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Apresentacao

Os fungos endofiticos sdo microrganismos nao patogénicos que
colonizam o interior de tecidos vegetais sadios (folhas, caules, raizes,
etc.), de onde retiram os nutrientes sem lhes causar danos aparentes.
Contudo, em troca, esses fungos ajudam as plantas na adaptacao a
condicOes ambientais adversas (seca, frio, salinidade, presenca de
metais pesados, etc.) e na resisténcia a ataque de insetos herbivoros
ou de fitopatégenos.

Essa relacado simbidtica entre fungo e planta favorece o surgimento
de novas rotas metabdlicas, resultando em uma rica producao de
metabdlitos bioativos. Por isso, os fungos endofiticos sdo apontados
como uma fonte promissora de compostos quimicos de interesse para
medicina e agricultura.

Particularmente, na agricultura, as substéncias fungicas poderao
representar uma alternativa sustentdvel aos pesticidas sintéticos, cujo
uso tem sido rejeitado pela sociedade e intensamente controlado pelas
autoridades governamentais, devido aos seus efeitos deletérios sobre a
saude humana e ao meioambiente.



Neste trabalho, estudantes, técnicos e pesquisadores de quimica,

de ciéncias biolégicas e agrarias encontrardo informacdes atuais e
concisas sobre as descobertas mais relevantes no que diz respeito ao
potencial biolégico de compostos produzidos por fungos endofiticos
e poderdo compreender melhor como essas substancias poderao

se tornar, no futuro, agentes Uteis no controle quimico de pragas e
doencas de plantas.

Vitor Hugo de Oliveira
Chefe-Geral da Embrapa Agroindustria Tropical
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Introducao

Os impactos negativos dos agrotéxicos na salde e no meio ambiente
tém levado os governos de varios paises a adotarem legislacdes mais
rigorosas para o registro de novos produtos. Nos Estados Unidos,
maior produtor e um dos maiores consumidores de agroquimicos,

o estabelecimento de procedimentos mais exigentes para sua
regulamentacao (Food Quality Protection Act) estd gradualmente
reduzindo o nimero de produtos sintéticos disponiveis para uso agricola
(DAYAN et al., 2009). Na Europa, o parlamento aprovou, em 2009,

um regulamento que proibe a utilizacdo de substancias altamente

téxicas e determina que as nocivas sejam substituidas por alternativas
mais seguras. Além disso, estabeleceu um programa para reduzir a
dependéncia dos pesticidas sintéticos (QUIMICA..., 2010). O Brasil,
seguindo uma tendéncia mundial (e até mesmo como medida para
superar possiveis barreiras fitossanitarias), tem restringido ou proibido
o uso de alguns pesticidas sintéticos, como a cihexatina, metamidofés
e endossulfan (ANVISA, 2012a; 2012b; FORMENTI, 2010). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 6érgdo responsavel por avaliar
a toxicidade de pesticidas, estd adotando normas mais rigorosas,
seguindo padrdes internacionais (métodos e parametros) recomendados
pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO)
e da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (AGENCIA BRASIL, 2012).
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Nesse contexto, a industria agroquimica esté investindo na descoberta
de produtos naturais bioativos para o controle de pragas e doencas de
plantas, em virtude da biodegradabilidade e baixa toxicidade desse tipo de
substancia (DAYAN et al., 2009). O mercado mundial de biopesticidas (a
base de bactérias, fungos, extratos e compostos fitoquimicos) tem se
expandido desde 2005 a uma taxa de crescimento de 9,9% ao ano, e
estima-se que movimente cifras superiores a U$ 1 bilhdo, representando
2,5% do market share, enquanto o mercado de pesticidas sintéticos
tem encolhido a uma taxa de 1,5%/ano (QUIMICA..., 2010)

Metabdlitos oriundos de plantas e bactérias tém sido empregados com
fins fitossanitarios e varios deles ja sdo disponiveis comercialmente ou
foram utilizados como protdétipos para derivados sintéticos, na forma
de inseticidas (avermectinas, espinosinas-Entrust™; rotenona, limoneno,
azadiractina, piretrinas, etc.), fungicidas (polioxorim-Endorse™; éleos
essenciais de alecrim e tomilho-Sporan™ e Promax™), bactericidas
(estreptomicina-Agrimycin™) e herbicidas (bialafos, dleos essenciais
cravo e capim-limao, etc.) (DAYAN et al., 2009: COPPING; DUKE, 2007).

