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RESUMO

Fungos endofiticos possuem a capacidade de viver no interior ou exterior de um tecido
vegetal, sem causar-lhe prejuizo. Estudos tém demonstrado que estes grupos de fungos
sdo fontes promissoras na busca por novos compostos naturais, ja que em muitos destes,
foram constatados atividades antifungicas, antibacterianas, antioxidante e fitotoxica,
sendo de grande interesse para aplicagdes na medicina, agricultura e biologia quimica.
Neste trabalho, foi utilizado o fungo Diaporthe phaseolorum, extraido de folhas sadias
de Serjania lethalis A.St-Hils, uma liana pertencente a familia Sapindaceae comumente
encontrada no cerrado brasileiro, cujos compostos extraidos de suas folhas possuem
atividade fitotoxica conhecida e comprovada através de trabalhos ja publicados. Os
fungos do género Diaporthe, cujo estado assexuado é conhecido como Phomopsis,
encontram-se como endofiticos e saprofitos em uma variedade de espécies vegetais, e
produzem compostos com atividades fitotoxica e citotdxica conhecidas, como por
exemplo, gulypyronas e phomoxantonas, porém ainda existem poucos estudos com a
espécie Diaporthe phaseolorum. Sendo assim, os principas objetivos deste trabalho
foram avaliar o potencial fitotoxico de extratos e fracdes de D. phaseolorum sobre
espécies-alvo indicadoras e daninhas, analisando 0 modo de acdo dos mesmos, bem
como identificar compostos do metabolismo secundarios. Primeiramente foram
preparados dois extratos sendo um micelial (EME) e outro do meio de cultura (EMC),
extraidos com etanol e acetato de etila por particdo liquido-liquido, respetivamente.
Ambos extratos foram testados em bioensaios que avaliaram o crescimento de
coleoptilos de trigo (Triticum aestivum L.), a germinacédo e crescimento de plantulas de
espécies daninhas e indicadoras mono e eudicotiledéneas: amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla L.), capim-colonido (Megathyrsus maximus J.), cebola (Allium cepa L.) e
gergelim (Sesamum indicum L.), respectivamente, bem como também foram testados
em um bioensaio que avalia o crescimento de células do metaxilema radicular de
gergelim (Sesamum indicum L.). Os extratos foram fracionados em coluna de silica em
fase normal e suas respectivas fragcdes foram novamente testadas sobre o crescimento de
coleoptilos de trigo a fim de selecionar aqueles com maior fitotoxicidade. Levando-se
em conta os resultados e rendimentos, a fracdo 9 (EMEY) proveniente do extrato
micelial (EME) foi selecionada para os bioensaios de crescimento e germinacdo de
plantulas e para o bioensaio de crescimento de células do metaxilema radicular de

gergelim. Ambos extratos brutos (EME e EMC) utilizados no bioensaio de crescimento



de coleoptilos de trigo foram capazes de inibir o crescimento destes, apresentando suas
maiores porcentagens de inibicdo quando utilizados em suas maiores concentracoes
(0,8mg/mL™), j4 as fracbes EME9 e EME3 provenientes do extrato bruto micelial foram
aquelas a apresentar maiores percentuais inibitérios para o mesmo bioensaio. No
bioensaio de crescimento de plantulas, o extrato bruto (EME) e sua fracdo (EMED9)
foram capazes de inibir o crescimento tanto as partes aéreas como as raizes de plantulas
de amendoim bravo. O amendoim bravo também se mostrou-se mais sensivel ao extrato
micelial e sua fracdo com relacdo a porcentagem de germinacdo, apresentando 0s
menores valores percentuais. O crescimento das células do metaxilema radicular de
plantulas de gergelim foram também inibidos, comprovando o efeito fitotoxico do
extrato micelial e de sua respectiva fracdo a estes. Através de uma analise quimica por
CLUE (cromatografia liquida de ultra eficiéncia) feita nas amostras EMC, EME e
EME9, foram identificados 7 compostos majoritarios, todos ja descritos na literatura
para o género Diaporthe, onde o composto fomoxantona A é aquele a estar presente em
maior quantidade e em todas as amostras analisadas. Os extratos brutos EMC e EME e a
fracdo EME9 apresentaram atividade fitotoxica nos bioensaios realizados neste estudo,
inibindo o crescimento de coledptilos de trigo, das raizes e partes aéreas das espécies-
alvo e de células do metaxilema radicular de gergelim. Desta forma, compostos
identificados nos extratos de Diaporthe phaseolorum mostram-se promissores no estudo
de suas bioatividades, visto que na literatura estudos com a espécie relacionada a esta

bioatividades encontram-se escassas.

Palavras-chave: Diaporthe phaseolorum; espécies daninhas; fitotoxicidade; fungos

endofiticos; germinagé&o.



ABSTRACT

Endophytic fungi have the ability to live inside or outside a plant tissue, without
harming it. Studies have shown that these groups of fungi are promising sources in the
search for new natural compounds, since in many of them, antifungal, antibacterial,
antioxidant and phytotoxic activities were found, being of great interest for applications
in medicine, agriculture and chemical biology. In this work, the fungus Diaporthe
phaseolorum, extracted from healthy leaves of Serjania lethalis A.St-Hils, a liana
belonging to the Sapindaceae family commonly found in the Brazilian cerrado, was
used. already published. Fungi of the genus Diaporthe, whose asexual state is known as
Phomopsis, are found as endophytic and saprophytic in a variety of plant species, and
produce compounds with known phytotoxic and cytotoxic activities, such as
gulypyrones and phomoxanthones, but there are still few studies with the species
Diaporthe phaseolorum. Therefore, the main objectives of this work were to evaluate
the phytotoxic potential of extracts and fractions of D. phaseolorum on indicator and
invasive target species, analyzing their mode of action, as well as identifying secondary
metabolism compounds. First, two extracts were prepared, one mycelial (EME) and the
other from the culture medium (EMC), extracted with ethanol and ethyl acetate by
liquid-liquid partition, respectively. Both extracts were tested in bioassays that
evaluated the growth of wheat coleoptile (Triticum aestivum L.), germination and
seedling growth of mono and eudicotyledonous invasive and indicator species: wild
poinsettia (Euphorbia heterophylla L.), colony grass (Megathyrsus maximus J.), onion
(Allium cepa L.) and sesame (Sesamum indicum L.), respectively, and were also tested
in a bioassay that evaluates the growth of sesame (Sesamum indicum L.) root
metaxylem cells. The extracts were fractionated on a silica column in normal phase and
their respective fractions were again tested on the growth of wheat coleoptiles in order
to select those with greater phytotoxicity. Taking into account the results and yields,
fraction 9 (EME9) from the mycelial extract (EME) was selected for the seedling
growth and germination bioassays and for the sesame root metaxylem cell growth
bioassay. Both crude extracts (EME and EMC) used in the wheat coleoptile growth
bioassay were able to inhibit their growth, showing their highest percentages of
inhibition when used at their highest concentrations (0.8mg/mL™), as the fractions
EME9 and EME3 from the crude mycelial extract were those with the highest inhibitory

percentages for the same bioassay. In the seedling growth bioassay, the crude extract



(EME) and its fraction (EME9) were able to inhibit the growth of both aerial parts and
roots of wild poinsettia seedlings. Wild poinsettia was also more sensitive to mycelial
extract and its fraction in relation to germination percentage, showing the lowest
percentage values. The growth of sesame seedling root metaxylem cells was also
inhibited, proving the phytotoxic effect of the mycelial extract and its respective
fraction to them. Through a chemical analysis by CLUE (ultra-efficiency liquid
chromatography) performed on samples EMC, EME and EME9, 7 major compounds
were identified, all already described in the literature for the genus Diaporthe, where the
compound fomoxantone A is the one to be present in larger quantity and in all analyzed
samples. The crude extracts EMC and EME and the EME9 fraction showed phytotoxic
activity in the bioassays performed in this study, inhibiting the growth of wheat
coleoptiles, roots and aerial parts of the target species and sesame root metaxylem cells.
Thus, compounds identified in the extracts of Diaporthe phaseolorum show promise in
the study of their bioactivities, since studies with the species related to this bioactivities

are scarce in the literature.

Keywords: Diaporthe phaseolorum; endophytic fungi; germination; invasive species;

phytotoxycity.
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1. Introducéo

Organismos endofiticos também s@o conhecidos por produzirem metabolitos
secundarios que desempenham um papel importante em sua relacdo com a planta
hospedeira e 0 meio ambiente (Aly, et al., 2011). Esses compostos bioativos, como
alcaldides, diterpenos e flavonoides, aumentam a resisténcia das plantas aos estresses
bioticos e abidticos (Firdkova et al., 2007; Rodriguez et al., 2009) além de aumentarem
a aptidao e o crescimento das plantas hospedeiras (Jia et al., 2016). As relacdes entre
fungos endofiticos e suas plantas hospedeiras podem ser tdo proximas que estes
microrganismos sdo capazes de sintetizar os mesmos compostos quimicos sintetizados
pelas suas hospedeiras para uma melhor adaptacdo ao microambiente dos tecidos
vegetais (Caruso et al., 2020).

Por outro lado, os fungos endofiticos também podem ter um papel na degradacéo
dos metabdlitos produzidos pelas plantas, como ocorreu com uma cepa de Phomopsis
liguidambari, retirada do caule de Bischofia polycarpa da qual degradou o
fitoestrogénio luteolina e compostos fendlicos adicionais, como o fenantreno (Wang et
al., 2015), introduzindo o possivel emprego de cepas de fungos endofiticos na
biorremediagéo (Chan et al., 2013).

Diversos estudos recentes tém relatado os beneficios dos fungos endofiticos com
relacdo as possiveis aplicacdes de seus metabdlitos produzidos, dos quais mostraram ser
importantes tanto na area médica (Tawfike et al., 2019; Wu et al., 2018) como na
agricultura (Moura et al., 2020).

Dentre os métodos de controle e prevencdo de pragas e doencas agricolas, 0 uso
de agroquimicos continua sendo 0 componente mais importante para aumentar o
rendimento das colheitas e reduzir o trabalho nas culturas (Silva, 2009). No entanto, o
uso continuado de pesticidas em areas de monocultura tem levado ao crescente
aparecimento, em escala mundial, de bi6tipos de organismos tolerantes e resistentes a
esses produtos sintéticos, o que tem ocasionado um aumento significativo dos custos de
producdo e problemas graves de contaminagdo ambiental (Nebo et al.; 2014; Khaliqg et
al., 2013; Marangoni et al., 2012; Haig et al., 2009).

Com o desenvolvimento da sociedade humana, promovido pela evolugéo
agricola e pecuéria, as areas destinadas a atividade rural foram expandidas, ocasionando

a ampla distribuicdo de pragas, patdgenos e plantas indesejaveis. Nesse contexto, a
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comunidade de plantas indesejaveis ou daninhas tornou-se cada vez mais densa e
diversificada, com profunda especializagdo na ocupacdo dos agroecossistemas
(Mortimer, 1990); sendo definida como qualquer planta que ocorre onde néo é desejada,
ou entdo uma planta sem valor econémico ou que compete, com 0 homem, pelo solo
(Silva et al., 2007; Concenco et al., 2014). Em termos mais simples, uma planta pode
ser considerada daninha se estiver direta ou indiretamente prejudicando determinada
atividade humana (Concenco et al., 2014). Essas daninhas coevoluiram com as plantas
cultivadas, porém, elas possuem varias caracteristicas fisioldgicas (crescimento rapido e
resisténcia a outras espécies), agronémicas (alta capacidade de competicdo e
estabelecimento) e reprodutivas (elevada producdo de sementes e capacidade de
dispersdo), que as tornam dominantes em comparacdo com as cultivadas. Nos
agroecossistemas, elas competem pelos mesmos recursos das espécies cultivadas,
reduzem a produtividade, deterioram a qualidade dos produtos dela resultantes, o que
ocasiona enormes perdas financeiras (Kohli et al., 2004; Tanveer et al., 2012).

O amendoim-bravo ou leiteiro (Euphorbia heterophylla) é uma planta daninha
pertencente a familia Euphorbiaceae. Esta se caracteriza por ter uma alta capacidade de
competicdo por recursos como agua, luz, nutrientes, CO2 e oxigénio (Oliveira Jr. et al.,
2011), ocasionando perdas na qualidade e produtividade de sistemas agricolas, como a
soja (Carvalho et al., 2010, Lopes Ovejero et al., 2013), milho (Cury et al., 2012), cana-
de-acucar (Marques et al., 2012) algodao (Beltrdo, 2004), feijao (Machado et al., 2015;
Cury et al., 2011). E uma planta daninha nativa das regides tropicais e subtropicais das
Américas (Cronquist, 1981), apresenta ciclo anual, um rapido acimulo de biomassa e
uma elevada producdo de sementes (Kissmann & Groth, 1999). Essa espécie é
considerada de dificil controle, j& que apresenta resisténcia multipla aos herbicidas
inibidores da enzima protoporfirinogénio oxidase — Protox, acetolactato sintase - ALS
(Xavier et al., 2018; Trezzi et al., 2011) e recentemente foi relatada como resistente ao
herbicida glifosato (inibidor da enzima 5-enolpiruvato- chiquimato-3-fosfato sintase -
EPSPS) (Adegas et al., 2020). Sendo assim, a busca por herbicidas que tenham novos
mecanismos de agdo, assim como melhorias na aplicacdo, sdo fundamentais para
controlar de maneira satisfatoria esta planta daninha (Grigolli et al., 2011).

