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ABSTRACT:

Endophytic fungi are microorganisms that inhabit healthy plant tissues,
producing secondary metabolites with biotechnological potential. This
study evaluated the antimicrobial activity and chemical profile of extracts
obtained from endophytic fungi isolated from the medicinal plant Clitoria
guianensis, using the OSMAC (One Strain Many Compounds) strategy
through co-cultivation with the phytopathogen Sclerotinia sclerotiorum. The
extracts were analyzed by UPLC-MS/MS, and molecular networks
constructed on the GNPS2 platform allowed the annotation of bioactive
compounds, highlighting the presence of Beauvericin and Beauvenniatin L.
The antifungal activity was tested against S. sclerotiorum, with the co-
culture of the fungus Fusarium sp. (CG45) showing 45.7% mycelial
inhibition, superior to the monoculture (29%). None of the tested samples
showed antibacterial activity. No significant cytotoxic activity was observed
in the tested cell lines, indicating safety for biotechnological applications.
The results suggest that co-cultivation is an effective strategy to enhance the
production of antifungal metabolites, offering a sustainable alternative for
the control of phytopathogens.

KEY WORDS: Endophytic fungi, Molecular networking, antifungal activity
and co-cultivation

RESUMO:

Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam tecidos vegetais saudaveis, produzindo metabdlitos
secundarios com potencial biotecnoldgico. Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana e o perfil
quimico de extratos obtidos de fungos endofiticos isolados da planta medicinal Clitoria guianensis,
utilizando a estratégia OSMAC (One Strain Many Compounds) por meio de co-cultivos com o
fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum. Os extratos foram analisados por UPLC-MS/MS, e as redes
moleculares construidas na plataforma GNPS2 permitiram a anotagdo de compostos bioativos,
destacando a presenca de Beauvericina e Beauvenniatina L. A atividade antiflingica foi testada contra
S. sclerotiorum, com destaque para o co-cultivo do fungo Fusarium sp. (CG45), que apresentou 45,7%
de inibicdo micelial, superior ao monocultivo (29%). Das amostras testadas nenhuma evidenciou
atividade antibacteriana. Nenhuma atividade citotdxica significativa foi observada nas linhagens
celulares testadas, indicando seguranca para aplicagdes biotecnoldgicas. Os resultados sugerem que o
co-cultivo é uma estratégia eficaz para potencializar a produgao de metabolitos antiflingicos, oferecendo
uma alternativa sustentavel para o controle de fitopatdgenos.

Palavras-Chave: Fungos endofiticos, Redes Moleculares, Atividade antifingica e Co-cultivo.
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RESUMEN:

Los hongos endéfitos son microorganismos que habitan en los tejidos vegetales sanos, produciendo
metabolitos secundarios con potencial biotecnoldgico. Este estudio evalué la actividad antimicrobianay
el perfil quimico de extractos obtenidos de hongos enddéfitos aislados de la planta medicinal Clitoria
guianensis, utilizando la estrategia OSMAC (One Strain Many Compounds) a través de co-cultivos con
el fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum. Los extractos fueron analizados por UPLC-MS/MS, y las redes
moleculares construidas en la plataforma GNPS2 permitieron la anotacion de compuestos bioactivos,
destacando la presencia de Beauvericina y Beauvenniatina L. La actividad antifingica se prob6 contra
S. sclerotiorum, destacando el co-cultivo del hongo Fusarium sp. (CG45), que presentd un 45,7% de
inhibicién micelial, superior al monocultivo (29%). Ninguna de las muestras probadas mostré actividad
antibacteriana. No se observé ninguna actividad citotoxica significativa en las lineas celulares probadas,
lo que indica seguridad para aplicaciones biotecnoldgicas. Los resultados sugieren que el co-cultivo es
una estrategia eficaz para potenciar la produccion de metabolitos antifingicos, ofreciendo una
alternativa sostenible para el control de fitopatogenos.

Palabras clave: Hongos enddfitos, Actividad antifingica, Redes moleculares y Co-cultivo
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INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo definidos como aqueles que vivem no interior de
tecidos e 6rgdos saudaveis de plantas sem causar maleficios aparente (LIU-XU et al.,
2022; WANG et al., 2022). Nesta relagdo endossimbiética, os endofitos fungicos
produzem compostos bioativos com atividade antimicrobiana e pesticida, conferindo
protecdo e resisténcia ao seu hospedeiro contra fitopatdbgenos (OMOMOWO et al.,
2023).