No tocante ao potencial bioldgico de fungos, o espectro de acao
também é amplo. De 1.500 compostos isolados de fungos entre 1993
e 2001, metade apresentou atividades antifungica, antibacteriana ou
anticancer (KELLER et al., 2005). Embora a maioria desses estudos
seja direcionada para uso clinico, muitas substancias flngicas ja
apresentaram atividades bioldgicas de interesse para agricultura.

No entanto, os fungos tém sido precariamente estudados, quando
comparados aos animais e as plantas superiores. Estima-se que as
100.000 espécies de fungos ja descritas correspondam a apenas
7% do total (CROUS et al., 2006; HAWKSWORTH, 1991; 2001;
HAWKSWORTH; ROSSMAM, 1997).

Este trabalho consiste em um levantamento do estado da arte de
fungos encontrados em plantas (em especial, fungos endofiticos)
potencialmente Uteis para a agricultura, por meio da apresentacao

de estudos de caracterizacao quimica e de avaliacao bioldgica de
metabdlitos secundarios fungicos. Dessa forma, este documento visa
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difundir as possibilidades de aplicacédo agricola de produtos naturais
obtidos de fungos, bem como estimular pesquisas cientificas sobre a
biodiversidade local.

Fungos de plantas

Os fungos sdo organismos eucariéticos, heterotréficos, que obtém seus
nutrientes por absorcdo. Sdo cosmopolitas, sendo encontrados em
praticamente todos os nichos ecolégicos do nosso planeta. Os fungos
podem ser classificados em quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota,
Basidiomycota e Ascomycota com seus anamorfos (ALEXOPOULOS

et al., 1996). A maioria dos fungos endofiticos pertence ao filo
Ascomycota, incluindo suas formas anaméarficas (BILLS, 1996).

Os fungos associados a plantas pertencem ao filo Ascomycota

e podem ser agrupados em trés tipos: endofiticos, epifiticos e
fitopatogénicos. Os fungos endofiticos sdo microrganismos nao
patogénicos que colonizam o interior dos tecidos sadios (folhas, caules,
frutos, raizes, etc.), de onde retiram os nutrientes sem causar-lhes
danos aparentes (PETRINI 1991; 1997; GUNATILAKA, 2006). Os
endofiticos diferem dos epifitos, que vivem na superficie dos vegetais,
e dos fitopatdégenos, que causam doencas nas plantas. Essas distincoes
nao sado absolutas, podendo sofrer sobreposicoes. Assim, um fungo
que vive no interior de plantas como endofitico pode se tornar um
patégeno latente dependendo as condicées ambientais (AZEVEDO,
1998). Neste trabalho, o foco principal sdo os fungos endofiticos.

Os fungos endofiticos ajudam as plantas na adaptacdo aos mais
variados ambientes (seca, frio, etc.), bem como induzem a tolerancia a
fatores de estresse (baixo pH, salinidade, presenca de metais pesados)
e a resisténcia ao ataque de insetos herbivoros/fitopatégenos, por meio
da producao de metabdlitos funcionais (ZHANG et al., 20086).

Uma evidéncia de associacao bem sucedida é a que envolve fungos
produtores de brefeldina A (1), tais como Aspergillus clavatus e
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Paecilomyces sp. em Taxus mairei e Torreya grandis, respectivamente
(Figura 1). Brefeldina A é um macrolidio que protege a planta contra
infeccao bacteriana, ataques de insetos e de animais; no entanto,
essa substancia atua sobre o sistema secretor da planta, facilitando a
absorcdo de nutrientes da planta hospedeira (GUNATILAKA, 2006).

O enddéfito Curvularia sp. conferiu tolerancia térmica a graminea
Dichanthelium lanuginosum devido & biossintese de melanina, que
possui a propriedade de dissipar o calor ou complexar radicais gerados
pelo estresse térmico (REDMAN et al., 2002).

O instigante papel fisiolégico desempenhado pelos fungos endofiticos
tem estimulado investigacdes quimicas e biolégicas para aplicacdes
agricolas, farmacéuticas e alimenticias (ZHAO et al, 2010).

Schulz et al.(2002) verificaram uma maior proporcdao de novas

moléculas e de compostos bioativos produzidos por fungos endofiticos
de plantas do que em outros tipos de fungos.

OH

H

Figura 1. Estrutura quimica de brefeldina A (1).