O capim-colonido (Megathyrsus maximus), € uma graminea que interfere em
cultivos agricolas, se destaca por ser uma planta vigorosa e com uma grande capacidade
de ocupar ambientes rapidamente, devido a sua agressividade e pela intensa capacidade

na producéo e longevidade de sementes (Costa et al., 2002), sendo considerada como
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uma planta daninha altamente competitiva (Lorenzi, 2008). A presenca desta espécie é
comum em lavouras de cana sendo considerada como infestante devido a supresséo
produzida pela palha (Correia et al., 2012), a sua interferéncia nas culturas contribui
para a reducdo na produtividade. Kuva et al. (2003) observaram reducédo de até 40% da
produtividade de colmos na cultura de cana-de aglcar, numa comunidade infestante de
plantas daninhas, com espécies como capim colonido (Megathyrsus maximus) e
braquiaria (Brachiaria decumbens).

O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotdxicos no mundo (Brasil,
IBAMA, 2018), e diferente dos herbicidas sistémicos, os de agdo seletiva controlam um
grupo de plantas daninhas, sendo ineficazes para outros grupos. O oxifluorfen, cujo
nome comercial € Goal® é um destes tipos de herbicida, sendo indicado para o controle
de plantas daninhas, mono e eudicotiledéneas, em aplicacdes de pré-emergécia ou pos-
emergéncia inicial (Sdlceanu et al., 2017).

O uso indiscriminado de agroquimicos sintéticos tem contribuido para o
aumento da resisténcia de plantas daninhas, além de conduzir a problemas de salde e
contaminacdo dos recursos naturais (Verdeguer et al., 2011). Atualmente, hd 255
espécies de ervas daninhas resistentes a herbicidas (148 dicotiledéneas e 107
monocotileddneas) relatadas em 92 safras e 70 paises (Heap, 2018). Em funcdo destas
consequéncias, a continuidade e intensificacdo de estudos que objetivem encontrar
fontes de herbicidas naturais como alternativas que causem menores impactos negativos
para a populagdo e meio ambiente s&o de extrema importancia.

Compostos naturais capazes de suprimir o crescimento de ervas daninhas tém
sido objeto de estudos com o objetivo principal de desenvolver novos herbicidas
naturais, visto que muitas vezes sdo considerados ambientalmente corretos e facilmente
biodegradaveis (Lima et al., 2018). Desta forma, os fungos sdo uma boa alternativa no
controle de plantas daninhas devido a sua abundéncia e ao seu potencial de producéo de
fitotoxinas de interesse, podendo servir de base para a producdo de novos herbicidas
(Cimmino, 2015).

Uma ampla variedade de metabolitos isolados e identificados, com atividade
herbicida comprovada, provenientes de fungos endofiticos, se encontra descrito na
literatura. (Tabela 1).
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Tabela 1. Compostos com atividade herbicida isolados de fungos endofiticos.

Espécie endofitica Molécula / composto bioativo Referéncia
Aspergillus fumigatus Brevianamida F Zhang et al.; 2013
Chaetomium globosum Chaetoglobosine A Liuetal., 2014
GulypironaAe B
Diaporthe gulyae PhomentrioloxinaB e C Andolfi et al., 2015

Acido nitropropionico

Palmarumicine CP2, CP17 e CP19

Edenia gomezpompae Pressoumerine EG1, EG2, EG 3 e EG4 Macias-Rubalcava et

22-tetraen-3-one al., 2014

Anhydromevalonolactone, Ttyrosol,

Alternaria euphorbiicola (R)-(-)-mevalonolactone Varejdo et al., 2013

Cycloglycylproline
Alternaria sp. Acido indol-3-carboxylico Pereira, 2018

2-(1, 4-dihydroxybutan-2-yl)-1, 3-

Aspergillus flavus dihydroxy-6, 8-dimethoxyanthracene- Khattak et al., 2017

9, 10(4aH, 9aH)-dione
Alternaria alternata Tenuazonic acid Sanodiyra et al., 2010

Deoxysporotrico acid
Epideoxysporothric acid
Deoxyisosporothric acid

1-undecen-2,3-dicarboxylic 5 acid

Nodulisporium sp. Caoetal., 2019

Viridicatumone A
Penicillium viridicatum Viridicatumone B Wang et al., 2019
Viridicatumone C

Os fungos endofiticos s@o uma boa fonte bioativa devido a sua capacidade em
produzir bioativos em curto periodo e ndo requer grande area de cultivo (Budiono et al.,
2019). Estes também vém sendo intensamente explorados na busca por compostos
antioxidantes (Elfita et al. 2021; Nagda et al., 2017).

O radical livre é uma espécie altamente reativa que pode interferir na integridade
celular, reagir com componentes estruturais, como macromoléculas constituintes da
membrana, e reagir com componentes funcionais, como enzimas e DNA. No corpo
humano, o radical livre desencadeia varias doencas degenerativas, incluindo céncer,
aterosclerose, hipertensdo, reumatoide, artrite, diabetes, diminuicdo do sistema de
imunodeficiéncia e acelera o processo de envelhecimento. A prote¢do do corpo humano
contra os radicais livres geralmente requer uma substancia especifica, a saber, os
antioxidantes (Mary et al., 2017; Yadav et al.,2014). Como exemplo de radicais livres
podemos citar o peroxido de hidrogénio (H20,), superoxido (O), hidroxila (OH -),
oxido nitrico (NO -) e peroxila (RO ).

Outro lado bastante explorado de microrganismos endofiticos é com relagdo a

antimicrobiana destes. Diversos trabalhos recentes comprovam a atividade
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antibacteriana (Ravimannan et al., 2021; Widjajanti et al., 2021; Obare et al., 2020;) e
antifungica (Munir et al., 2021; Erfandoust et al., 2020; Nurhaida et al., 2020) de
metabolitos produzidos por fungos endofiticos.

Extratos de fungos do género Diaporthe também ja foram analisados com
relacdo a atividade herbicida destes (Brun et al., 2020; Abdalla et al., 2018; Souza et al.,
2017), porém a atividade fitotoxica envolvendo o uso de extratos de Diaporthe
phaseolorum ainda sdo escassas e a investigacdo do potencial herbicida de extratos de
fungos desta espécie, como possivel alternativa para a producéo de herbicidas naturais €
valiosa.

Até o momento, um grande numero de compostos foi isolado de fungos
endofiticos de plantas terrestres em Diaporthe e Phomopsis, alguns dos quais
originarios do ambiente marinho (principalmente manguezais e sedimentos). A maioria
dos compostos sdo classificados como policetideos, que é o principal tipo estrutural de
metabdlitos secundarios desse género (Xu et al., 2021). Investigacdes quimicas de
alguns Diaporthe spp. tém proporcionado uma variedade de produtos naturais bioativos
(Souza et al., 2016), como 0 agente citotoxico acidos diapolicos (Yedukondalu et al.,
2017), o derivado cetona anti-candidal (Yenn et al., 2017) e os compostos fendlicos
com atividade antioxidante (Tanapichatsakul et al., 2018).

Os compostos relatados mostraram varias bioatividades, como pode ser

observado na tabela 1, descrita por Nagarajan, 2021.



Tabela 2. Fonte de diversos compostos bioativos isolados do endofitico Diaporthe sp. e suas atividades bioldgicas potenciais (Nagarajan et al., 2021).
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Diaporthe sp. Planta hospedeira Compostos Natureza quimica  Tipo de atividade Celula/alvo Referéncia
KB (célula de
carcinoma cervical
Mycoepoxidieno (1); Mycoepoxidieno; uterino humano);
Diaporthe sp. SNB- . . Altiloxina A (2); Terpenoides; S MRC-5 (célula de Mandavid et
GSS10 Sabicea cinerea Enamidina (3); Enamidinas; Citotoxica fibroblasto de pulmédo al., 2015
Eremofortina F (4) Sesquiterpenoides humano); MDA-MB-
435 (célula de cancer
de mama humano)
19-nor-Lanosta- Staphylococcus
5(10),6,8,24-tetraene- aurzu)s/ (Gram-
lo,3B,12p,22S-tetraol (5); RS _—
o . positiva); Escherichia
3B.5a.9- Trihidroxi- coli (Gram-negativa);
(22E,24R)-ergosta-7,22- . 9 ’
- _ Bacillus
dien-6-one (6); -
38.50,90, 140- subtilis (Gram-
Diaporthe sp. LG23 Mahonia fortunei Tetrahidroxyi(22€,24R)- Triterpenoides Antibacteriana positiva); Lietal., 2015
; Pseudomonas
ergosta-7,22-dieno-6-one aeruginosa (Gram-
(7); (22E,24R)-Ergosta- - a?iva)_
7,9(11),22-trieno-3p,50,60- gativa),
A : . : Streptococcus
triol (8); Chaxine C (9);
o pyogenes (Gram-
Demethyiincisterol ositiva)
As (10); Volemolide (11) P
Cochliobolus
miyabeanus (fungo);
COLO 201 (célula
Aucuba A . Derivados de . . adenocarcinoma de
Diaporthe sp. 1308-05 japonica var. borealis Acido homopetasinico (12) acidos Citotoxica colon humano), Ito etal., 2016
HL60 (célula de
leucemia
promielocitica
humana)
— < . . L . Larva de Diatraea .
. . Mikania 3-Acido Nitropropionico Derivados de - Polonio et al.,
Diaporthe citri G-01 glomerata Spreng (13) acidos Sub-letal saccharalis (broca da 2016

cana)



Diaporthe

maritima DAOMC628553 Picea rubens

Phomopsis sp. PSU-H188  Hevea brasiliensis

Diaporthe

phaseolorum SKS019 Acanthus ilicifolius

Terminalia
arjuna (Roxb.)

Diaporthe
arengae TATW?2

Phomopsolideos A-C (14-
16); (S,E )-6-(4-hidroxi-3-
oxopent-1-en-1-yl)-2H-
pyran-2-one (17)
Phomopsisporones A-B
(18-19); (E)-1893A (20);
1893B (21);
Micoepoxidieno (1); 2,3-
Dihidromicoepoxidieno
(22);
Deacetylmycoepoxydiene
(23); Nectriapyrone (24);
Cytochalasin N (25);
Diaporthalasin (26); (3R)-
5-Metilmellein (27);
(3R,4R)-cis-4-Hydroxy-5-
metilmellein (28); (R)-(-)-
5-Hidroximetilmellein
(29); Dothiorelones A-C e
E (30-33); Cytosporones B
e D (34-35)

Diaporphasinas A-D (36-
39); Meyeroguillinas A, C
e D (40-42); 5-
Deoxybostrycoidina (43);
Fusaristatina A (44)

Metil 3-(3,5-di-tert-butil-4-

hidroxifenil)propionato
(45); Pterin-6-acido

Pyranonas Antibidtica
Cytosporonas;

Mycoepoxydienas;

Pyranona_s; ) Bactericida;
Citocalasinas; citotéxica
Melleinas;

derivados de

Pyridina

Alcaloides Citotoxica
Fendlicos Anti-

hipercolesterolémico
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Bacillus Tanney et al
subtilis (Gram- Y h

il 2016
positiva)

Staphylococcus
aureus (Gram-
positiva); MRSA
(Gram-positiva); KB
(célula cancerosa da
cavidade oral
humana); MCF-7
(célula de cancer de
mama humano); Vero
(células de
fibroblastos renais)

Kongprapan et
al., 2017

MDA-MB-435
(célula de cancer de
mama humano);
HepG2 (human liver
cancer cell); HCT116
(célula de cancer de
célon humano); NCI-
H460 (célula de
cancer de pulméo
humanas); MCF10A
(célula da mama
humana normal)

hRBC (glébulos Patil et al.,
vermelhos) 2017

Cui etal., 2017



Diaporthe toxica

Lupinus sp.