Os compostos bioativos sintetizados pelos endéfitos apresentam uma ampla
diversidade quimica, incluindo alcal6ides, benzopironas, citocalasinas, esterdides,
fenois, isocumarinas, terpendides e xantonas (REIS et al., 2024). Entretanto, grande
parte dos clusters de genes biossintéticos (BGCs), responsaveis pela sintese de enzimas
produtoras desses compostos, permanece silenciada (ZAKARIYAH et al., 2024).
Diante disso, diversas estratégias tém sido exploradas para desbloquear esse potencial
biotecnologico e ampliar a producdo de metabolitos secundarios.

A estratégia OSMAC (One Strain Many Compounds - “uma cepa muitos
compostos”) ¢ uma técnica que utiliza alteragdes nos pardmetros de cultivo, como
mudangas no pH, temperatura, concentragédo de oxigénio, condic¢des e estado de cultivo,
para promover a producdo de maior variedade de substancias. Essa estratégia é
amplamente empregada para induzir a ativacdo de vias biossintéticas, visando obter
maior rendimento e diversidade de compostos a partir de uma Unica cepa de
microrganismo (FERREIRA et al., 2022; ZAKARIYAH et al., 2024). Uma das técnicas
utilizadas nessa estratégia é o co-cultivo de microrganismos, que simula uma condicao
natural em que fungos do mesmo ou de diferentes nichos ecol6gicos competem pelos
mesmos nutrientes, causando no endofito uma condicdo de estresse que pode ativar
essas vias (REIS et al., 2024).

A procura por novos agentes antimicrobianos, a partir de plantas e
microrganismos, € intensa devido & crescente resisténcia dos microrganismos
patogénicos frente aos produtos sintéticos. Além disso, 0 uso destes pesticidas a longo
prazo causa impactos negativos para a sociedade e para 0 meio ambiente devido a
poluigdo causada pelos residuos quimicos (DESHMUKH et al., 2018). Uma alternativa
menos prejudicial ao ambiente seria 0 uso de compostos de origem natural, como 0s
produzidos por fungos endofiticos

Com base nisso, este trabalho teve como objetivo obter extratos brutos com
atividade antimicrobiana a partir de fungos endofiticos. Estudos anteriores do grupo de

pesquisa indicam que os endofitos associados a Clitoria guianensis, uma planta
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medicinal do Cerrado, apresentam potencial antimicrobiano (FERRAZ et al., 2024).
Além de apresentaram atividade antagonista contra o fitopatdgeno Sclerotinia
sclerotiorum (Martins, 2022). Dessa forma, fungos endofiticos isolados de C.
guianensis foram selecionados para a obtencdo de extratos e avaliacdo de sua atividade
antimicrobiana, com vistas ao uso sustentavel desses recursos na agricultura ou na saude

publica.
METODOLOGIA

LINHAGENS MICROBIANAS

As linhagens fungicas utilizadas neste trabalho foram isoladas de caules e folhas
saudaveis da planta Clitoria guianensis por Ferraz et al. (2024). Os fungos do género
Fusarium sp. codificados como CG45 e CG43 foram identificados com base em
caracteristicas morfol6gicas e macroscépicas por Martins (2022). Enquanto a linhagem
Neopestalotiopsis sp., codificada como CG13, foi identificada em nivel molecular por
Ferraz et al. (2021). O fungo causador da doenca de planta mofo branco, Sclerotinia
sclerotiorum (SS), foi cedido pelo Prof. Dr. Geraldo Humberto Silva da Universidade
Federal de Vigosa. As cepas bacterianas Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter
baumannii foram adquiridas pelo Laboratorio Central de Saude Pablica do Tocantins
(LACEN) de Palmas.

OBTENCAO DOS EXTRATOS FUNGICOS E
FRACIONAMENTO

As monoculturas das linhagens fangicas dos endofiticos e do fitopatdégeno S.
sclerotiorum foram realizadas em meio BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose, 20 g
de &gar e 1L de &gua destilada) com a adic¢éo de antibidtico (Amoxicilina Tri-Hidratada,
500 mg, Multilab) a 70 mg L*, mantidas a temperatura ambiente por um periodo de
incubag&o de 7 a 10 dias.