Metabdlitos secundarios de fungos

De um modo geral, o metabolismo do reino Fungi é relativamente
semelhante ao encontrado em plantas, tendo sido identificados
diversos compostos fitoquimicos em fungos, tais como paclitaxel e
vincristina. Entretanto, a maioria dos fungos possui rotas bioquimicas
peculiares, resultando em metabdlitos caracteristicos ou especificos

11



12 Fungos Endofiticos: Perspectiva de Descoberta e Aplicacdo de Compostos Bioativos
na Agricultura

de uma determinada espécie, embora a producao desses metabdlitos
dependa de varios fatores (habitat, condicdes de crescimento, etc.). Os
produtos dessas rotas metabdlicas incluem importantes farmacos, tais
como penicilina e estatinas, ou substancias téxicas como as aflatoxinas
(KELLER et al., 2005; TAN; ZOU, 2001).

As substancias bioativas de fungos sdo em geral derivadas do
metabolismo secundério, por meio do qual sdo gerados compostos de
baixo peso molecular pertencentes a diversas classes quimicas, como:

1. Policetideos — é a principal classe de metabdlitos flngicos. Esses
compostos sdo biossintetizados por policetideo-sintases por meio
de sucessivas condensacoes de moléculas de acidos graxos de
cadeia curta, normalmente acetil-coenzima A ou malonil-coenzima A.
Ex.: aflatoxina B1 e lovastatina (hipocolesterémico).

2. Alcaloides — sdo compostos aminados derivados de aminoacidos.
Triptofano é o precursor para alcaloides indélicos. Ex.: ergotamina.

3. Terpenos — sdo substancias largamente encontradas em plantas,
principalmente como constituintes de 6leos essenciais; entretanto,
os fungos também as produzem com grande variedade. Os
terpenos sdo compostos por duas ou mais unidades isoprénicas,
dando origem aos monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos
(15C), diterpenos (20C), triterpenos (30C), além dos carotenoides e
esteroides. Ex.: giberelina GA3 e tricoteceno T2.

4. Peptidios ndo ribossomais — a biossintese desses compostos é
catalisada por enzimas denominadas peptideos nao ribossomais
sintetases a partir de aminodacidos proteinogénicos ou nao
proteinogénicos. Ex.: penicilina G, cefalosporina, ciclosporina.

No metabolismo dos fungos endofiticos, existe uma peculiaridade:
a relacdo simbidtica fungo-planta favorece a capacidade do fungo
de biossintetizar metabdlitos originalmente produzidos pela planta
hospedeira. Por exemplo, o paclitaxel (2) (Taxol®), uma substancia
isolada de plantas do género Taxus e utilizada com sucesso na
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terapia do cancer de mama e de Utero, ja foi identificado em vérios
géneros de fungos que colonizam espécies vegetais produtoras desse
metabdlito (ZHOU et al., 2010). Dessa forma, os fungos endofiticos
podem alternativamente substituir plantas como fontes de farmacos
e produtos agroquimicos, considerando-se as vantagens da producao
por via biotecnoldgica (processo nao sujeito a variagdes por fatores
edafoclimaticos, de facil escalonamento, com possibilidade de maiores
rendimentos, além de ser sustentavel, permitindo a preservacao da
espécie botanica produtora). Na Tabela 1 e Figura 2 sdo mostrados
fungos produtores de metabdlitos secundéarios de origem botéanica e
suas respectivas estruturas quimicas.

Tabela 1. Produgéo de compostos bioativos por fungos endofiticos.

Fungo endofitico Planta hospedeira Metabdlito bioativo Re';ﬂ‘“;,'ﬁ"m
Metarhizium anisopliae Taxus chinensis Paclitaxel (2) 846,1
Fusarium lateritium Taxus baccata paclitaxel 0,13
Aspergillus fumigatus Podocarpus sp. paclitaxel 557,8
Phialocephala fortinii Sinopodophyllum peltatum  Podofilotoxina (3) 0,5-189
Entrophospora infrequens  Nothapodytes foetida Camptotecina (4) 49,6
Alternaria sp. Catharanthus roseus Vimblastina (5) ND

(:)H
(T b
o
o % %(B

H,CO OCH,

Figura 2. Estruturas quimicas de paclitaxel (2), podofilotoxina (3), camptotecina
(4) e vimblastina (b).
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Conforme apresentado anteriormente, as condicdes de crescimento em
laboratério podem influenciar fortemente a producao de metabdlitos
secundarios. Loesgen et al. (2011) observaram que uma determinada
cepa de Phoma sp. produzia crisofanol (6) e hipotemicina (7) em
culturas de agar Biomalt, porém (+)-flavipucina (8) era o composto
majoritdrio em um meio glicose-maltose. Por outro lado, a adicado de
acetato de sédio ampliou o perfil metabdlico levando a identificacdo de
isdbmeros de flavipucina (Figura 3).