Diaporthe sp. SYSU-HQ3 Excoecaria agallocha

Diaporthe sp. SCSIO
41011

Diaporthe sp. ECN-137

Diaporthe sp. ARL-09

Diaporthe
pseudomangiferaea

Rhizophora stylosa

Phellodendron amurense

Anoectochilus roxburghii

Tylophora ouata

carboxilico (46); 2,6-
Ditert-butil-4-fenol (47)

Phomopsina F (48)

Diaporisoindoles A-E (49-
53); Tenellonas C e D (54-
55); Diaporindenes A-D
(56-59);
Isoprenylisobenzofuran A
(60)

Isochromophilones A-F
(61-66); 5-
Chloroisorotiorin (67); epi-
Isochromophilone (68);
Isochromophilone 111

(69); epi-lsochromophilone
111 (70); 6-((1E,3E)-3,5-
Dimetilhepta-1,3-dieno-1-
yl)-2,4-diidroxi-3-
metilbenzaldeido (71);
(2E,4E)-1-(2,6-Dihydroxy-
3,5-dimetilfenil)hexa-2,4-
dien-1-ona (72)

Diaporthols A e B (73-74)

Citoskirina C (75);
Epicytoskyrine (76)

Acetoxidothiorelonas A e
B (77-78); Dothiorelonas
K-N (79-82); 16-
Acetoxydothiorelone C

Hexapeptideos

Alcaloides;
Benzofenonas;
Alcaloides

Derivados de
azafilona

Policetideos

Bisantraquinonas

Thiorelone

Citotoxica

Anti-tuberculose;
Producéo de NO
ativada por LPS

Citotoxica

Anti-migration

Citotoxica

Anti-fibrose;
Citotoxica; Anti-
diabética

HepG2 (célula de
cancer de figado
humano)

MptpB
(Mycobacterium
tuberculosis proteina
tirosina fosfatase B);
RAW 264.7 (célula
de macréfago
murino)

células ACHN; OS-
RC-2; 786-0 (células
de cancer de rim
humano)

TGF-B1-eliciado
MDA-MB-231
(célula de cancer de
mama humano)
SMMC-7721 (célula
de hepatoma
humano)

MRC-5 (célula de
fibroblastos de
pulmao humano);
BGC-823 (células de
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Schlob et al.,
2017

Cui et al.,
2017;
Cuietal., 2018

Luo et al.,
2018

Nakashima et
al., 2018

Tian et al.,
2018

Liu etal., 2018



Diaporthe sp.

Diaporthe
lithocarpus A740

Diaporthe sp. GZU-1021

Datura inoxia Mill

Morinda officinalis

Chiromanteshaematochir

(83); Dothiorelones A-C
(30-32); Dothiorelones G e
| (84-85); Cytosporone D
(35); Pestalotiopsone B
(86); Mucorisocoumarina
A (87); 5-Hydroxy-7-
methoxy-4,6-dimethyl-2-
phenylisoindoline-1,3-
dione (88);
Diaporphthalide A (89);
Diaporlactona A (90)

Xylarolide (91);
Xylarolides A e B (92-93);
Diportharine A (94)

Tenellone I (95);
Lithocarins B-D (96-98);
Tenellone H (99);
Phomopene (100)

Diaporthichalasins A-C
(101-103);
Phomopsichalasin G (104);
21-O-Deacetyl-L-696,474
(105); Citocalasina H
(106); Biatriosporin N
(107); Phomopsichin B
(108); Penialidina A (109);

Nonenolides;
Cumarinas

Benzofenonas;
Eremofilanos;
Monoterpentdides

Citocalasinas;
Dimeros de
tetrahidroxantona

Antioxidante;
Citotoxica

Citotoxica

Producdo de NO
ativado por LPS;
Citotoxica

antiinflamatoria

carcinoma gastrico
humano); PTP1B
(proteina tirosina
fosfatase 1B)

DPPH; MIAPaCa-2
(célula de cancer

pancreatico humano);

PC-3 (células de
cancer de prostata
humana)

SF-268 (célula de
glioblastoma
humano); MCF-7
(célula de cancer de
mama humano);
HepG2 (célula de
céancer de figado
humano); A549
(célula de
adenocarcinoma de
pulm&o humano)

RAW 264.7 (célula
de macréfago
murino)
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Sharma et al.,
2018

Liu etal., 2019

Liu etal., 2019



Diapothe
vochysiae LGMF1583

Phomopsis sp. CFS42

Diaporthe
eucalyptorum KY-9

Vochysia divergens

Cephalotaxus
fortunei Hook

Melia azedarach Linn

Phomoxanthone A (110)
Vochysiamides A e B
(111-112); 2,5-
Dihydroxybenzyl alcoool
(113)

Phomotide A (114); 4-
Acetyl-3,4-dihydro-6,8-
dihydroxy- 3-methoxy-5-
methylisocoumarin (115)
Eucaliptacid A (116);
Eucalactam B (117);
Eugenitol (118);
Cytosporone C (119); 4-
Hidroxifenetil alcool (120);
1-(4-Hydroxifenil)etano-
1,2-diol (121); N-(2-
Hidroxi-2-
feniletil)acetamida (122);
Phomopene (100)

Policetideos

Antifangico

Carboxiamidas;
Alcodis

Alternaria.
solani (fungo)
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Antibacteriano;
Citotoxica

Ma et al., 2020

Gaoetal.,
2020
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Dentre os diversos tipos de metabdlitos secundarios produzidos por fungos do
género Diaporthe, a fomoxantona A é um dos compostos mais relatados na literatura. A
fomoxantona A (Phomoxanthone A) (Figura 1), também chamada por PXA é uma
micotoxina proveniente do fungo Phomopsis (estado anamorfo de Diaporthe sp.), do
qual foi isolado pela primeira vez, possuindo estruturas semelhantes ao

composto xantona (Bohler et al., 2018).
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Figura 1: Estrutura quimica da fomoxantona A (PXA). Fonte:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

As fomoxantonas sdo dimeros de duas tetrahidroxantonas, consistindo em duas
subunidades de xantonoides que tém quatro grupos hidroxila cada. As duas subunidades
das fomoxantonas sdo covalentemente ligados uns aos outros. O proprio PXA é um
homodimero, consistindo em duas subunidades idénticas. Ambas as subunidades
séo diacetilado tetrahidroxantonas, sendo que dois de seus grupos hidroxila foram
substituidos por grupos acetil. A posicdo da ligacdo entre as duas subunidades do
dimero é a duUnica diferenca estrutural entre PXA e seus is6meros menos
toxicos Fomoxantona B (PXB) e dicerandrol C: Em PXA, os dois mondmeros
xantondides estdo simetricamente ligados na posicdo C-4,4 ', enquanto em PXB, eles
estdo assimetricamente ligados em C-2,4', e em dicerandrol C, eles estdo simetricamente
ligados em C-2 , 2 '. Caso contrario, esses trés compostos sdo estruturalmente idéntico
(Ronsberg et al., 2013; Isaka et al., 2001).


https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Hydroxy_group
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Covalent_bond
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Acetylation
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Acetyl_group
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Phomoxanthone_B
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Dicerandrol_C
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As fomoxantonas estdo, estruturalmente, intimamente relacionadas com o acidos
secaldnicos, outra classe de micotoxinas diméricas tetrahidroxantona, com as quais
compartilham vérias propriedades. Notavelmente, tanto as fomoxantonas quanto 0s
acidos secalonicos sdo instaveis quando dissolvidos em solventes polares tal
como DMSO, com a ligacdo covalente entre os dois monémeros mudando entre 2,2'-,
2,4'- ¢ 4,4'-ligacdo (Qin et al., 2015). As duas fomoxantonas PXA e PXB podem, assim,
lentamente isomerizar uns nos outros, bem como no dicerandrol C essencialmente nao
toxico, resultando em uma perda de atividade de PXA ao longo do tempo quando
dissolvido em um solvente polar (Bohler et al., 2018).

A fomoxantona A possui atividade antibi6tica contra diversos organismos como
bactérias, protozoarios, fungos, plantas e células animais, incluindo células cancerosas
humanas. Um estudo recente mostrou que o PXA afeta diretamente as mitocondrias,
interrompendo suas funcdes bioquimicas e sua arquitetura de membrana (Bohler et al.,
2018).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo por conter uma fase
movel e uma estacionaria, sendo que a amostra a ser analisada € injetada na entrada da
coluna e a fase mdvel é bombeada continuamente fazendo com que a amostra migre de
acordo com as interacGes e as propriedades fisico-quimicas das fases moével e da
estacionéria. No outro lado da coluna é instalado um detector que transmite para um
registrador um sinal que € interpretado em forma de cromatograma, sendo a area e a
altura deste proporcionais a concentracdo do analito (Jin et al., 2008; Ciola, 1985).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), que existe ha pouco mais de
uma década e meia, € uma técnica cromatografica liquida avancada que oferece um
tempo de andlise significativamente curto e pequena quantidade de solvente (S) como
fase mdvel (Novékova et al., 2006). Esse método também fornece uma eficiéncia de
separacdo e resolugdo muito melhor de misturas de analiticos. Este sistema utiliza uma
coluna especial empacotada com particulas muito menores (tipicamente 1,5-1,7 um),
em vez de particulas de 3 ou 5 um usadas rotineiramente no empacotamento da coluna
para analise fitoquimica. Como resultado, o tempo de execugdo em um sistema CLUE
pode ser até trés e nove vezes menor do que o dos sistemas CLAE usando colunas de 3
e 5 mm, respectivamente. O tamanho da coluna é geralmente de 50-100 mm. A
separacdo em CLUE ¢ obtida sob pressdo extremamente alta (100 MPa ou 14,5 Kpsi).
Como qualquer outro sistema CL moderno, CLUE pode ser hifenizado com varios tipos
de técnicas de detecgdo, UV, PDA ou MS. Um sistema CLUE permite a deteccdo de


https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Secalonic_acid
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Secalonic_acid
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Polar_solvent
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/DMSO
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Covalent_bond
https://ao.mihalicdictionary.org/wiki/Isomerisation
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analitos em uma concentracdo muito baixa devido a sua relagéo sinal-ruido melhorada e
requer um volume de injecdo muito menor sem qualquer perda de sensibilidade. Apesar
de uma série de vantagens de se usar a CLUE, como mais seletividade e sensibilidade
com desempenho de alta resolucédo e poder de resolucdo mais rapido, tempo de ciclo de
processo reduzido, qualidade de produto final aprimorada com custo de operacdo e
tempo de execugdo reduzidos, menor consumo de solvente e melhor rendimento da
amostra, melhorando a conveniéncia da anélise em tempo real em sintonia com 0s
processos de fabricacdo, a CLUE ainda apresenta algumas desvantagens. Uma grande
desvantagem da CLUE sdo as contrapressfes mais altas em comparacdo com a CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) convencional, o que diminui a vida atil das
colunas e as particulas com menos de 2 um nao podem ser regeneradas e, portanto, t€m
um uso restrito. (Nahar et al., 2019).

Assim, a investigacdo das propriedades fitotoxicas de D. phaseolorum podem
representar uma oportunidade para a descoberta de novas moléculas e compostos ativos
com empregabilidade agricola, farmacéutica podendo ser utilizadas como reguladores

ou inibidores do crescimento de plantas daninhas.

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

- Comparar a atividade fitotdxica entre os extratos brutos e fragdes de D. phaseolorum;

- Verificar o modo de ac¢do do extrato bruto e sua fracdo selecionada no crescimento de
coleoptilos de trigo, no crescimento e germinacdo de espécies-alvo e no crescimento de
células do metaxilema de raizes de gergelim.

- Verificar se os extratos brutos e a fracdo selecionada possuem atividade antioxidante e
antimicrobiana.

- ldentificar os principais compostos presentes nos extratos brutos e na fragdo

selecionada de D. phaseolorum.

2.2. Objetivos especificos
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- Avaliar e comparar o0 modo de acdo de ambos os extratos brutos sob o crescimento de
coledptilos de trigo (Triticum aestivum) e sob o crescimento de células do metaxilema
radicular de gergelim (Sesamum indicum).

- Selecionar o extrato com maior atividade fitotoxica e/ou aquele a apresentar maior
massa, a fim de submeté-lo a um fracionamento.

- Avaliar se 0s compostos presentes nos extratos e fracdes possuem atividade
sinergistica;

- Verificar se a acdo dos extratos e fraces se da de maneira seletiva entre as espéecies-
alvo de mono e eudicotiledoneas;

- Selecionar o extrato bruto de interesse e sua(s) fracdo(des) para caracterizacdo quimica
de seus compostos.

- Comparar os compostos identificados nos extratos e fracdo com aqueles ja
identificados no género Diaporthe;

- Identificar o composto majoritario presentes nas amostras analisadas;

- Relacionar a acdo dos compostos identificados com a bioatividades ja descritas na

literatura.

3. Materiais e Métodos
3.1 Material bioldgico

Os fungos Diaporthe phaseolorum foram isolados de folhas sadias de Serjania
lethalis (A. St-Hil) coletadas no Cerrado da Universidade Federal de Sdo Carlos-SP
Brasil (21° 58” a 22° 00° S e 47° 51° a 47° 52° W) durante o més de agosto de 2014.
(Figura 2).
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Figura 2: Vista aérea da UFSCar com a area de cerrado identificada de onde foram

coletas as folhas de Serjania Lethalis. (Fonte: Google Maps, 2021 modificado).

As folhas coletadas foram inicialmente lavadas com 4&gua corrente.
Posteriormente, em camara asséptica, imersas em uma solucdo de detergente e agua por
10 minutos, seguida de imersdo em agua por 3 minutos, hipoclorito 1% por 10 minutos,
etanol 70% por 3 minutos, agua destilada por 3 minutos, sendo este processo repetido
por 4 vezes. A agua da ultima lavagem foi inoculada em placa de Petri com meio de
cultura a fim de garantir a esterilizacdo da microbiota epifitica da folha (Petrini et al,
1992; Abdalla et al., 2019).

O trabalho de isolamento e identificacdo dos fungos foi previamente feito e
descrito por Abdalla, 2018; bem como as cepas utilizadas neste trabalho as quais foram
cedidas pela mesma pesquisadora.