Posteriormente, a técnica OSMAC foi empregada por meio do co-cultivo das
linhagens Neopestalotiopsis sp. CG13 com S. sclerotiorum (13 x SS), Fusarium sp.
CG43 com S. sclerotiorum (43 x SS) e Fusarium sp. CG45 com S. sclerotiorum (45 x
SS). O S. sclerotiorum foi inoculado, e, ap6s um periodo de 2 dias, o enddfito foi
inoculado no extremo oposto da placa. Para o co-cultivo, ambos foram incubados em
meio BDA, a 25°C, por um periodo de 7 a 10 dias. Foram realizadas 6 placas ao todo,

sendo 3 placas para monocultura e 3 placas para o co-cultivo.
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Os monocultivos e co-cultivos obtidos foram transferidos para um béquer e
submersos, separadamente, em solugdo de Metanol 90% (350 mL). Ap6s 3 horas, a
massa micelial foi separada do caldo fermentado por filtragdo convencional utilizando
bomba a vécuo, e o caldo clarificado obtido foi rotaevaporado até a obtengdo do extrato
hidrometandlico. Em seguida, foi realizada a particao liquido-liquido (3 x 100 mL, 2:1
v/v) com acetato de etila (AcOEt) por trés vezes, seguida pela remocéo do solvente por
rotaevaporacdo a pressdo reduzida a 40°C. Posteriormente, a fracdo AcOEt foi
solubilizado em metanol 80% e foi submetido a particéo liquido/liquido com hexano (3
x 5 mL) por trés vezes, e rotaevaporados até a obtencdo das fracdes metandlicas a 80%
e hexanica. Um extrato contendo apenas o meio de cultura BDA foi preparado para
comparagdo do perfil quimico (MARTINS, 2022).

AVALIACAO DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS POR
UPLC-MS/MS

A separagdo cromatografica foi realizada utilizando o sistema UPLC Acquity
HClass (Waters) em uma coluna C18 BEH Acquity de 1,7 pum (2,1 x 100 mm, Waters),
operando a um fluxo de 0,5 mL min e uma temperatura de coluna de 40 °C. A eluicéo
de gradiente de 15 minutos comecou, na fase mdvel inicial, com 90% de agua, 5% de
acetonitrila e 5% de solucdo de acido formico 2% por 10 min, aumentando para 95% a
concentragdo de acetonitrila e mantendo 5% da solucéo de &cido férmico a 2%; antes
de aumentar para 100% de acido acetonitrila em 12 min na fase mdvel e reequilibrar
por 3 min.

Em seguida, os analitos foram submetidos ao espectrémetro de massas tandem
UHR-ESI-QQTOF Impact Il (Bruker), em modo positivo. Os parametros foram
configurados com uma taxa de aquisi¢do de 8 Hz, modo linha e limite absoluto de 25
contagens. A ionizacdo foi ajustada com os parametros: deslocamento de placa de
extremidade a 500 V, voltagem de capilar de a 4500 V, presséo de nebulizacdo de 4 bar
para o gés de secagem N, com fluxo de 10 L min~e temperatura de secagem de 200°C.

O método de MS/MS foi configurado com um tempo de ciclo de 1 segundo e
um limiar absoluto de 1500 contagens. A célula de coliséo foi ajustada para 5.0 eV, com
energia de colisdo variando de 20 a 70 V e um limite absoluto de fragmentagédo de 1000
contagens. fons com massa inferior a 200 Da foram excluidos, e a fungdo “active
exclusion” foi habilitada. A calibra¢do do espectrometro foi realizada com uma solugéo
de formiato de sodio a 10 mM. Apds a analise, os dados brutos foram convertidos para

o formato mzXML no software do equipamento.
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CONSTRUCAO DE REDES MOLECULARES E ANALISES

Os dados de UPLC-MS/MS convertidos para o formato mzXML, foram
utilizados para construcdo das redes moleculares. As redes moleculares foram obtidas
por meio da plataforma de andlise de espectrometria de massas GNPS2
(https://gnps2.org/homepage) e o fluxo de trabalho selecionado foi o Classical
Networking Workflow. Os pardmetros para agrupamento e correspondéncia de
compostos foram definidos como: tolerdncia a fragmentos MS/MS de 0,025 Da
tolerancia a massa do ion precursor de 0,025, limite de cosseno de 0,7, tamanho minimo
de cluster de 2 e picos correspondentes de 6. Posteriormente, a visualizacdo dos dados
foi realizada por meio do software Cytoscape.