Outro aspecto a ser considerado é a localizacdo dos metabdlitos
bioativos. Em alguns casos, os fungos secretam os metabdlitos
bioativos para o meio extracelular, devendo estes serem extraidos do
caldo fermentativo, enquanto certos fungos retém os metabdlitos
internamente, exigindo uma extragdo quimica dos micélios. Um
exemplo disso é o Epicoccum nigrum (endéfito da cana-de-acucar), cuja
avaliacdo antifungica dos seus extratos (caldo e micélio) mostrou que
apenas os metabdlitos secretados no meio de cultura eram bioativos
(FAVARO et al., 2012).

OH

(0] OH
O‘O CH, HsC
O

6

Figura 3. Estruturas quimicas de crisofanol (6), hipotemicina (7) e flavipucina (8).

Estudo quimico e biolégico de fungos

A bioprospeccao de metabdlitos bioativos de fungos é compreendida
por quatro etapas: isolamento do fungo, cultivo do fungo, prospeccao
quimica e ensaios bioldgicos.

¢ |solamento e identificacdo do fungo — os fungos sdo obtidos do
material boténico (pedacos de folha, caule ou raiz), previamente
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esterilizado por exposicdo a etanol 70% e NaCIO (1% a 3%,
dependendo do tipo de tecido), seguida de lavagem em &agua
destilada e autoclavada (ADE). Os fragmentos do tecido vegetal
superficialmente esterilizados sdo dispostos em placas de Petri,
contendo Batata Dextrose Agar (DBA) ou Extrato de Malte Agar
(MEA) adicionados de estreptomicina e incubados a 25 °C. O
crescimento das col6nias flngicas requer monitoramento diario. Os
diferentes tipos de coldnias sdo transferidos para BDA ou Batata
Cenoura Agar (BCA), para posterior identificacdo (CROUS et al.,
2009). A identificacdao de fungos endofiticos esporulantes pode
ser realizada por meio das caracteristicas morfométricas de suas
estruturas reprodutivas, utilizando microscopia éptica, bem como
por meio do auxilio de técnicas de biologia molecular como PCR
(Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento de regioes de genes
(CROUS et al., 2009; ELLIS, 1971; SUTTON, 1980).

Cultivo do fungo — consiste em produzir os fungos isolados em
escalas maiores, visando obter maiores rendimentos de extratos
fungicos. O inéculo é repicado em Erlenmeyers (500 mL a 2.000 mL)
contendo meio liquido (Extrato de Malte, Czapek, Batata-dextrose,
entre outros), utilizando-se discos de micélio fiingico crescido

em agar. A cultura pode ser aerada (agitacdo mecénica) ou nao,
acondicionada ou nao ao abrigo da luz, e mantida com ou sem
controle de temperatura, dependendo das caracteristicas do fungo.
O periodo de incubacao dura entre 2 e 4 semanas (KJER et al.,
2010).

Prospeccdo quimica — compreende a extracao, separacao,
isolamento, purificacao e elucidacao estrutural dos metabdlitos
fangicos. A extracdo é feita mediante particoes liquido-liquido

do caldo (metabdlitos extracelulares) e/ou maceracdo do micélio
(metabdlitos intracelulares) dependendo do fungo. O extrato fungico
é entdo submetido a técnicas cromatograficas de separacéao:
convencionais (Sephadex, gel de silica) ou modernas (cromatografia
liquida de alta eficiéncia, extracao por fase sélida). As substancias
isoladas sdo quimicamente caracterizadas por meio de métodos

15
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fisicos (ponto de fusao, rotacao 6ptica) e espectrométricos
(ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas,
espectrometria de infravermelho, espectroscopia de ultravioleta)
(KJER et al., 2010).

* Ensaios biolégicos — os extratos fungicos sdo submetidos a
diferentes testes biolégicos in vitro ou in vivo, dependendo do
estagio da pesquisa, para avaliacdo da toxicidade contra insetos-
-praga, fitopatégenos (fungos, bactéria e nematoides) e ervas
daninhas. Em geral, os ensaios sao bioguiados, ou seja, o resultado
do teste biolégico determina as amostras que serao fracionadas e
novamente testadas até que se obtenha uma fracdo ou substancia
pura passivel de caracterizacdo quimica. Ao fim desse processo,

é possivel definir qual(is) composto(s) é(sao) responsavel(is) pela
atividade. Dependendo do modelo experimental escolhido, esse
processo pode ser automatizado e envolver centenas de amostras,
permitindo uma rapida selecao de extratos e fracdes bioativos (High
Throughput Screening) (KJER et al., 2010).