Para a identificacdo de D. phaseolorum foram utilizadas as seguintes técnicas:
extracdo do DNA gendmico, amplificacdo por PCR e sequenciamento da regido
espacador interno transcrito (EIT), purificacdo do amplicon EIT, sequenciamento dos

genes ITS e purificacdo de sequenciamento da reagéo (figura 3).
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Identificacdo: Diaporthe sp.
Local de coleta: Cerrado/ Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar)
Data de isolamento: 10 de setembro de 2014

CARACTERIZACAO MICROSCOPICA CARACTERIZA(;AO MACROSCOPICA
AR LIS ATDY )

Sequéncia de transcri¢ao (ITS):
GGCCTTCCAGAAACGAGATATAACTACTACGCTCGGGGTCCTAGCGAGCTCGCCACTAGAT
TTCAGGGCCTGCCCTCGTTAGAAGGCAGTGCCCCATCACCAAGCCAGGCTTGAGGGTTGAA
ATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATGTTTTTACTCAGAGATTC
ACTATAGAAACAAGAGTTTAGTTGGCCGCCGGCGGGCTGCTCCCTGTTTCCAGGGGGCCTC
AGTGAAGAGGCCGGCCTGCGCCGAGGCAACAAATAGGTATAAGTTCACAAAGGGTTTCTG
GGTGCGCCGAAGCGCGTTCCAGCAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGG

Referéncia:

Iriart,X., Binois,R.B., Fior,A F., Blanchet,D., Berry,A., Cassaing,S., Amazan,E., Papot,E., Carme,B.,
Aznar,C. and Couppie, P. Eumycetoma caused by Diaporthe phaseolorum (Phomopsis phaseoli): a case
report and a mini-review of Diaporthe/Phomopsis spp invasive infections in human. Clin. Microbiol.
Infect. 17 (10), 1492-1494 (2011)

Figura 3: ldentificacdo micro e macroscépica do fungo Diaporthe sp. e sua sequéncia
transcrita. Fonte: Abdalla, 2018)

Para a realizacdo do bioensaio de coledptilos, foi utilizado diasporos de trigo
(Triticum aestivum L., cultivar BRS Camboatd) e para a execucdo dos bioensaios de
crescimento e germinacdo, foi utilizado diasporos de capim-colonido (Megathyrsus
maximus J.), amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.), gergelim (Sesamum
indicum L.) e cebola (Onion cepa L.). O bioensaio de avaliacdo de células do

metaxilema foi feito a partir de didsporos de gergelim.

3.2. Isolamento de Diaporthe phaseolorum
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Os fungos Diaporthe phaseolorum foram isolados de folhas sadias de Serjania
lethalis, coletadas no Cerrado da Universidade Federal de S&o Carlos-SP Brasil (21° 58’
a22°00° Se47°51’ a47° 52> W) (Figura 1).

As folhas coletadas foram inicialmente lavadas com agua corrente.
Posteriormente, em camara asséptica, imersas em uma solucdo de detergente e agua por
10 minutos, seguida de imersdo em agua por 3 minutos, hipoclorito 1% por 10 minutos,
etanol 70% por 3 minutos, dgua destilada por 3 minutos, sendo este processo repetido
por 4 vezes. A agua da Ultima lavagem foi inoculada em placa de Petri com meio de
cultura a fim de garantir a esterilizacdo da microbiota epifitica da folha (Petrini et al,
1992).

O trabalho de isolamento e identificacdo dos fungos foi previamente feito e
descrito por Abdalla, 2018; bem como as cepas utilizadas neste trabalho as quais foram
cedidas pela mesma pesquisadora. Para a identificacdo de D. phaseolorum foram feitas
as seguintes técnicas: extragdo do DNA gendmico, amplificacio por PCR e
sequenciamento da regido espacador interno transcrito (EIT), purificacdo do amplicon

EIT, sequenciamento dos genes ITS e purificacdo de sequenciamento da reacéo.

3.3. Preparo dos extratos brutos

Primeiramente os fungos Diaporthe phaseolorum foram repicados em placas de

Petri com meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar), preparado de acordo com as
instrugdes do fabricante (Figura 4).
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Figura 4: Placas de Petri de 10cm de diametro com meio de cultura PDA (Potato
Dextrose Agar) no dia da incubacdo de Diaporthe phaseolorum (A), e apds incubagdo
de sete dias em temperatura ambiente (B). (Raissa Accarini, arquivo pessoal).

Os fungos foram incubados por um periodo de sete dias e entdo retirados das
placas e transferidos para erlenmeyers de 1 L contendo 250 mL de meio de cultura
estéril Czapek com 2% de extrato de levedura. Foi feito um tratamento controle
contendo apenas meio de cultura para confirmar a esterilidade deste. Os erlenmeyers
ficaram incubados sob bancada de laboratério em temperatura ambiente de
aproximadamente 28°C, sendo agitados a cada 3 dias.

No 21° dia de inoculacdo, o meio de cultura contendo os fungos foi filtrado com
0 auxilio de uma bomba a vacuo, para a obtencdao do micélio e do meio de cultura. Nos
micélios foram adicionados 250 mL de etanol em cada, sendo deixado em repouso por
48 h e, apds este periodo, colocados em ultrassom por 30 minutos para em seguida
serem novamente filtrados. O filtrado obtido foi seco em capela, sendo assim obtido o
extrato micelial (EME).

O extrato de meio de cultura (EMC) foi obtido por meio de parti¢do liquido-
liquido, onde utilizou-se 0 meio de cultura Czapek e acetato de etila. Em um funil de
separacdo, foi adicionado acetato de etila na mesma proporc¢do do volume do meio de

cultura.
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A seguir, o contetdo foi agitado e deixado em repouso até que houvesse a
separacdo do solvente e do meio de cultura Czapek, sendo coletado apenas a fase
acetato de etila. Este foi colocado em béquer e deixado em capela para a evaporacgéo do
solvente, restando o extrato concentrado resultante do meio de cultura (EMC).

Toda metodologia acima descrita pode ser melhor visualizada no fluxograma

esquematizado a seguir (Figura 5).

D. Phaseolorum: 7 Inoculagdo em
dias em meio PDA CZAPEK por 21
dias
[ l ””””
| FILTRAGEM i
Micélio CZAPEK
+ -
Etanol AcoEt
E 48h repouso :—1 R
Ultrassom ] | agitagdo ;
30min AcoEt resultante
+
Filtragem | | .
E secagem :—1 L Secagem
Extrato bruto Extrato bruto
‘ﬂEME'H “EMC”

Figura 5. Fluxograma das etapas de cultivo de D. Phaseolorum até o processo final de
obtencgéo dos extratos brutos.

3.4 Técnicas cromatograéficas

3.4.1 Cromatografia em Coluna

Foram realizadas separacGes cromatograficas em coluna de vidro utilizando
como fase estacionéria, silica gel para separagdes no modo normal (70 — 230 mesh). Os
extratos brutos foram adsorvidos a forma estacionaria, em uma camada, denominada
cabeca. Para o fracionamento do extrato do meio de cultura (EMC), foram utilizadas
como fase movel, eluicbes com solventes nas seguintes proporcdes: 100% hexano,
hexano e acetona (7:3), hexano e acetona (1:1), hexano e acetona (3:7), 100% acetona,
acetona e metanol (7:3), acetona e metanol (1:1), acetona e metanol (3:7) e 100%
metanol, sendo este Gltimo para a limpeza dos possiveis resquicios de extrato que

ficaram na silica da coluna. Para o fracionamento do extrato micelial (EME), as elui¢des



36

foram: 100% hexano, hexano e acetona (7:3), hexano e acetona (1:1), hexano e acetona
(3:7), 100% acetona, acetona e metanol (7:3), acetona e metanol (1:1), 100% metanol e
100% etanol. O fracionamento dos extratos EME e EMC deu origem a nove fragdes de

cada um destes (Figura 6). O didametro da coluna de vidro utilizado foi proporcional a

quantidade da amostra a ser fracionada.

#,

Figura 6: FracGes colhidas ap6s fracionamento do extrato bruto em coluna de silica em
fase normal. (Raissa Accarini, arquivo pessoal).

Ap0s os fracionamentos, as fracdes recolhidas foram secas em capela, analisadas
por cromatografia de camada delgada, e tiveram seus rendimentos calculados. Apenas o
a fracdo EME9 (proveniente do extrato bruto micelial) foi selecionada para anélise
quimica devido a seu maior rendimento e maior atividade fitotoxica observada em
bioensaios prévios. A figura 7 esquematiza o processo de fracionamento dos extratos

brutos, dos quais originaram 9 fragdes cada.

Extrato bruto Extrato bruto
GSEME” “EMC”
Fracionamento
Fracdes: 1, 2*, 3, 4, 5*, 6*, 7*, 8* ¢ 9* Fragodes: 1, 2,3%,4,5, 6*%,7, 8% ¢ 9*
*utilizadas em bioensaio de coledptilos *utilizadas em bioensaio de coledptilos

Figura 7: processo de fracionamento dos extratos brutos EMC e EME e suas frages
originadas.
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Ao final dos fracionamentos, foi realizada a técnica de cromatografia em camada
delgada a fim e avaliar os compostos presentes para uma possivel unido de fragdes com
perfis similares. A técnica é descrita no item a seguir.

3.4.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Esta técnica foi realizada mediante a diferenca entre as forcas de adesdo das
moléculas dos componentes, a uma fase mdvel (solvente) e, a uma fase estacionaria
(placa de silica de fase normal ou reversa). O desenvolvimento cromatogréfico se
procedeu de forma ascendente e unidimensional, em placas de silica de fase normal (4,0
x 5,0cm) e com as eluicdes de solventes organicos hexano 2: 1 acetona e hexano 2: 1
acetato de etila. Cada cromatoplaca (placa de silica com as substancias separadas) foi
observada sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm e
revelada com Oleum (solugdo de 10 mL de &cido sulfurico e 200 mL de &cido acético
dissolvidos em 40 mL de agua destilada) e posteriormente aquecidos a 150 oC
(Ghisalberti, 2008). Apos secas, as cromatoplacas foram fotografadas para fixacdo dos
pontos e suas respectivas cores que aparecem apds a revelacdo. Esta técnica foi
empregada sempre ao final de cada extracdo e para avaliar o perfil de compostos

presentes. (Figura 8).

Figura 8: Cromatoplacas dos extratos brutos (EME e EMC) e fracdo EME9
provenientes do extrato EME ap0s reveladas.
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3.4.3. Andlises por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) e
identificacdo quimica.

As analises dos extratos brutos EME, EMC e da fracdo selecionada EME9 foram
realizadas em um cromatografo liquido Waters ACQUITY UPLC H-Class, acoplado ao
espectrometro de massas de alta resolucdo (Xevo G2-XS Q TOF, Waters, EUA) com
ionizagéo por electrospray (ESI). Foi utilizada uma coluna C1g ACQUITY UPLC®HSS
T3 (dimensdes: 1.8um; 2.1 mm x 100 mm) e fase movel composta por agua + 0,1%
acido formico (A) e acetonitrila + 0,1% &cido formico (B).

Um gradiente linear iniciando com 10% a 90% de B em 14 minutos, em seguida
100% de B em 3 minutos, com fluxo de 0,5 mL.min™, com temperatura ajustada para 40
°C e volume de injegdo de 1 pL. A aquisi¢@o de espectros de massas foi realizada em
modo MSF, modo positivo, na faixa de 100 a 1500 m/z e para analise dos dados
utilizou-se os softwares MassLynx e UNIFI a fim de comparar os dados processados
com aqueles ja identificados na literatura.

3.5. Bioensaios

3.5.1. Bioensaio de crescimento de coledptilos de trigo (Triticum aestivum L.).

Cariopses de trigo (Titicum aestivum L., cultivar BRS Camboatd) foram
distribuidas em caixas tipo gerbox forradas com duas folhas de papel de filtro,
umedecidas com 10 mL &gua, sendo tampadas e cobertas por papel aluminio. As caixas
foram mantidas em camara climatizada (estufa B.O.D) a 25°C no escuro, durante 72 h.
Em seguida, as caixas foram conduzidas até uma sala com luz verde para que 0s
coleoptilos das plantulas de trigo fossem selecionados e cortados utilizando-se uma
guilhotina de Van der Weij. Os apices dos coledptilos foram cortados (2 mm) e
descartados, enquanto do restante foi cortado um segmento de 4 mm e utilizado para o
bioensaio (Macias et al., 2010) (Figura 9).
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Figura 9: Coledptilos de trigo ja separados das sementes, apds crescimento no escuro
por 72h (A) e guilhotina de VVan der Weij utilizada para os cortes, em ambiente com luz

verde de seguranca. (Raissa Accarini, arquivo pessoal).