Foram anotados todos 0s compostos que seguiram 0s seguintes parametros: 6
picos de correspondéncia com a biblioteca espectral e valor de cosseno superior a

0,9000. Para a anotacdo manual foi considerado o valor de erro.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A triagem dos extratos contra Sclerotinia sclerotiorum foi realizada usando o
método de pogos difusos. Pequenos pogos foram perfurados no micélio de S.
sclerotiorum previamente cultivados em placa contendo meio BDA, preenchidos com
agar a 5% e completados com solucdo das fragdes metandlica 80% em DMSO na
concentragdo de 20 mg mL™*. O mesmo procedimento foi realizado para o controle
negativo, contendo DMSO e a testemunha contendo apenas o fitopatdgeno. O ensaio
foi realizado em triplicata.

A inibicdo do crescimento do fitopatégeno foi analisada utilizando o
crescimento micelial radial, seguindo a equacédo: Pl = [(Rt — Re) / Rt] x 100

Em que, Pl é o percentual de inibi¢do, Rt o raio da testemunha, Re o raio
referente as fracfes e o controle com DMSO. Para as analises estatisticas das médias de
crescimento micelial do fitopatdgeno, os valores referentes aos raios do grupo controle
e dos extratos brutos foram submetidos a anélise no Sisvar 5.6 utilizando o teste de
Tukey com 5% de significancia.

Duas linhagens bacterianas foram utilizadas para a avaliacdo da atividade
antibacteriana, Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter baumannii. Essas
linhagens foram reativadas em meio &gar BHI (Brain Heart Infusion) a temperatura

ambiente por 24h. Posteriormente, cada suspensdo bacteriana foi ajustada para uma
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densidade optica (A= 600 nm) de 0,100, equivalente a 1,0x108 UFC mL?, utilizando o
padréo 0,5 McFarland (BHOSALE et. al., 2021).

O potencial antibacteriano foi testado pelo método de discos difusos, no qual
100 pL das suspensdes bacterianas foram distribuidos em placas de Petri contendo meio
BHI. Em seguida, discos de papel filtro autoclavados foram colocados nas placas, sobre
os quais foram pipetados 10 pL de solugdo a 20 mg mL™* da fracdo metandlica 80% e
10 pL de DMSO foram adicionados na placa como controle negativo. Por fim, as placas
foram incubadas por 24 horas & temperatura ambiente, e o didmetro dos halos de
inibicdo foi anotado. Cada experimento foi realizado em duplicata (TEH et. al., 2017).

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

O ensaio de citotoxicidade foi realizado de maneira automatizada
(metodologia de triagem de alto desempenho; HTS — High-Throughput Screening), em
células aderentes HaCaT (queratindcitos humanos, ndo tumoral) e HCT-116 (epitelial
humana, cancer de co6lon), usando o pardmetro de contagem de nucleos em imagens
adquiridas por microscopia (metodologia de HCA — High-Content Analysis).

Brevemente, as fracdes metandlicas 80% armazenadas em placas LDV (9 pL)
foram dispostas em assay ready plates (384 pocos), por meio de transferéncia acustica
precisa com o uso do manipulador de liqguidos ECHO 650 (Beckman Coulter). Este
procedimento foi realizado para obter concentragdes finais de 40 pg/mL - 0,16 pg/mL
no ensaio celular. DMSO (concentracdo final = 0,4%) foi utilizado como controle
negativo, enquanto Paclitaxel foi usado como controle positivo em concentragdes finais
de 0,5 uM a 0,5 nM. As células foram transferidas para as assay ready plates e, apés a
transferéncia, a placa foi incubada por 48 horas a 37°C e 5% de CO.. A citotoxicidade
foi avaliada por contagem de ndcleos. Deste modo as células foram coradas com
Hoechst (coloragdo dos nucleos), fixadas com PFA 3,7% e analisadas em um
microscopio automatizado Operetta (Perkin Elmer), onde foi possivel obter as imagens
de interesse. As imagens foram quantificadas no software Harmony (Perkin Elmer)
transferidas, processadas e armazenadas no CDD Vault (INVITROGEN, 2020;
NOVAES et al., 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados seis extratos brutos obtidos de fungos endofiticos isolados da