Acéao antifiingica

Criptocina (9), um potente alcaloide antifungico, foi isolado do fungo
Cryptosporiopsis quercina, presente na casca do caule de Tripterygium
wilfordii (STROBEL; DAISY, 2003), enquanto quinonas (jesterona-10)
isoladas do fungo Pestalotiopsis jesteri, encontrado em Fragaea
bodenii, demonstraram atividade inibidora seletiva contra alguns
fitopatégenos. A partir de P. microspora, fungo associado a planta
Terminalia morobensis, foram descobertos os compostos fendlicos
pestacina (11) e isopestacina (12), que exibiram significativo efeito
antifungico (ZHANG et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Estruturas quimicas de criptocina (9), jesterona (10), pestacina (11) e
isopestacina (12).

O extrato AcOEt de Colletotrichum gloeosporioides, endéfito em
Cryptocarya mandioccana, exibiu forte efeito antifingico contra
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. A acao
fungicida foi posteriormente atribuida aos compostos
cis-4-hidroxi-6-deoxiscitalona (13) e (4R)-4,8-dihidroxi-ci-tetralona (14)
(INACIO et al., 2006) (Figura 5).

Fracionamento bioguiado do extrato de Nigrospora sp., um endéfito
presente na raiz da planta medicinal moringa (Moringa oleifera),

levou a obtencao de griseofulvina (15) (antibiético comercial de

uso clinico), o qual se mostrou ativo contra seis tipos de fungos
fitopatogénicos (Botrytis cinerea, Colletotrichum orbiculare, Fusarium
oxysporum, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotium). O aspecto interessante é que seu analogo ndo halogenado
— desclorogriseofulvina (16) — exibiu fraca atividade no mesmo teste
(ZHAO et al., 2012) (Figura b).

17
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Cordicepsidonas A (17) e B (18) foram isoladas de Cordyceps
dipterigena, um fungo endofitico das folhas de Desmotes
incomparabilis. Ambos os compostos foram eficientes no controle de
Gibberella fujikuroi, fitopatégeno que afeta gravemente a produtividade
de arroz devido a producao excessiva do horménio de crescimento
acido giberélico (VARUGHESE et al., 2012) (Figura 5).

OH (0]

OH

13.R=H
14. R=OH

Figura 5. Estruturas quimicas de cis-4-hidroxi-6-deoxiscitalona (13),
(4R)-4,8-dihidroxi-a-tetralona (14), griseofulvina (15), desclorogriseofulvina (16),
cordicepsidonas A (17) e B (18).

Li et al. (2012) isolaram 39 metabdlitos de uma cepa de Aspergillus
fumigatus que coloniza a casca do caule de Melia azedarach. Desses,
16 compostos exibiram atividade antifingica contra os seguintes
fitopatdégenos: B. cinerea, Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides, F. oxysporum, F. solani e Gibberella saubinettii,
sendo que quatro — 12fB-hidroxi-13a-metoxiverruculogeno (19),
fumitremorgina B (20), verruculogeno (21) e acido helvdlico (22)

— apresentaram efeitos comparaveis aos fungicidas comerciais
carbendazim e himexazol (Figura 6). Esse grupo de pesquisadores
também identificou 12 metabdlitos em Chaetomium globosum, um
endéfito da planta medicinal Ginkgo biloba (LI et al., 2011), porém
apenas gliotoxina (23) exibiu atividade antifingica. Um aspecto
interessante é que o analogo metil-tiogliotoxina (24) é inativo,
evidenciando a necessidade de uma ponte dissulfeto para atividade
antifungica. Esse fungo foi solado ainda de outra planta medicinal,
curcuma (Curcuma wenyujin), fornecendo um composto antifungico
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com amplo espectro de acdo, denominado quetoglobosina X (WANG et
al., 2012) (Figura 7).