As solugbes foram preparadas a partir de 10 mg de cada extrato bruto pré-
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO, 5 uL. mL-1) e diluidos em solu¢do tampé&o
(pH = 5,6) contendo acido citrico monohidratado (1,05 g/L), hidrogenofosfato de
potassio tri-hidratado (2,9 g/L) e 2% de sacarose, nas concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,8
mg.mL-1. Em tubos de ensaio foram adicionados 2 mL das respectivas solucdes,
contendo cinco coleodptilos de trigo (Macias et al., 2010). Dois controles foram
realizados, um negativo com meio de cultura CZAPEK estéril e outro positivo com o
herbicida Goal® (240 puL/mL-1) solubilizado em solugdo tampao e DMSO (5 pL/mL),
nas mesmas concentragOes avaliadas para as fragoes. Esses tubos foram mantidos a 25
°C no escuro e sob constante rotacdo (1,2 Hz), sendo utilizadas trés repeticdes por
tratamento (Macias et al., 2010). Apos 24 h, os coleodptilos foram medidos com auxilio

do programa ImageJ (Figura 10).
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Figura 10: Coledptilos de trigo apés a fealizagéo do bioensaio, organizados em planilha
a serem fotografados para posterior medicdo. (Raissa Accarini, arquivo pessoal).

3.5.2. Bioensaio de germinacéo e crescimento de plantulas

Foram utilizadas como espécies alvo de hortalicas, cebola (Allium cepa L.) e
gergelim (Sesamum indicum L.), que, por serem geneticamente melhoradas apresentam
respostas mais homogéneas aos extratos e, dessa forma, indicam se 0s bioensaios estdo
sendo conduzidos de forma correta. Além destas também foram selecionadas duas
espécies daninhas, sendo uma de culturas de soja e cana-de-agucar conhecida como
capim colonido (Megathyrsus maximus Jacg.) e o amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla L), que apresentam resisténcias a herbicidas (Adegas et al., 2020) e

permitem avaliar o potencial fitotoxico dos extratos e fracdes da espécie doadora.
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Neste bioensaio foram avaliados apenas o extrato bruto EME e sua fracdo 9
(posteriormente nomeada como EMED9), devido a massa disponivel destes e ao resultado
apresentado no bioensaio de coledptilos de trigo.

O extrato bruto e a fragdo EME9 foram diluidos em solucéo tampéo (pH = 5,6)
contendo acido citrico monohidratado (1,05 g/L) e hidrogenofosfato de potassio tri-
hidratado (2,9 g/L) nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mg.mL™. Para este hioensaio
também foram utilizados dois controles, sendo o negativo feito com solugdo tampéo e
DMSO (5 uL/mL), e o positivo com o herbicida Goal® (240 pL/mL™) solubilizado em
solugdo tampdo e DMSO (5 pL/mL). Estes bioensaios foram conduzidos em potes
plasticos transparentes, de 250 mL de volume, contendo duas folhas de papel filtro ao
fundo, umedecidas com 1,5mL das solugdes controle negativo e positivo ou com as
solucdes dos extratos e da fracdo. Cada caixa recebeu 5 sementes das espécies alvo e
foram feitas quatro repeticbes para cada tratamento. As caixas foram tampadas
colocadas em camaras de germinacdo do tipo B.O.D. a 25 °C sob fotoperiodo de 12h
luz / 12h escuro (Anese et al., 2014 modificado) (Figura 11).

Figura 11: Recipiente plastico transparente utilizado na execugdo do bioensaio de
crescimento e germinacdo de plantulas, contendo as sementes dispostas sobre papel
filtro. (Raissa Accarini, arquivo pessoal).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As leituras foram
realizadas a cada 12h durante os trés primeiros dias e, em intervalos de leituras a cada

24h até a germinacdo ser nula por duas leituras consecutivas. Foi adotado a protrusdo de
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no minimo 2mm de raiz primaria e gravitropismo positivo como critério de germinacao
(Brasil, 2009).

Foram avaliados a porcentagem, a velocidade de germinagéo e sincronia (Ranal
& Santana, 2006).

O bioensaio de crescimento foi conduzido da mesma forma que o bioensaio de
germinagdo, porém apds completados sete dias em camara B.O.D., as plantulas
permaneceram em congelador por 24h e, em seguida foram dispostas em uma folha de
papel milimetrado, e fotografadas com o auxilio do programa ImageJ. Além disso, as
plantulas foram classificadas em normais e anormais de acordo com as especificacfes

das Regras de Anélises de Sementes (Brasil, 2009).

3.5.3. Bioensaio de crescimento de células do metaxilema de gergelim (Sesamum
indicum L.)

Os extratos brutos (EMC e EME) e a fragio EME 9 foram submetidos ao
bioensaio que avalia o crescimento de células do metaxilema de gergelim que cresceram
em contato com estes. Raizes obtidas de plantulas crescidas nos extratos citados acima,
no controle negativo e positivo e mantidas nas mesmas condi¢cdes do bioensaio de
crescimento e germinacdo (ltem 2.5) compuseram o material anatbmico utilizado.
Decorridos sete dias as plantulas de gergelim foram retiradas das caixas e com o auxilio
de um estilete foi separado um segmento da raiz primaria e colocado em alcool 70%. A
coloracdo do material vegetal foi feita a partir do método Fuchs modificado (Kraus &
Arduin 1997). As raizes foram imersas em alcool (70%) durante sete dias, lavadas com
agua destilada e mantidas em solucéo de hidroxido de sédio 25%, em estufa a 40°C por
48 h. Em seguida, o material vegetal foi corado com o corante Lacmoide a 25%, durante
24 h em temperatura ambiente, e lavados. O material vegetal foi entdo depositado em
laminas de vidro com xarope de Apathy e laminula, sendo deixadas de repouso por sete

dias para a secagem (Figura 12).
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Figura 12: Laminas contendo raizes de gergelim previamente tratadas com os extratos
brutos EMC e EME nas concentracdes de 0,2, 0,4 e 0,8 mg.mL™, prontas para serem
fotografadas em microscopio. (Raissa Accarini, arquivo pessoal).

A observagdo foi feita em microscopio optico (Olympus-BX41) acoplado com
camara fotografica (Sony CCD-IRIS). Foram utilizadas quatro raizes primarias
provenientes de pléantulas de gergelim crescidas em solugdes controles negativo e
positivo, e com 0s extratos mencionados para este bioensaio. De cada raiz foi
fotografado 50% de seu comprimento total, partindo da regido central em dire¢do ao
colo e 0 aumento utilizado foi de 20 vezes (Grisi et. al, 2016). As medidas foram feitas
utilizando-se o programa ImageJ.

3.5.4. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos e fracdes de Diaporthe
phaseolorum

Este bioensaio foi realizado em parceria com a UNESP de Araraquara, no
Departamento de Andlises Clinicas (Laboratério de Microbiologia Clinica), que
gentilmente nos cedeu todo material utilizado, assim como as cepas dos
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microrganismos. Assim, foi realizado um bioensaio piloto para avaliar se 0s extratos
brutos (EME e EMC) e a fracdo EME9 apresentavam atividade antimicrobiana.

O ensaio foi realizado de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that Grow
Aerobically (CLSI, 2012). As cepas de referéncia utilizadas foram Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Enterococcus faecalis (ATCC
29212). Os indculos foram preparados em caldo Mueller Hinton (Kasvi - Curitiba, PR,
Brasil) e foram ajustados em espectrofotdmetro (aproximadamente 1x10® cél/mL). A
solucdo estoque dos extratos foi preparada em um microtubo estéril na concentracao de
1 mg/mL em caldo Mueller Hinton e 2% de Dimethyl Sulfoxide (DMSO).

As concentracOes de extrato avaliadas foram 0,95; 1,9; 3,9; 7,81; 15,62; 31,25;
62,5; 125, 250 e 500 pg/mL.

Além das diferentes concentracdes dos extratos, foram avaliados os seguintes
grupos: Controle de crescimento: inoculo bacteriano sem tratamento; Controle de
veiculo: inéculo bacteriano e meio de cultura contendo 1 % de DMSO; Controle
negativo: apenas caldo Mueller Hinton. Apos o preparado das microplacas, as amostras
foram incubadas a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, em cada poco foram
adicionados 30 pL da solugéo de resazurina (0,0001 g/mL - Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, USA) em todos os pogos. A seguir, as placas foram incubadas por 4 horas e

apos esse periodo, foi feita a revelacdo do resultado visualmente.

3.5.5. Atividade antioxidante

A Atividade antioxidantes dos extratos brutos e da fracdo EME9 foi avaliada
utilizando-se DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) em solugdo metanolica na
concentracdo 30,75 pg.mL™* Os extratos e a fracdo utilizadas nos testes foram
solubilizados em seis concentracdes (4,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,2; 0,1 mg.mL™). Assi,
triplicatas com 1,95mL de DPPH e 0,05 mL de extrato permaneceram em temperatura
ambiente (aproximadamente 28°C) por 90 minutos , para posterior leitura em
espectrofotometro (HACH DR5000) a 517nm. O controle negativo foi feito com 1,95
mL de solugdo de DPPH e 0,05 mL de metanol e os controles positivos foram
realizados com Quercetina HPLC (Sigma-Aldrich) e Acido Gélico Anidro (Vetec) nas
mesmas concentragfes dos extratos. O indice de atividade antioxidante (AAI) foi



45

calculado pela formula: 1AA= concentracdo final do radical DPPH (ug.mL-1) /IC50
(ug.mL-1 ). O IC50 foi calculado por regressdo linear entre capacidade de sequestrar
radical (1%) e a concentracdo do extrato. A capacidade de sequestrar radical (1%) foi
definida usando a férmula: 1% = (absorbancia do controle negativo — absorbancia da
amostra/ absorbancia do controle negativo) x 100. Scherer e Godoy (2009) definem

escalas de atividade antioxidante em que AAI<0,5 (fraca), 0,5<AAI1,0 (moderada) e
1,0<AAI<2,0 (forte) e AAI>2,0 (muito forte).

3.6. Analises estatisticas

Os comprimentos dos fragmentos de cole6ptilo de trigo foram calculados como
porcentagem de inibicdo ou estimulo em relacdo ao controle negativo, sendo que os
valores positivos representam estimulo e os valores negativos representam inibicao
(Novaes, et al., 2013). Os dados foram submetidos a um teste de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homogeneidade (Levene).

Dados normais e homogéneos foram submetidos a uma anélise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey a 0,05 de significancia. Para dados ndo normais
ou ndao homogéneos foi utilizado o teste de Welch seguido do teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. (progr fez Dunn e Mann-Whitney).

Todas as anélises foram realizadas no programa estatistico PAST v.3.18
(Hammer. O, Harper D. A. T., Ryan, P. D. 2001).

4. Resultados e Discussao

4.1. Rendimentos dos extratos e fracdes de Diaporthe phaseolorum

Finalizados os processos de extracdo dos extratos brutos EME e EMC, estes
foram secos em capela e pesados em balanca analitica, conforme procedimento citado
no item 3.2. deste capitulo.

Os valores (descritos em miligramas) referentes aos rendimentos dos extratos

brutos e suas respectivas fracdes estdo organizados de acordo com a tabela 3.
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Tabela 3. Valores em miligramas dos rendimentos dos extratos brutos (EMC e EME) e
das fracbes provenientes destes, e da porcentagem de rendimento (%) em relacdo a
quantidade de extrato utilizada no fracionamento.

EXTRATOS
EMC 4840 | EME 9.890,0
FRACOES EMC FRACOES EME
1 8,0 1 0
2 20,0 2 162,0
3 45,0 3 125,0
4 24,0 4 43,0
5 24,0 5 262,0
6 69,0 6 128,0
7 21,0 7 124,0
8 33,0 8 499,0
9 40,0 9 146,0
Total: 284 Total: 1.489,0
% 58,6% % 15,05%

Para os calculos dos percentuais de rendimento de cada um dos extratos e
fracOes citados, foram levados em conta o valor (em miligramas) do peso inicial de
extrato bruto, ou seja, a quantidade utilizada na cabeca da coluna. Assim, para a
obtencdo do valor em porcentagem de rendimento, foi calculada uma regra de trés, onde
0 peso inicial dos extratos brutos equivale a 100%.

O extrato do meio de cultura de D. phaseolorum (EMC), obtido por meio de
particdo liquido-liquido apresentou um maior percentual de rendimento (58,6%)
comparado ao extrato do micélio (EME), que apresentou apenas 15,05% de rendimento.
Por outro lado, os valores dos pesos de cada fragdo proveniente do extrato micelial
foram maiores, visto que a quantidade inicial de extrato utilizada foi maior.

Os extratos brutos e fraces utilizados na execucdo de cada bioensaio foram
selecionados de acordo com a quantidade disponivel destes, bem como por decisdes
com relagdo ao resultado obtido no bioensaio de crescimento de coleodptilos de trigo, e

estdo organizados de acordo com a tabela 4.

Tabela 4. Relacdo de extratos e fragOes utilizadas em bioensaios de crescimento de
coleoptilos de trigo (BCCT), de crescimento de células do metaxilema de gergelim
(BCCMG) e de crescimento e germinacdo de plantulas (BCGP).

EMC 1 2 3 4 5 6 7 8 9
BCCT X X X X X
BCCMG X

BGCP
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EME 1 2 3 4 5 6 7 8 9
BCCT X X X X X X
BCCMG X X
BGCP X X

Diferentemente desta metodologia quando aplicada para célculo de rendimento
de extratos de botanico, onde o material seco do vegetal é previamente pesado para o
calculo da porcentagem de rendimento do extrato bruto, a pesagem do micélio e do
meio de cultura ndo s&o possiveis, assim, ndo ha um valor do percentual de rendimento,
e sim do valor total (em miligramas) dos extratos brutos obtidos.