planta medicinal Clitoria guianensis, sendo trés provenientes de monocultivos e trés de
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co-cultivos com Sclerotinia sclerotiorum. Além disso, foi preparado um extrato bruto
apenas do meio de cultivo, utilizado para excluir, das redes moleculares, 0s ions ou
entidades de massa presentes nesse controle. A comparac¢ao dos metabolitos secundarios
foi realizada por meio de redes moleculares classicas formadas na plataforma GNPS2
(Figura 1). Para a quantificacdo do perfil metabdlico, consideraram-se as entidades de
massa sem identificacdo em bancos de dados e literatura, utilizando apenas os valores
de m/z, o tempo de retencgdo e as culturas as quais essas entidades foram atribuidas.

A andlise dos diagramas de Venn (Figura 2) revelou a quantidade de ions m/z
acumulados, identificando aqueles comuns e/ou especificos as monoculturas e aos co-
cultivos. Observou-se a presenca de ions exclusivos dos co-cultivos, como no caso do
co-cultivo de Fusarium sp. CG43 e Sclerotinia sclerotiorum (43xSS), que apresentou
203 entidades de massa unicas (Figura 2A). Esse resultado indica uma producéo
metabolica diferenciada nos co-cultivos, ou seja, um aumento na diversidade quimica
produzida. Assim, a técnica OSMAC mostrou-se eficiente para promover a variagdo na
producdo metabdlica dos fungos.

A diversidade de compostos bioativos pode ser explicada pela condigéo de co-
cultivo no qual visa simular uma condicdo real de competi¢cdo por nutrientes entre
fungos do mesmo ou de diferentes nichos ecolégicos causando um estresse que ativa
genes biossintéticos e, assim, promovendo a producdo de maior variedade de
substancias (DOS REIS et. A., 2024, FERREIRA et. Al., 2022).

Ao utilizar o co-cultivo para a obtencdo das fracGes teve-se a intengdo de
estimular a producdo de compostos com potencial antifingico, visto que, utilizou-se o
fitopatdgeno S. sclerotiorum como microrganismo de interagdo no co-cultivo.
Considerando-se que a ativacdo de genes silenciados, responsaveis pela producao dos
metabdlitos de interesse, pode ser estimulado com o contato direto entre as culturas
microbianas alvo. Ademais, a interacdo entre microrganismos endofiticos e patogénicos
é dada como competitiva. A interacdo competitiva de interferéncia é responsavel pelo
aumento da sintese de metabdlitos secundarios que impedem o desenvolvimento e
sobrevivéncia de outras espécies, sendo essa interacdo associada a produgdo de
compostos antimicrobianos (GUO; XI; LU, 2024; SELEGATO; CASTRO-GAMBOA,
2023; SORNAKILI et al., 2020).
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Fonte: Adaptado de Cytoscape, 2024
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Figura 2 — Diagramas de Venn relacionando o ndmero de entidades de massas dos
monocultivos e cocultivos. A) Diagrama de Venn relacionando as entidades de massas
dos monocultivos de Fusarium sp. CG43 e S. sclerotiorum (SS), com as do seu
cocultivo, 43xSS. B) Diagrama de Venn relacionando as entidades de massas dos
monocultivos de Neopestalotiopsis sp. CG13 e S. sclerotiorum (SS), com as do
cocultivo, 13xSS. C) Diagrama de Venn relacionando as entidades de massas dos
monocultivos de Fusarium sp. CG45 e S. sclerotiorum (SS), com as do seu cocultivo,
45xSS.
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Fonte: Autor, 2025.

ANOTACAO DE COMPOSTOS

Para a anotacdo de compostos, foi selecionado o parametro de 6 picos de
correspondéncia com a biblioteca espectral do GNPS2, resultando em 2 compostos
anotado com valor de cosseno superior a 0,9000, identificado como Beauvericina (BEA)
e Beauvenniatina L (Figura 3).

