e o endofito Diaporthe sp. SXS652; PI = 54,28%. Interagdo tipo A: “deadlock™ com contato

micelial.

0. A esquerda, Pestalotiopsis mangiferae SXS647 (controle). A direita, pareamento entre o
fitopatogeno P. mangiferae e o endofito Diaporthe sp. SXS652; PI = 34,17%. Interagdo tipo A:

“deadlock” com contato micelial.
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p. A esquerda, Coniophora puteana SXS623 (controle). A direita, pareamento entre o fitopatogeno
C. puteana e o endofito Diaporthe sp. SXS652; PI = 76,93%. Interagdo tipo CAl: crescimento

parcial do endofitico sobre o fitopatogeno depois de “deadlock”™ inicial com contato micelial.