A partir da planta medicinal Paeonia delavayi, foi isolada uma cepa

de Trichoderma sp., da qual foram obtidos dois novos sequiterpenos

e outros 3 compostos ja conhecidos. As substancias isoladas foram
testadas contra quatro fungos fitopatogénicos, mas nao apresentaram
efeito antagonico significativo (WU et al., 2011). Citochalasinas N

(25) e H (26) com acéao antiflingica contra seis fitopatégenos foram
obtidos de uma cepa de Phomopsis encontrada nas raizes do algodoeiro
(Gossypium hirsutum) (FU et al., 2011) (Figura 7).

Figura 6. Estruturas quimicas de 12p3-hidroxi-13a-metoxiverruculogeno (19),

fumitremorgina B (20), verruculogeno (21) e acido helvdlico (22).
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Figura 7. Estruturas quimicas de gliotoxina (23), metil-tiogliotoxina (24),
citochalasinas N (25) e H (26).

A equipe da pesquisadora Barbara Schulz vem ha tempos prospectando
metabdlitos fungicos com potencial fungicida, bactericida e algicida,
tendo ja descoberto dezenas de substancias bioativas. Eis alguns
exemplos de alguns compostos com acao antifdngica: as pirenocinas
de Phomopsis sp. (endéfito de Santolina chamaecyparissus)
denominadas phomopsinonas A-D (27) (HUSSAIN et al., 2012a);
pirenocinas J-M (28) de Phomopsis sp., endéfito de Cistus salvifolius
(HUSSAIN et al., 2012b); compostos 29 e 30 de Nodulisporium,
endofito de Juniperus cedrus (DAI et al., 2006); nodulisporinas

D-F (31-33) de Nodulisporium (Figura 8), endéfito de Erica arborea
(DAI et al., 2009); Flavipucina (8) do fungo Phoma sp. obtido das
folhas de Salsola oppositifolia (LOESGEN et al., 2011); as cromonas
phomocromona A-B (34-35) e a ciclopentenona phomotenona (36) de
cepas de Phomopsis sp. isoladas de Cistus monspeliensis (AHMED et
al., 2011); as cromenonas pestalotedis E-H (37-38) de um ascomiceto
nao identificado (provavelmente Pestalotiopsis devido a presenca de
pestalotedis), endéfito de Arbutus unedo (QIN et al., 2011) (Figura 9);
compostos lactonicos (39-40) de um ascomiceto nao identificado,
endofito de Melilotus dentatus (HUSSAIN et al., 2009) (Figura 10).
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Figura 8. Estruturas quimicas de phomopsinona A (27), pirenocinas J (28),
compostos 29 e 30, nodulisporinas D-F (31-33)

A julgar pelo nimero de compostos bioativos, pirenocinas representam
uma classe promissora de compostos fungicidas, enquanto o género
Phomopsis desponta como uma das principais fontes de substancias
antifungicas. As nodulisporinas sdo compostos formados pelo
acoplamento de anéis cromano e naftaleno formando um esqueleto
inédito na literatura.

CH, 0
HO (@) CH
3 HsC
H-.C R
’ H,C CH,
0 OH
34.R=H
35. R= OH 36

Figura 9. Estruturas quimicas de phomocromona A-B (34-35) e phomotenona (36).
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Figura 10. Estruturas quimicas de pestalotedis E e F (37-38), lactonas (39-40)
de um endéfito de Melilotus dentatus (39-40).

Acaéo inseticida

Acidos nodulispéricos (41) sdo uma classe de diterpenos indélicos
isolados de fungos do género Nodulisporium. Esses compostos foram
descobertos por pesquisadores da indUstria quimica Merck Sharp &
Dohme, que verificaram significativa atividade in vitro e in vivo contra
pulgas, atoxicidade para vertebrados, porém poténcia e propriedades
farmacocinéticas limitadas para justificarem o uso deles como inseticida.
O mecanismo de acao dos acidos nodulispéricos é semelhante ao

das avermectinas, ou seja, modulam os canais de cloreto por meio de
receptores de glutamato (SINGH et al., 2004) (Figura 11).

Os compostos 42-45 foram os componentes majoritarios de trés
endofitos isolados de Picea rubens, cujos extratos mostraram
toxicidade frente a larvas de Choristoneura fumiferana, atuando como
inibidores do apetite (antifeedant). Os dois derivados do anidrido
maleico sdo constituintes de um patégeno de insetos (SUMARAH et
al., 2010) (Figura 11).
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Figura 11. Estruturas quimicas de acido nodulispdrico A (41) e componentes
majoritarios de trés endofitos isolados de Picea rubens (42-45).