BEAUVERICINA

Os espectros de consenso que gera 0 n6 8354, com m/z 784,417 [M+H]* e tempo
de retencédo de 575,4 segundos, foi anotado como Beauvericina, com valor de cosseno
0,9752 com correspondéncia com a biblioteca espectral do GNPS2 e um erro de massa
de 0,417 ppm. O mesmo composto foi anotado para o espectro de consenso que gerou
0 n6 10546, com m/z 801.443 [M+NH.]* e tempo de retencdo 577,2 segundos. Estes nds
formaram rede com outros dois nés, e 0 composto anotado foi detectado nas amostras
dos fungos Fusarium sp. CG43, Fusarium sp. CG45 cultivado em monocultura e em
co-cultura e Neopestalotiopsis CG13.
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A Beauvericina (BEA) é um hexadepsipeptideo ciclico sintetizado por diversos
géneros fangicos, como Fusarium e Beauveria (COVARELLI et al., 2015; XU et al.,
2008; ZHANG et al., 2013 ). BEA apresenta forte atividade antimicrobiana contra um
amplo espectro de bactérias, sem distingdo entre Gram-positivos e bactérias Gram-
negativas. Essa toxina também se mostra citotoxica, apoptética e com atividade
imunossupressora. Estudos demonstraram que a BEA exerce uma variedade de papéis
bioldgicos devido as suas atividades, incluindo inseticida, antimicrobiana, antiviral e
antitumoral (JOW et al., 2004; SARKER et al., 2024; ZHANG et al., 2016; FORNELLI
et al, 2004).

BEAUVENNIATINA L

O composto Beauvenniatina L foi anotado a partir da anotagdo manual, sendo
0 N6 10526, razdo m/z 767.4580 e tempo de retencdo de 591,6 segundos, sendo erro de
massa de 1,20 ppm. Este composto foi detectado nas amostras dos fungos Fusarium sp.
CG43, Fusarium sp. CG45.

A Beauvenniatina L também é um hexadepsipeptideo ciclico cuja em sua
estrutura contém o aminoacido N-metil-leucina, semelhante as enniatinas. Sintetizada
por fungos da ordem hypocreales, como o Fusarium sp., este composto pode ser toxico
e co-ocorrer com outras micotoxinas (SY-CORDERO et. al., 2012; URBANIAK et al.,
2019). As enniatinas possuem diversas atividades bioldgicas relatadas como
antimicrobianas, antiflngica, inseticidas e propriedades herbicidas (EKWOMADU et
al., 2021).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antifingica das fragdes fangicas cultivos em monocultura e co-
cultivo foi testada contra o fungo fitopatogénico S. sclerotiorum. Os resultados obtidos
estdo descritos na Tabela 1, que mostra o percentual de inibicdo de S. sclerotiorum para
cada fracdo testada. A Figura 4 ilustra o resultado do ensaio antiflngico, evidenciando
a formacé&o de halos de inibicéo.

Neste estudo, os fungos endofiticos isolados da planta C. guianensis mostraram-
se ter potencial antifingico contra S. sclerotiorum. Destacando-se a condi¢do de co-
cultivo com Fusarium sp. (CG45) que obteve o melhor desempenho, com 45,7% de
inibico sobre a linhagem S. sclerotiorum, enquanto no monocultivo foi de apenas 29%,
sugerindo que no co-cultivo houve a maior produgdo de compostos antifungicos. Assim

destaca-se o co-cultivo como uma aplicacdo promissora no controle de fitopatdgenos.

DESAFIOS

REVISTA


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0740002014002391?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074552108002779?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074552108002779?via%3Dihub
https://link.springer.com/article/10.1007/s11427-013-4505-1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383504004550?via%3Dihub
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0296094
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1155/2016/1084670
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022201104000047
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022201104000047

DESAFIOS

REVISTA

V.12, n.1, ABRIL/2025.ISSN n° 2359-3652

Figura 3 - Estrutura quimica dos compostos Beauvericina e Beauvenniatina L e o cluster
pertencente dos compostos gerados a partir dos espectros de massa MS? das fracbes
metandlicas 80% obtidas dos cultivos flngicos.
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Fonte: Autor, 2025