Extracdes podem ter diferentes rendimentos que variam, por exemplo, devido a
polaridade do solvente, tempo e temperatura de extracdo e proporcdo solvente/material
bioldgico (Lukitaningsih et al., 2020; Vuong et al., 2015).

Compostos com polaridade mais elevada, tais como aglcares simples e
polissacarideos sollveis sdo bastante abundantes nas plantas (Vattuone et al., 2009),
consequentemente, podendo ser mais abundantes também em organismos endofiticos
hospedeiros destas, motivo este que pode ter explicado uma maior massa obtida do
micélio de D. phaseolorum, extraido com etanol e que resultou no extrato EME.

A producdo de extratos fungicos é de elevado custo, visto que no processo de
extracdo sdo necessarias grandes quantidades de etanol, metanol, acetato de etila e
outros solventes eventualmente utilizados no processo de extracdo. Desta forma, a
producdo destes extratos acaba sendo financeiramente limitada, além de fatores como a
demora no cultivo dos microrganismos e baixo rendimento dos extratos, que acabam

dificultando a producéo.

4.2. Bioensaio de crescimento de coleoptilos de trigo (Triticum aestivum)

Este ensaio continua sendo amplamente utilizado (Anese et al, 2021; Cala et al.,
2021; Vela et al., 2021; Rial et al., 2020) para avaliar a atividade de extratos vegetais e
fangicos, podendo direcionar para a identificacdo das substancias bioativas presentes
nos mesmos (Biasetto et al., 2019; Abdalla et al., 2018; Pereira et al., 2014).

Inicialmente, os extratos brutos EMC e EME foram submetidos ao teste que
avalia o crescimento de coleoptilos de trigo (Figura 13). Os resultados encontram-se no
gréafico 1.
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Figura 13: Valores médios de percentual de inibicdo de coleoptilos de trigo (Triticum
aestivum) submetidos a acdo dos extratos brutos de Diaporthe phaseolorum em
diferentes concentraces. * indicam tratamentos que diferiram estatisticamente do
controle negativo, e + indicam tratamentos estatisticamente iguais ao herbicida
comercial GOAL® na mesma concentracao.

De maneira geral, todas concentracdes do extrato do meio de cultura produziram
inibicdo dos coledptilos, diferindo estatisticamente do herbicida GOAL® na mesma
concentragcdo, porém apenas 0s coledptilos tratados com o extrato do meio de cultura
(EMC) em sua maior concentracdo diferiram estatisticamente do controle negativo,
apresentando um percentual de inibicdo de 79,3%. Os coleoptilos tratados com o extrato
micelial de D. phaseolorum ndo diferiram estatisticamente do controle negativo e
apenas aqueles tratados com o extrato na concentracdo de 0.4mg/mL™ diferiram
estatisticamente do herbicida em sua mesma concentracdo. Coleoptilos tratados com a
menor concentracdo do extrato micelial exibiram leve estimulo de crescimento (0,87%)
comparado com aqueles tratados com controle negativo. Os coleoptilos tratados com o
herbicida GOAL® diferiram estatisticamente do controle negativo, para todas
concentragOes testadas. Nenhum extrato produziu efeito inibitorio maior que o GOAL

Dados similares aos obtidos no bioensaio de coledptilos foram encontrados por
Abdalla (2018), onde extratos brutos etanolicos e acetato-etilicos de fungos endofiticos
do género Alternaria e Diaporthe também foram capazes de inibir o crescimento de
coledptilos de forma dose-dependente, indicando a presenga de compostos fitotdxicos

nestes, responsaveis pela inibi¢do do crescimento dos coleoptilos.
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Apds ambos extratos brutos serem avaliados pelo bioensaio de crescimento de
coledptilos de trigo (Triticum aestivum) , das 9 fragcdes provenientes do extrato do meio
de cultura (EMC), 4 delas obtiveram massa suficiente para serem avaliadas e das 9
fracdes provenientes do extrato micelial (EME), 5 foram avaliadas, conforme figura x
citada na metodologia deste capitulo.

Todas as fracGes, com excecdo da EME9 apresentaram diminuicdo da atividade
inibitoria apos o fracionamento quando comparadas com a atividade inibitoria de seus
extratos brutos. Em alguns casos esta perda de atividade pode ocorrer porque a interagdo
entre 0s composotos presentes pode ser a responsavel para observar o efeito bioloégico
(Qiuetal., 2013).

Os percentuais de inibicdo de cada fracdo proveniente dos extratos EMC e EME,

estdo representados em graficos (Figura 14).
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Figura 14. Valores médios de percentual de inibi¢do/estimulo de coledptilos de trigo
(Triticum aestivum) submetidos a acdo das fracGes provenientes do extrato de meio de
cultura (EMC) e do extrato micelial (EME) de Diaporthe phaseolorum em diferentes
concentragdes. * indicam tratamentos que diferiram estatisticamente do controle
negativo, e + indicam tratamentos estatisticamente iguais ao herbicida comercial
GOAL® na mesma concentragéo.

A fracdo EMC3 foi a que produziu maiores percentuais de inibi¢do dentre todas
testadas, apresentando um padrdo dose-dependente onde seu maior percentual de
inibicdo foi de 66,3% para coledptilos tratados com esta fracdo em sua maior
concentracdo. Os coleoptilos tratados com esta fracdo nas concentracdes de 0.8 e
0.4mg/mL™*, além, de diferirem estatisticamente do controle negativo, apresentaram
uma inibicdo igual & aquela causada pelo herbicida GOAL em coledptilos tratados por
este na mesma concentragdo. Todas outras fragdes testadas nédo diferiram
estatisticamente do controle negativo.

Grande parte das fracbes provenientes do extrato micelial (EME) testadas
apresentaram estimulo no crescimento dos coledptilos, porém, todas fracfes com
inibicdo diferiram estatisticamente do controle negativo. A fracdo EME9 foi aquela a
apresentar maiores valores de percentual de inibicdo, sendo estes de 45,9 e 39,6% para
coledptilos tratados com esta fracdo nas concentracdes de 0.8 e 0.4mg/mL™,
respectivamente. Por este motivo, além de apresentar massa suficiente para a realizacao
dos bioensaios subsequentes, foi a fragdo escolhida, juntamente com seu extrato bruto
EME. Os coledptilos tratados com o herbicida GOAL® diferiram estatisticamente do
controle negativo em todas concentrac@es testadas.

Desta forma, fica evidente a perda da atividade fitotoxica nas fracbes apOs 0s
extratos brutos EMC e EME passarem pelo processo de fracionamento cromatogréafico,
indicando que os constituintes presentes nestes, apresentam atividade sinérgica.

Um estudo similar foi realizado por Biasetto, 2019 onde metabdlitos do fungo
endofitico Xylaria cubensis, associados a Eugenia brasiliensis, também foi capaz de
inibir o crescimento de coledptilos de trigo, indicando potencial atividade fitotoxica
destes.

Ao trabalhar com misturas complexas de produtos naturais, 0s constituintes
responsaveis pela atividade geralmente ndo sdo conhecidos. Além disso, a composi¢do

dos extratos de produtos naturais varia dependendo de como e onde o material de
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origem ¢ cultivado, preparado, processado e armazenado (Caesar et al., 2019; Khan,
2006).

E conhecido que os fungos endofiticos podem produzir os mesmos metabolitos
secundarios que suas plantas hospedeiras (Fu et al., 2017) e a atividade fitotoxica de
Serjania lethalis ja foi evidenciada (Grisi et al., 2016; Pereira et al., 2015). Extratos
naturais contém compostos de diversas classes como fenois, carotenoides e antocianinas
e tocoferdis (Altemimi et al., 2017) e identificar os compostos responsaveis por um
determinado efeito biologico representa um desafio significativo, pois muitas vezes,
presume-se que o comportamento de uma mistura pode ser descrito pela presenca de
apenas alguns constituintes conhecidos. No entanto, uma série de estudos tém mostrado
que a atividade geral dos extratos pode resultar de misturas de compostos com atividade
sinérgica, aditiva ou antagonica, e aqueles que trabalham no campo da pesquisa de
produtos naturais percebem que € muito comum que os esforcos de isolamento em um
extrato falhem porque a atividade é perdida no fracionamento. Embora existam vérias
explicagdes possiveis para esta falha (incluindo adsorcéo irreversivel de compostos para
0 empacotamento da coluna), certamente € verdade que em alguns casos ocorre perda de
atividade porque maltiplos constituintes sdo necessarios para observar o efeito

bioldgico. (Caesar et al., 2019).

4.3. Bioensaio de crescimento e germinacdo de plantulas

Este bioensaio foi realizado apenas com o extrato micelial (EME) e sua fracéo
EME9 uma vez que estes apresentavam um maior rendimento e atividade inibitoria de
coledptilos, possibilitando assim, a execucdo deste bioensaio.

De maneira geral, o gergelim apresentou maiores valores de porcentagem de
germinacdo, quando exposto ao extrato e fracdo, quanto para os controles negativo e
positivo. Em contrapartida, os menores percentuais (55%) foram observados nas
sementes das espécies de amendoim-bravo e capim-colonido tratadas tanto com o

extrato micelial e a fracdo, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Percentual de germinacdo de espécies alvo tratadas com extrato micelial de
Diaporthe phaseolorum (EME) e sua fracdo (Fr9), em diferentes concentragdes.

Assim, é possivel observar que o extrato micelial (EME) de D. phaseolorum e
sua fracdo (EMEY) alteraram de forma mais significativa os parametros do processo de
germinacdo das espécies daninhas, demonstrando que estas sdo mais suscetiveis a acdo
do extrato e sua fracdo, possivelmente por estes apresentarem metabdlitos secundarios
mais ativos no controle pré-germinativo destas espécies do que nas espécies
indicadoras.

Algumas variaveis podem ser utilizadas para a avaliacdo da fitotoxicidade, como
a velocidade e tempo médio de germinacdo, coeficiente de variacdo do tempo e
sincronia do processo de germinacdo (Siddiqui et al., 2021; Grisi et al., 2013b; Ranal e
Santana, 2006).

Neste mesmo bioensaio, foi possivel verificar que o aumento da velocidade de
germinacdo nem sempre influencia no aumento da sincronia, sendo assim, ndo ha uma

sincronia no processo de germinacao das especies-alvo (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de Velocidade de Germinacdo (h™) e sincronia de plantulas
submetidas a acdo do extrato bruto micelial de D. phaseolorum (EME) e de sua fracéo
(EME9) em diferentes concentragdes.
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VELOCIDADE DE GERMINACAO SINCRONIA

0.8mg.mL? 04mgmL* 02mg.mL? 08mgmL* 04mgmL* 0.2mg.mL*

Capim-coloniéo

EME 0,0467 0,0747 0,0784 0,2916 0,325 0,2416
EME9 0,0298 0,0520 0,0414 0,2083 0,25 0,5666
Goal® 0,0018 0,0146 0,0406 0 0 0

Amendoim-bravo

EME 0,0499 0,0622 0,0777 0,25 0,2083 0,325
EME9 0,0684 0,0571 0,0760 0,2916 0,1666* 0,25
Goal® 0,0479 0,0805 0,0352 0,3333 0,4166 0

Cebola

EME 0,0394 0,0474 0,0605 0,4333 0,2083 0,4416
EME9 0,0422 0,0689 0,0627 0 0,3083 0,4750
Goal® 0,0669 0,0444 0,0624 0,4166 0,2 0,725

Gergelim

EME 0,1128 0,1041 0,1118 0,6 0,7333 0,6
EME9 0,1069 0,1145 0,1232 0,4 0,525 0,4
Goal® 0,0958 0,0937 0,1149 0,675 0,5833 0,325

Valores seguidos de * diferem do controle negativo pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade

O gergelim apresentou os maiores valores tanto velocidade de germina¢do como
de sincronia; os menores valores de velocidade de germinacdo foram observados em
plantulas de monocotiledéneas (capim-colonido e cebola), e os menores valores de
sincronia em plantulas daninhas (capim-colonido e amendoim-bravo). O U(nico
tratamento a diferir estatisticamente do controle negativo, foi o de plantulas de
amendoim-bravo tratadas com a fracdo EME9 a uma concentragdo de 0.4mg/mL™.

Resultados similares do processo de germinabilidade, velocidade e sincronia
foram observados por Abdalla et al., 2018 em plantulas de capim-colonido e amendoim-
bravo submetidas ao extrato de Diaporthe sp. Em outro trabalho realizado por Da Silva,
2020, extratos de doi fungos endofiticos (Colletotrichum dianesei e Xylaria sp.) tamém
reduziram a velocidade e porcentagem de germinacéo de plantulas de alface.

Sementes que apresentam velocidade de germinacdo reduzida no ambiente
demoram mais para germinar e, assim, ficam disponiveis no ambiente por mais tempo,
aumentando suas chances de serem predadas (Jeferson e Pennachio, 2005).