No estudo de avaliacdo do potencial biolégico de metabdlitos de
Aspergillus fumigatus isolado de Melia azedarach, Li et al. (2012)
descobriram dois alcaloides inddlicos, fumitremorgina (20) e
verruculogeno (21), com consideravel acao inibidora do apetite para
larvas de lagartas (Mythimna separata) (Figura 6).

Dois benzofuranos (46-47) foram isolados de um fungo endofitico ndo
identificado presente nas folhas de Gaultheria procumbens. O potencial
inseticida desses compostos foi evidenciado por meio de ensaios de
toxicidade contra células e larvas da lagarta Choristoneura fumiferana
(FINDLAY et al., 1997) (Figura 12).

Kusari et al. (2012) relataram o isolamento de azadiractinas A (48)

e B (49) de Eupenicillium parvum, um fungo endofitico existente no
nim (Azadirachta indica). Azadiractinas sao os tetranortriterpenoides
responsaveis pelas propriedades inseticidas do nim. A acédo inibidora
de apetite é atribuida ao fragmento acetal dihidrofurano, enquanto o
fragmento de decalina exerce efeito sobre a regulacdo do crescimento
do inseto. Nessa mesma linha, Hu et al. (2005) identificaram a
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presenca de rotenona (50) no extrato CHCI, de Penicillium sp., um
enddéfito isolado das raizes de Derris elliptica (Figura 12). Rotenona (50)
e substancias andlogas sdo encontradas em espécies do género Derris,
sendo disponiveis comercialmente para o controle de pragas. Fracoes
obtidas por cromatografia em gel de silica, contendo rotenona, exibiram
forte atividade inibidora do apetite para larvas de Plutella xylostella e
toxicidade para afideos Lipaphis erysimi (HU et al., 2005).

0 R CH,

48. R=tig; R,= Ac; R,= OH
49. R=H; R,=tig; R,=H

Figura 12. Estruturas quimicas de benzofuranos (46 e 47) isolados de um
endofito nao identificado de G. procumbens, azadiractinas A (48) e B (49),
rotenona (50).

Acéo herbicida

O pesquisador italiano Antonio Evidente (Universidade de Néapoles) e
sua equipe tém tido grande éxito na descoberta de varios compostos
fungicos com potencial herbicida, utilizando como estratégia a
identificacao de metabdlitos toxicos extraidos de fitopatégenos de
ervas daninhas, tais como Cirsium arvense, e testando-os contra a
prépria planta hospedeira e outras ervas daninhas, além da cultura

de importancia econémica. Dessa forma, é possivel determinar a
seletividade e especificidade da acao fitotéxica. Nessa triagem, foram
identificadas as seguintes fitotoxinas: Ofiobolina A (51) de Drechslera
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gigantea, um fitopatégeno de Digitaria sanguinalis (EVIDENTE et al.,
2006); drazepinona (52) de D. siccans, um fitopatégeno de Lolium
perenne (EVIDENTE et al., 2005); ascaulitina (53) e trans-4-amino-
-prolina (54) de Ascochyta caulina, fitopatégeno de Chenopodium
album (VURRO et al., 2012). O taxon Drechslera é reconhecidamente
prédigo em fitotoxinas, visto que Kenfield e colaboradores ja haviam
identificado outros compostos com acao fitotéxica em fungos

desse género: gigantenona (55), curvulina (56) e acido O-metil-
curvulinico (57) (KENFIELD et al., 1989ab) (Figura 13). Em um
estudo de relacao estrutura/atividade, foi observado que filosticitinas,
oxazatricicloalquenonas isoladas de Phyllosticta cirsii perdem atividade
quando o anel macrociclico sofre modificacées de tamanho ou
conformacionais (EVIDENTE et al., 2008).

CHs
0
CHs, H
CH,
= CH
52 H3C 3
HO  HoN o
O COzH
H,C  OH Co,H NH H,N

OH (0]
CH3 56. R= H, R1= Et
COLR, 57.R=Me; R=H
RO

Figura 13. Estruturas quimicas de ofiobolina A (51), drazepinona (52),
ascaulitina (53), trans-4-amino-prolina (54), gigantenona (55), curvulina (56) e
acido O-metil-curvulinico (57).

25



26

Fungos Endofiticos: Perspectiva de Descoberta e Aplicacdo de Compostos Bioativos
na Agricultura

Seguindo essa mesma linha de pesquisa, Yuzikhin e colaboradores
isolaram o composto 58, denominado estagonolideo, a partir do
fitopatégeno Stagonospora cirsii. O estagonolideo exibiu efeitos
fitotéxicos nas folhas e de inibicdo do crescimento da raiz de C.
arvense (YUZIKHIN et al., 2007). A antraquinona 59 de Phoma
herbarum, fitopatégeno comumente encontrado em espécies de
Parthenium sp., foi eficiente no controle de vérias ervas daninhas
(QUERESHI et al., 2011) (Figura 14).