O S. sclerotiorum € um fitopatdgeno causador da doenca de planta
popularmente conhecido como mofo branco capaz de infectar milhares de plantas,
causando prejuizos significativos e perda de rendimento nas culturas agricolas. Estudos
realizados pela EMBRAPA apontam que desde 2008 até 2022 mais de 10 milhdes de
hectares foram infectados por S. sclerotiorum (MEYER et. al., 2022). Fungicidas
quimicos sdo amplamente utilizados para combater o fungo, mas esses agentes sao
prejudiciais tanto a saltde humana quanto ao meio ambiente. Por isso, formas
alternativas de controle do fitopatégenos tém sido amplamente pesquisada, € 0s
defensivos a base de microrganismos tém se mostrado uma alternativa eficaz
(SMOLINSKA et. al., 2018).
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Tabela 1 - Média e Percentual de Inibigdo das fragBes fungicas testado contra
Sclerotinia sclerotiorum.

Fracéo Fungica Média (mm)?* Percentual (%PI)
CG45 29,01 ¢ 29,4

CG43 26,61 b 35,2

SS 23,41b 42,9

CG45xSS 22,32 a 45,7

CG43xSS 27,72 b 32,5

CG13xSS 31,35d 23,7

Testemunha 41,08 g -

DMSO 33,21e 19,0

CV(%)? 11,41

!médias seguidas da mesma letra mintscula nas colunas da tabela ndo diferem entre si, conforme
0 teste de Tukey a 5% de significancia. 2CVV= Coeficiente de variacdo. CG45: monocultivo de
Fusarium sp. CG45. CG43: monocultivo de Fusarium sp. CG43. SS: monocultivo de Sclerotinia
sclerotiorum. CG45xSS: co-cultivo de CG45 x SS. CG43xSS: co-cultivo de CG43 x SS.
CG13xSS: co-cultivo de CG13 x SS.

Figura 4 - Ensaio antifingico das fracGes contra Sclerotinia sclerotiorum. A)
Fragcbes em monocultivo, 45 (Fusarium sp. CG45), 43 (Fusarium sp. CG43), SS
(Sclerotinia sclerotiorum), C (controle negativo, DMSO). B) Fragdes em co-cultivo,
CG45 x SS, CG43 x SS, CG13 x SS, C (controle negativo, DMSO)

Fonte: Autor, 2024.

A atividade antibacteriana das fracfes fungicas cultivadas em monocultura e
co-cultivo foi testada contra as bacterias S. maltophilia e A. baumannii, contudo néo foi

observada a formacéo de halos de inibicéo, sendo as fragdes considerados inativos.

ATIVIDADE CITOTOXICA

A analise das amostras nas linhagens celulares HaCaT e HCT-116 marcou o
inicio da investigacdo de potenciais agentes citotoxicos. Entre as amostras testadas,
nenhuma demonstrou citotoxicidade, considerando como cut-off para citotoxicidade

20% de morte celular em relagdo ao controle negativo.

DESAFIOS

REVISTA



DESAFIOS

REVISTA

V.12, n.1, ABRIL/2025.ISSN n° 2359-3652

CONSIDERACOES FINAIS

A anélise do perfil quimico das fracBes obtidas dos fungos endofiticos revelou
sua capacidade de sintetizar uma diversidade de compostos bioativos, dos quais foram
anotados duas micotoxinas a Beauvericina e Beauvenniatina L. O método de co-cultivo
foi capaz de diversificar a producdo metabdlica dos fungos.

Os fungos endofiticos isolados da planta Clitoria guianensis possuem potencial
antimicrobiano. As condigdes de co-cultivo com Fusarium sp. mostraram o melhor
desempenho antifingico, com 45,7% de inibicdo sobre a linhagem Sclerotinia
sclerotiorum, enquanto no monocultivo a inibi¢éo foi de 29%, sugerindo uma aplicagédo
promissora no controle de fitopatdégenos. Além disso, a auséncia de citotoxicidade em
todas as amostras testadas reforca o potencial de uso seguro dessas fragdes em futuras
aplicagdes biotecnologicas, embora a atividade antibacteriana ndo tenha se mostrado
positiva. Esses achados indicam a importancia de continuar investigando 0os compostos
bioativos produzidos por fungos endofiticos para o desenvolvimento de novos agentes

antimicrobianos.
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