O bioensaio de crescimento de plantulas também foi realizado com os extratos
micelial (EME) e sua fracdo EMES9.

O amendoim-bravo foi a espécie que se mostrou mais sensivel aos tratamentos,
tanto em suas partes aéreas, Como nas raizes, apresentando assim, maiores valores de
porcentagem de inibicdo (Figuras 16 e 17). Por outro lado, as espécies indicadoras

(cebola e gergelim) foram as Unicas cujos tamanhos das partes aéreas ndo apresentaram
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diferenca estatistica significativa comparadas ao controle negativo. As partes aéreas da

cebola apresentaram estimulos no seu crescimento (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do extrato bruto micelial (EME) de Diaporthe phaseolorum e sua
fracdo (EME9) sobre o crescimento inicial de partes aéreas de plantulas de amendoim-
bravo (Euphorbia heterophylla), capim-colonido (Megathyrsus maximus), cebola
(Allium cepa) e gergelim (Sesamum indicum) em diferentes concentrag@es. (*) indicam
0s extratos nas concentracbes que apresentaram diferenca significativa quando
comparado com o controle negativo (Solugdo tampdo com DMSO).
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Figura 17: Efeito do extrato bruto micelial (EME) de Diaporthe phaseolorum e sua
fracdo (EME9) sobre o crescimento inicial de raizes de plantulas de amendoim-bravo
(Euphorbia heterophylla), capim-colonido (Megathyrsus maximus), cebola (Allium
cepa) e gergelim (Sesamum indicum) em diferentes concentra¢fes. (*) indicam os
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extratos nas concentracdes que apresentaram diferenca significativa quando comparado
com o controle negativo (Solugdo tampao com DMSO).

Os maiores valores de porcentagem de inibicdo tanto de parte aérea como raiz, foi
observado em plantulas de amendoim-bravo submetidas ao crescimento em extrato
micelial (EME) a uma concentracdo de 0.2mg/mL™* e com a fracdo 9 a uma
concentracdo de 0.8mg/mL™, sendo estes valores de inibicéo para partes aéreas e raizes
iguais a 79,5 e 84,1%, respectivamente.

Em um estudo feito por Abdalla et al., 2018, extratos etanolicos de Diaporthe sp.
também foram capazes de inibir o crescimento de raizes e partes aéreas de M. maximus
e E. heterophylla, afetando mais intensamente as raizes destas, assim como observado
no presente trabalho. A maior sensibilidade radicular, como apresentada pelas espécies-
alvo é amplamente documentada na literatura e caracteriza um dos principais
parametros para indicar a sensibilidade de plantas aos efeitos de fitotoxinas (Hossen et
al., 2021; Mufioz et al., 2020; Vargas et al., 2019; Liu et al., 2018; Grisi et al., 2013).
Isto pode ser explicado pelo fato de as raizes ficarem mais em contato com o extrato do
que a parte aérea neste bioensaio, além de poderem apresentar maior permeabilidade
aos compostos fitotoxicos, pois ndo possuem uma cobertura cuticular bem desenvolvida
como a apresentada pela superficie do hipocotilo (Vargas et al., 2019; Yoshimura et al.,
2011).

Né&o foi observado um padréo de inibicdo do tipo dose-dependente na maioria das

plantulas.

Ao término do bioensaio de crescimento foi possivel observar que grande parte
das plantulas das espécies-alvo tratadas com o herbicida Goal® apresentavam-se
necrosadas tanto nas partes aéreas quanto em suas raizes. Sendo assim, nao foi possivel
realizar as medigdes nestas Gltimas.

Em um estudo feito por Maiquel, 2016, também foi avaliada a atividade herbicida
de Diaporthe sp. em espécies de monocotiledonea e dicotiledonea. O caldo fermentado
de Diaporthe foi capaz de inibir em 100% a germinagdo de Glicine max, Triticum
aestivum, Oryza sativa, Lolium multiflorum e Sorgum halepense em um bioensaio de
pré-emegencia. Assim, seus metabolitos comprovaram um amplo espectro de agdo, ja

que foram eficazes tanto em espécies de mono como eudicotiledéneas.
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4.4. Bioensaio de crescimento de células do metaxilema de gergelim (Sesamum
indicum L.)

O estudo anatémico das raizes de plantulas de gergelim possibilitou uma melhor
visualizacdo de um dos modos de acdo dos efeitos fitotoxicos dos diferentes extratos,
em nivel celular. Os extratos brutos e a fragdo EME9 foram submetidos a um bioensaio
de crescimento de células do metaxilema radicular, para verificar se a redugdo do
comprimento das raizes ocorria a partir de alteracfes a nivel celular. Os tamanhos das
células do controle apresentaram um comprimento maior comparado ao metaxilema de
células de plantulas que foram submetidos aos tratamentos. Porém, aquelas tratadas com
0 extrato de meio de cultura (EMC) ndo apresentaram um padrdo de tamanho do tipo

dose-dependente em relacdo as concentracfes dos extratos utilizadas (Figuras 18 e 19).

Figura 18: Fotomicrografia de células do metaxilema radicular de plantulas de gergelim
tratadas com os extratos de meio de cultura de D. phaseolorum (EMC) em diferentes
concentragdes: (A) controle, (B) 0.2mg.mL-1, (C) 0.4 mg.mL-1 e (D) 0.8mg.mL-1. As
marcacOes equivalem a medida correspondente a 50 micrémetros.
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Figura 19: Fotomicrografia de células do metaxilema radicular de plantulas de gergelim
tratadas com os extratos miceliais de D. phaseolorum (EME) em diferentes

concentragOes: (A) controle, (B) 0.2mg.mL-1, (C) 0.4 mg.mL-1 e (D) 0.8mg.mL-1.
Escala: 50 micrdmetros.

As células do metaxilema radicular das plantulas tratadas com o extrato micelial
(EME) apresentaram um padrdo de crescimento dose-dependente, onde a media dos
comprimentos das células das plantulas que cresceram em contato com o extrato a uma
concentracdo de 0.8, 0.4 e 0.2 mg/mL™ iguais a 77,42, 81,34 e 89,61 um. As raizes
tratadas com o extrato do EMC em sua menor concentracdo foram aquelas a apresentar
menor comprimento das células do metaxilema, com média de 66,2 um. Esta Ultima
bem como todas as células tratadas com EME diferiram estatisticamente do controle
negativo.

A relacdo dos valores médios de comprimentos das células do metaxilema podem
ser melhor visualizadas de acordo com o grafico (Figura 20).
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Figura 20: Médias (um) das células do metaxilema de plantulas de gergelim (Sesamum
indicum) tratadas com os extratos de D. phaseolorum em diferentes concentracfes. *:
diferem estatisticamente do controle negativo pelo teste de Tukey.

Ao comparar 0os comprimentos das células do metaxilema de raizes de gergelim
tratadas EME e EME9, foi possivel verificar que o tratamento destas com a fracédo
EME9 resultou em menores tamanhos das células na menor e maior concentracdo
testadas (0.2 e 0.8 mg/mL™, respectivamente) (figura 21).
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Figura 21: Médias (um) dos comprimentos das células do metaxilema de plantulas de
gergelim  (Sesamum indicum) tratadas com o extrato micelial (EME)
de D. phaseolorum e sua fracdo (EME9) em diferentes concentragdes. *: diferem
estatisticamente do controle negativo pelo teste de Tukey.

As raizes em contato com fragdo EME9 em sua concentracdo intermediéria
foram aquelas a apresentar a menor média de tamanho (73,2 um). O extrato EME

apresentou um padrédo de inibicdo dose-dependente, e em todas concentracdes tanto do
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extrato como de sua fracdo, apresentando-se estatisticamente diferentes do controle
negativo. Ja as raizes tratadas com a fracdo EMEY, apenas sua menor concentra¢do ndo
diferiu estatisticamente do controle negativo.

Tambem foram feitas fotomicrografias, que podem ser visualizadas na figura
22.

Figura 22: Fotomicrografia de células do metaxilema radicular de plantulas de gergelim
tratadas com a fragdo EME9 de D. phaseolorum (EME) em diferentes concentraces:
(A) controle, (B) 0.2mg.mL-1, (C) 0.4 mg.mL-1 e (D) 0.8mg.mL-1. Escala: 50
micrémetros.

Né&o foram realizadas fotomicrografias com plantulas submetidas ao tratamento
com o herbicida Goal® pelo fato da totalidade das raizes apresentarem-se necrosadas,
impedindo a execugdo do tratamento destas para a montagem das laminas.

As menores classes de tamanhos (> 50 um e de 50 a 100 pm) das células do
metaxilema radicular de plantulas de gergelim foram mais frequentes naquelas
submetidas aos tratamentos com o extrato micelial (EME). Em contrapartida, um maior
nimero de plantulas tratadas com a fragdo EME9 obtiveram maiores tamanhos de

células do metaxilema (150 a 200 um e < de 200 um), em todas concentracdes da fragdo

(Figura 23).
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Figura 23: Frequéncia relativa das classes de tamanho (um) das células do metaxilema
de raizes de gergelim (Sesamum indicum) submetidas a acdo do extrato bruto micelial
(EME) de Diaporthe phaseolorum, e sua fracdo (EME9), em diferentes concentraces.

Os resultados aqui apresentados sugerem que 0s compostos presentes no extrato
micelial podem apresentar maior fitotoxicidade para as células do metaxilema destas
raizes que a fracdo por apresentarem efeito sinergético. O comportamento de uma
mistura pode ser descrito pela presenca de alguns constituintes conhecidos, porém, uma
série de estudos mostrou que a atividade geral de extratos pode resultar de misturas de
compostos com atividade sinérgica, aditiva ou antagdnica (Caesar et al., 2019). Isto
pode explicar o fato de que a fragdo EME9 tenha menos atividade inibitdria que os
extratos brutos, que possuem uma maior quantidade de metabdlitos agindo em conjunto,
0 que pode indicar atividade sinérgica destes, refletindo em um maior percentual
inibitorio.

A reducdo do crescimento radicular nas plantulas de gergelim pode também
indicar uma possivel interferéncia dos aleloquimicos nas concentracdes de diferentes

tipos de hormonios vegetais (Accarini, 2016). Resultados semelhantes foram
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observados por Grisi (2015) em plantulas de gergelim, que se mostraram mais sensiveis
a acdo de aleloquimicos comparado as monocotiledéneas.

A auxina é crucial para a regulacdo do desenvolvimento do embrido zigdtico e
do desenvolvimento da raiz, incluindo a iniciacdo e emergéncia de raizes laterais e 0
desenvolvimento de folhas e flores (Revalska et al., 2015). Esta envolvida nas respostas
das plantas a luz e gravidade, arquitetura geral do caule e da raiz, padronizacdo de
6rgdos, desenvolvimento vascular e regulacdo da dominéncia apical (Cleland, 2004;
Woodward e Bartel, 2005; Revalska et al., 2015). Foi também demonstrado que a
biossintese localizada de auxina também desempenha papéis criticos no
desenvolvimento da raiz (Zhao, 2010, 2018).

A auxina interage com outros hormonios vegetais para regular o crescimento e o
desenvolvimento das raizes. Assim, a sintese e o transporte de auxinas bem como vias
de sinalizacdo sdo importantes para o desenvolvimento da raiz da planta. O acido indol-
3-acético (AIA) é a principal auxina de ocorréncia natural e a via biossintética do AIA
foi claramente compreendida (Zhao, 2018). Como as respostas das plantas as
concentracdes de auxina sdo dependentes de uma curva do tipo dose respostas, as
concentracdes de AIA devem ser reguladas com precisdo durante o crescimento da
planta em resposta a estimulos externos e internos. O ajuste da concentracdo de AlA
dentro de células e tecidos é amplamente realizado por transporte direcional e
biossintese localizada (Brumos et al. 2018; Robert et al. 2018), bem como inativacdo de
AlA (Zheng et al. 2016; Di Mambro et al. 2019)

Assim, as alteracOes observadas no crescimento celular das raizes de gergelim,
podem ter ocorrido pela acdo de metabdlitos secundérios, que interferiram na acdo da
auxina e de sua interacdo com outros reguladores de crescimento. Dessa forma, as
alteracbes no crescimento celular provocadas pela acdo de metabdlitos secundarios

podem ser resultado da interferéncia na acdo desse hormonio.

4.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos e fracOes de Diaporthe

phaseolorum

O bioensaio que avalia a atividade antimicrobiana de extratos e fragdo de
Diaporthe phaseolorum ndo obteve resultado satisfatorio. Assim, tanto os extratos
brutos como a fracdo EME9, em todas concentracdes testadas (0,95; 1,9; 3,9; 7,81;
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15,62; 31,25; 62,5; 125, 250 e 500 pg/mL), ndo apresentaram acdo microbiana sob as
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis, como pode
ser observado na figura 25, onde 0s pocos de coloracdo avermelhada indicam atividade
microbiana e o0s de colocacdo azul, que sdo 0s controles positivos (sem
microrganismos), indicam inatividade (Figura 24).

o>
£ 4
,ﬁ'”,"""

ot
(03
IO

S 52
2’
€ =L

JENR
- N

-,
X3

3

12X 4ol AT =¥ Py 4 ~

=‘=
i

i
- 4

o,

Figura 24: Placas com as dilui¢fes utilizadas no bioensaio de avaliagdo de atividade
microbiana dos extratos brutos (EMC e EME) e da fragdo EME9 de Diaporthe
phaseolorum, sob o crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Enterococcus faecalis, revelados com resazurina. *Pocos com coloragdo avermelhada
indicam atividade microbiana e pogos com coloragédo azul indicam inatividade.