OCH; OH O

0
/
O~ om O‘
o] CH, o] CHa
HO CHj
58 59

OH O OH

Figura 14. Estruturas quimicas de estaganolideo (58) e antraquinona de Phoma
herbarum (59).

Otimizacao da producao de
metabdlitos bioativos

Em geral, os metabdlitos bioativos encontram-se em baixissimas
concentracdes nos fungos endofiticos, implicando a necessidade de
otimizacao do processo fermentativo para viabilizacdo de uma possivel
producdo comercial desses compostos. Dessa forma, o escalonamento
da producéao se faz com ajustes de pardmetros tais como: composicao
quimica e pH do meio de cultura, temperatura, agitacao, etc.

Em um estudo de otimizacdo de substancias herbicidas —
ascaulitoxinas-heterosidio e aglicona (53), além de trans-amino-prolina
(54) (Figura 13) — produzidas por Ascochyta caulina (fitopatégeno
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de Chenopodium), Vurro et al. (2012) testaram trés concentracdes

de indculo (108, 107 e 108), submetidas a duas velocidades de

agitacao (80 e 120 rpm), em dois periodos de cultivo (5 e 10 dias),
utilizando-se 2 tipos de surfactantes (Tween 80 e glicerol), 13
formulacdes diferentes de meio de cultura, além de producdes em dois
fermentadores (15 e 30 L). O rendimento méaximo de toxinas obtido foi
de 230 mg/L, utilizando-se as condicoes destacadas acima (em negrito)
e extrato de levedura como meio de cultura. Por outro lado, a adicéo de
surfactantes nao influenciou o rendimento.

Kaur (1995) observou aumento da biossintese de solanapironas A-C
(60-62), fitoxinas produzidas por Ascochyta rabiei, em meios de cultura
contendo extratos da planta hospedeira grao-de-bico (Cicer arietinum)
(Figura 15).

60.R= CHZOH
61. R=CHO 62
0 O

HO
HO X o) S~ NNH Y o)

Figura 15. Estruturas quimicas de solanopironas A-C (60-62).

Consideracodes finais e perspectivas

A partir desta revisao bibliogréafica, torna-se nitido que a pesquisa
cientifica de moléculas bioativas oriundas de fungos endofiticos tem
avancado consideravelmente na década de 2000, principalmente

no que tange a investigacao do potencial biolégico desses produtos
naturais para fins agricolas. Esses estudos tém certamente subsidiado
a industria agroquimica de informacodes, as quais deverao nortear

a politica de investimento de P&D desse setor nos proximos anos,
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tendo em vista a necessidade de o segmento industrial se adequar a
novos paradigmas mercadoldgicos e de sustentabilidade (legislacdes
mais restritivas, produtores preocupados com barreiras fitossanitarias
e, principalmente, consumidores mais conscientes dos impactos
socioambientais dos pesticidas).

Dessa forma, antevendo os novos rumos do mercado de produtos
para controle fitossanitario e vislumbrando nos fungos uma alternativa
sustentdvel, a equipe da Embrapa Agroindustria Tropical, liderada pelo
pesquisador Francisco das Chagas Oliveira Freire, estd desenvolvendo
um projeto de pesquisa (financiado pelo Banco do Nordeste do Brasil)
para a descoberta de metabdlitos bioativos de fungos endofiticos de
plantas da Caatinga. Em razao das singularidades dessa vegetacéao
(endemismo e sujeita a estresse fisico-térmico e hidrico), acredita-se na
possibilidade de descoberta de novas moléculas e de produtos eficazes
contra os alvos bioldgicos selecionados neste projeto: insetos-pragas

e fungos fitopatogénicos do meloeiro e do cajueiro, duas culturas

de importancia econdmica para a regidao Nordeste. Até o momento,
foram realizadas trés expedicGes de coleta, perpassadas por 15
municipios cearenses, resultando na obtencao de aproximadamente
500 isolados flungicos extraidos de quase 20 plantas da Caatinga.
Cepas de Fusicoccum e Lasiodiplodae, isoladas de aroeira-do-sertao
(Myracrodruon urundeuva), estao sendo investigadas quimicamente.
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