4.6. Atividade antioxidante

Foram submetidos ao bioensaio de atividade antioxidante os extratos brutos
EMC e EME, e a fracdo EME9 nas concentracdes de 0,2, 0,4 e 0,8 mg.mL™. Todos
extratos e a fragdo apresentaram atividade antioxidante considerada fraca (AAI<0,5) e
valor de 1C50 acima de 180mg.mL™ (Tabela 6).

Tabela 6. Concentracdo inibitoria de 50% (IC50) e indice de atividade antioxidante
(1AA) dos extratos brutos EMC e EME e fragdo EME9 de D. phaseolorum. Quercetina
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e Acido Galico: referéncia industrial de composto antioxidante utilizado como controle
positivo.

IAA IC50 (pg.mL™)
EMC 0,166 185,39
EME 0,077 400,9
EME9 0,05 540,29
Quercetina 15,078 2,04
Ac. Galico 30,986 0,99

Compostos antioxidantes de fontes naturais sdo importantes na prevencdo do
desencadeamento das reacOes oxidativas, no qual retardam ou previnem a oxidagao do
substrato envolvido nos processos oxidativos, impedindo a formagéo de radicais livres
(Santos et al., 2018). Compostos com atividades antioxidantes também sdo de grande
importancia nas industrias que lidam com produtos petroguimicos, alimentos,
cosmeéticos e medicamentos onde sdo usados para estabilizacdo de produtos poliméricos
(Sganzerla et al., 2020; Nirmala et al., 2018; Pisochi & Negulescu, 2011).

O gergelim e, principalmente 0 amendoim-bravo, mostraram-se mais sensiveis a
acao dos extratos de D. phaseolorum do que as espécies monocotileddneas. Também
foram observadas diversas anormalidades durante o desenvolvimento inicial de
plantulas das espécies-alvo tanto daninhas como as indicadoras, como necrose de raizes
e/ou de parte aérea, e atrofias. As anormalidades verificadas podem ser visualizadas de

acordo com a Figura 25.

Figura 25: Plantulas normais de amendoim-bravo e gergelim (A) e plantulas anormais
de amendoim-bravo e gergelim (B) apresentando anormalidades do tipo atrofia de raiz e
parte aérea.
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Fitormbnios como a auxina e a citocinina controlam aspectos-chave do
desenvolvimento da planta, incluindo o desenvolvimento dos meristemas da parte aérea
e da raiz e a expansdo celular, além do tempo de senescéncia da folha (Kurepa et al.,
2018; Majda et al., 2018; Nadolska-Orczyk et al., 2017; Di Mambro et al., 2017).

Algumas fitotoxinas podem alterar a morfologia e a anatomia das plantulas,
causando problemas como inibigdo do crescimento e necrose de raiz e diminuigdo no
desenvolvimento vascular. Alguns pesquisadores atribuiram esses problemas a uma
alteracdo no equilibrio hormonal, principalmente auxina, etileno e giberelina que afetam
a especificacdo, proliferacdo e expansdo celular de plantulas, como ja foi observado
com milho e soja (Mekky et al., 2019). As anormalidades observadas impedem que a
plantula se desenvolva normalmente, assim, seu crescimento fica comprometido a ponto
de ndo permitir que ela se estabeleca ou reduza sua habilidade competititva (Brasil,
2009).

4.7. Andlises por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) e

identificacdo quimica.

Os cromatogramas dos extratos brutos EME e EMC e da fracdo EME9 estéo
ilustrados nas Figuras 26, 27, 28 e 29.
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Figura 26: Cromatograma do extrato bruto micelial EME de Diaporthe phaseolorum.
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Figura 27: Cromatograma do extrato bruto do meio de cultura EMC de Diaporthe phaseolorum.
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Figura 28: Cromatograma da fracdo EME de Diaporthe phaseolorum.
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Figura 29: Cromatograma dos extratos brutos (EME e EMC), branco (etanol), meio de cultura Czapek e da fragdo EME9 de Diaporhe

phaseolorum.
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O sistema UNIFI permite a comparagdo de analises de espectros de massas em
modo MSF com bibliotecas “in house” (Vieira et al., 2020). Para este estudo foi
construida uma biblioteca com arquivos em formato .txt e .mol, para o0 género
Diaporthe com 125 substancias, que foi inserido no software UNIFI, objetivando
realizar anotagdes de metabolitos nas fracGes estudadas. A tabela 7 a seguir, apresenta
as anotacdes de metabdlitos para as fracdes analisadas por UPLC-QToFMSE.

Tabela 7. Metabdlitos secundarios de Diaporthe phaseolorum identificados por UPLC-
QToFMSF em amostras dos extratos brutos (EMC e EME) e na fracdo (EMED9).

N° TR Metabdlitos anotados m/z Aduto Massa neutra Erro Extra~to/
observada observada (mDa) fracéo

1 192 Diaporol P 243,1342614 [+Na] 220,1463 -1,28 EME

2 11,69 Phomoxanthone A 751,2221359 [+H] 750,2148 1,12 EME

3 10,37 Penexanthone A 709,2122605 [+H] 708,2049 -0,61 EME

4 053 Phomoxanthone H 326,1241849 [+NH,] 308,0904 0,76 EMC

5 075 Tenellone A 443,2025305 [+H] 442,1953 -3,89 EMC

6 1123 Phomoxanthone A 751,2222209 [+H] 750,2149 -1,04 EMC

7 0,53 Diaporol P 243,1332 [+Na] 220,1439 -2,4 EME9
methyl 5-[(1R)- 1-

1,14 hydroxyethyl]-g- 244,1184 [+NH,] 226,0846 0,4

8 EME9
oxofuran-2-butanoate

9 10,74  Oblongolide G 278,1525 [+Na] 301,1417 0,7 EMES

10 11,23 Phomoxanthone A 751,2225 [+H] 750,2152 -0,7 EMES

N°: nimero da amostra, TR: tempo de retencéo; m/z observada: razdo massa/carga, Erro (mDa):
erro (mili Dalton).

Utilizando a plataforma UNIFI foram assinalados 7 diferentes metabdlitos, ja
descritos na literatura para o género Diaporthe, dentre os quais a fomoxantona A
(phomoxanthone A) foi anotado em todos extratos e na fragdo EMED.

A fomoxantona A (ou PXA, como é conhecida) € um metabolito comumente
encontrado em fungos do género Phomopsis (estado assexuado de Diaporthe sp.) e foi
identificado pela primeira vez por Isaka, 2001 em extratos miceliais de Phomopsis sp.,
isolados de Tectona grandis em um estudo para triagem de compostos antimalaricos,

mostrando forte atividade antibidtica contra uma cepa resistente de Plasmodium
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falciparum. O mesmo estudo relatou a atividade antibidtica de PXA contra
Mycobacterium tuberculosis e contra trés linhas de células animais, duas das quais
derivadas de células cancerosas humanas (Isaka et al., 2001).

Estudos recentes relatam a atividade antifungica (Tong et al., 2017), anticancer
(Yang et al., 2020; Wang et al., 2019) e citotdxica (Niu et al., 2019) da fomoxantona A,
porém, até o momento apenas o presente estudo analisou a atividade herbicida em
extratos contendo este composto.

A figura 30 ilustra o cromatograma e 0s espectros de massas anotados na

amostra e correlacionados com a biblioteca UNIFI.
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Figura 30: Espectros da substancia Fomoxantona A

O segundo metabolito identificado em maior quantidade foi a Penexantona A
(penexanthone A) é um composto pertencente a mesma classe da fomoxantona A, sendo
isolado de Penicillium sp. e identificado pela primeira vez por Cao, 2012. Assim como
ocorre com a fomoxantona A, este metabdlito apresenta atividade anticancer (Ding et

al., 2013) e também néo ha estudos que o relacionam a uma atividade herbicida.
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As formulas estruturais dos 7 metabélitos encontrados e listados na tabela 2

podem ser visualizados na figura 31.
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Figura 31: Formulas estruturais dos compostos encontratos nos extratos brutos EMC e
EME e na fracdo EME9 de Diaporthe phaseolorum: Fomoxanthone A (A), Penexantona
A (B), Tenellona A (C), Fomoxantona H (D), Oblongolideo G (E), methil 5-[(1R)- 1-
hidroxietil]-g-oxofuran-2-butanoato (F) e Diaporol P (G).

Até o momento, varios compostos foram isolados de fungos endofiticos de
plantas terrestres em Diaporthe e Phomopsis, alguns dos quais originarios do ambiente
marinho (principalmente manguezais e sedimentos). Investigaces quimicas de alguns
Diaporthe sp. tém proporcionado uma variedade de produtos naturais bioativos (Souza
et al., 2016), como os &cidos diapdlicos (Yedukondalu et al., 2017), o derivado cetona
anti-candidal (Yenn et al., 2017) e os compostos fenolicos com atividade antioxidante
(Tanapichatsakul et al., 2018). A maioria dos compostos sdo classificados como
policetideos, que é o principal tipo estrutural de metabdlitos secundarios desse género
(Xu et al., 2021).

Dentre as diversas bioatividades destes compostos, foi relatada a atividade
citotoxica (Luo et al., 2018), antifungica (Carvalho et al., 2018), antibacteriana (Niaz et
al., 2020), antiviral (Yang et al., 2020), antioxidante (Da Rosa et al., 2020) e anti-
inflamatdria (Fan et al., 2020). A atividade herbicida de extratos de Diaporthe também
vém sendo bastante explorada, e estudos tém demonstrado sua eficacia no combate de
plantas daninhas (Brun et al., 2020; Maiquel et al., 2016; de Souza et al. 2015), porém,
estudos envolvendo a atividade herbicida de Diaporthe phaseolorum sdo escassos.
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Uma diversidade de metabolitos secundérios de Diaporthe phaseolorum ja
foram identificados até o presente momento (Niu et al., 2019; Brissow et al., 2017; Cui
et al., 2017; Agusta et al., 2006; Sebastianes et al., 2012). Dentre 0s 7 compostos
identificados, apenas a fomoxantona A (phomoxanthone A) foi relatada para D.
phaseolorum em um estudo feito por Niu, 2019. Os outros 6 metabdlitos identificados
(penexanthone A, tenellone A, phomoxanthone H, oblongolide G, methyl 5-[(1R)- 1-
hydroxyethyl]-g-oxofuran-2-butanoate e Diaporol P) ainda ndo haviam sido relatados
para a espécie estudada, mostrando-se inéditos para Diaporthe phaseolorum no presente
trabalho.

E conhecido que muitos dos metabdlitos produzidos por organismos endofiticos
sdo semelhantes aos produzidos por suas plantas hospedeiras, indicando assim,
potencial de fungos endofiticos como uma fonte alternativa de compostos bioativos
(Patil et al., 2017). Neste contexto, o estudo de extratos fungicos como fontes para a
producdo de bioherbicidas é uma estratégia interessante e ecologicamente correta para
substituir pesticidas sintéticos toxicos, visto que esses microrganismos geralmente
apresentam baixa toxicidade para humanos e meio ambiente (Macias-Rubalcava et al.,
2014; Cao et al., 2019). Assim, os compostos identificados no presente estudo merecem
atencdo, podendo futuramente ser isolados e testados em bioensaios para avaliar
diversas bioatividades destes, que, se comprovadas possuem grande potencial na busca
por Novos compostos naturais que possam assim, substituir os prejudiciais herbicidas

sintéticos utilizados, além da busca por novos medicamentos.

5. Conclusotes

- Ambos extratos brutos (EME e EMC) apresentam atividade fitotdxica, ja que foram
capazes de inibir o crescimento dos coledptilos de trigo, apresentando maior percentual
inibitério em suas maiores concentragdes, alem de também serem capazes de inibir o
crescimento das células do metaxilema radicular de plantulas de gergelim.

- O extrato bruto micelial (EME) ndo apresentou perda de atividade aps0s seu
fracionamento.

- O amendoim-bravo (Megathyrsus maximus) foi a espécie-alvo a apresentar maior
sensibilidade aos compostos presentes nos extratos bruto e na fragdo EME9. N&o houve

diferenca de sensibilidade entre mono e eudicotiled6neas.
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- Os extratos EMC, EME e fracdo EME9 néo apresentaram atividade antimicrobiana.

- A atividade antioxidante dos extratos EMC, EME e fracdo EME9 foi considerada fraca
para os extratos brutos e para a fragao.

- Foi encontrado um composto ja identificado para a espéecie Diaporthe phaseolorum
(fomoxantona A), além de compostos nunca mencionados nesta espécie (penexanthone
A, tenellone A, phomoxanthone H, oblongolide G, methyl 5-[(1R)- 1-hydroxyethyl]-g-

oxofuran-2-butanoate e Diaporol P).
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