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Impacto potencial desta pesquisa

Esta tese apresenta apreciavel resultado com 56 compostos organicos volateis
identificados de Annulohypoxylon stygium isolado de Spartina alterniflora, além
do isolamento de 4 substancias, que apresentam diversas atividades bioldgicas
entre elas fitotoxica, antifingica, antibidtica, antialérgica. Este é o primeiro
passo para a compreensao da associacdo mutualistica entre A. stygium-S.

alterniflora.

Potential impact of this research

This thesis presents appreciable results with 56 volatile organic compounds
identified from Annulohypoxylon stygium isolated from Spartina alterniflora, in
addition to the isolation of 4 substances that exhibit various biological activities,
including phytotoxic, antifungal, antibiotic, and antiallergic properties. This is the
first step towards understanding the mutualistic association between A.

stygium-S. alterniflora.
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RESUMO

Estima-se que cerca de 20% de todo CO: capturado pelas plantas séo
convertidos em compostos organicos volateis (COVs). Estes compostos sédo de
suma importancia pois sdo responsaveis pela interacdo da planta com o
ambiente ao seu redor, servindo para sinalizar a um simbionte parceiro, da
atracdo de polinizadores para a reproducdo até de carnivoros para a
diminuicdo da herbivoria. Fungos endofiticos vivem assintomaticamente dentro
das plantas e podem ser transmitidos para futuras geragcdes pelas sementes.
Durante o longo tempo de evolucgéo eles se especializaram em produzir COVs
para interagir com a planta hospedeira e 0 ambiente ao seu redor,
manipulando, paralisando ou até estimulando a producdo metabdlica de seu
hospedeiro. Compreender este fato € o primeiro passo para entender e atuar
nos processos biolégicos e ecoldgicos que impactam na producdo de
alimentos, medicamentos, controle de doengas e pragas na agricultura. Neste
trabalho foi realizada a identificacdo de 56 COVs que s&o produzidos por
Annulohypoxylon stygium pertencente a familia Xylariaceae entre os quais,
podemos observar compostos com atividade bactericida, estimulante de
crescimento, entre outros. A. stygium foi isolado de S. alterniflora pertencente a
familia Poaceae popularmente conhecida como capim marinho, e conhecida
por biodegradar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), substancias
toéxicas, mutagénicas e teratogénicas. Um dos objetivos deste trabalho foi
avaliar se os microrganismos isolados de S. alterniflora eram resistentes a
presenca destes contaminantes e se seriam 0s responsaveis pela degradacao
de HPAs. Foi possivel averiguar a resisténcia deles mas ndo a degradacéo.
Dez fungos isolados de S. alterniflora foram cultivados em dois meios liquidos
(Malte e Czapek), e avaliados por RMN de 'H, CLAE-DAD, atividade
antifingica (cerca de metade dos extratos foram muito ativos),
anticolinesterasica (somente o extrato de Malte de A. stygium apresentou forte
atividade) e citotoxica (nenhum extrato foi considerado promissor). A partir
destes resultados selecionou-se A. stygium para cultivo em escala ampliada
levando ao isolamento de quatro substancias (3,4-dihidro-3,4,6,8-tetrahidroxi-
1(2H)-naftalenona, 3,4-dihidro-3,4,8-trihidroxi-1(2H)-naftalenona, 3,4-dihidro-
4,8-dihidroxi-1(2H)-naftalenona e 6,8-dihidroxi-3-(2-hidroxipropil)-


https://en.wikipedia.org/wiki/Xylariaceae

isocoumarina). Diversas substancias isoladas e identificadas apresentam
atividades biolégicas, como antifungica, antibidtica e estimulante de
crescimento entre outras, corroborando com a hipotese de simbiose entre o
microrganismo e a planta hospedeira. A identificacdo destas substancias € o
primeiro passo para a compreensdo das correlacdes ecologicas que podem
sedimentar essa hipotese. Adicionalmente, fornece informacdes para a atuacao
biolégica e ecologica cruciais na saude da planta, levando a novas estratégias
para melhorar o controle de doencas e a remediacdo em problemas

ambientais.

Palavras chaves: Annulohypoxylon stygium, compostos organicos volateis,

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, naftalenona, isocumarina.



ABSTRACT

It is estimated that around 20% of all CO> captured by plants is converted into
volatile organic compounds (VOCs). These compounds are of utmost
importance as they are responsible for the plant's interaction with the
environment around it, serving to signal a partner symbiont, from attracting
pollinators for reproduction to carnivores to reduce herbivory. Endophytic fungi
live asymptomatically inside plants and can be transmitted to future generations
by seeds. During the long time of evolution they have specialized in producing
VOCs to interact with the host plant and the surrounding environment,
manipulating, paralyzing or even stimulating the host's metabolic production.
Understanding this fact is the first step towards understanding and acting on the
biological and ecological processes that impact the production of food,
medicines, disease and pest control in agriculture. In this study, the
identification of 56 VOCs that are produced by Annulohypoxylon stygium
belonging to the Xylariaceae family was carried out, among which we can
observe compounds with bactericidal activity, growth stimulant, among others.
A. stygium was isolated from S. alterniflora belonging to the Poaceae family
popularly known as saltmarsh cordgrass, and known to biodegrade polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs), toxic, mutagenic and teratogenic substances.
One of the objectives of this work was to evaluate whether the microorganisms
isolated from S. alterniflora were resistant to the presence of these
contaminants and whether they would be responsible for the degradation of
PAHSs. It was possible to verify their resistance but not their degradation. Ten
fungi isolated from S. alterniflora were cultured in two liquid media (Malt and
Czapek), and evaluated by *H NMR, HPLC-DAD, antifungal activity (about half
of the extracts were very active), anticholinesterase activity (only Malt extract
from A. stygium showed strong activity) and cytotoxic (no extract was
considered promising). Based on these results, A. stygium was selected for
cultivation on an enlarged scale, leading to the isolation of four substances (3,4-
dihydro-3,4,6,8-tetrahydroxy-1(2H)-naphthalenone, 3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1(2H)-naphthalenone, 3,4-dihydro-4,8-dihydroxy-1(2H)-naphthalenone and 6,8-
dihydroxy-3-(2-hydroxypropyl)-isocoumarin). Various isolated and identified

substances exhibit biological activities, such as antifungal, antibiotic, and



growth-stimulating properties, among others, supporting the hypothesis of
symbiosis between the microorganism and the host plant. The identification of
these substances is the first step towards understanding the ecological
correlations that may support this hypothesis. Additionally, it provides crucial
biological and ecological insights into the plant's health, leading to new

strategies for enhancing disease control and remediating environmental issues.

Keywords: Annulohypoxylon stygium, volatile organic compounds, polycyclic

aromatic hydrocarbons, naphthalenone, isocoumarin.
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1. INTRODUCAO

1.1.Interagéo entre espécies.

As folhas das plantas metasbolizam um amplo espectro de Compostos
Orgéanicos Volateis (COVs) tais como, isoprenos, terpenos, alcanos, alcenos,
alcodis, ésteres, acidos, etc. Estes COVs servem para comunicacdo inter e
intra espécies, sendo de suma importancia, pois fornecem solucdes para 0s
problemas enfrentados pelas plantas devido a sua imobilidade ocasionada pelo
enraizamento no solo. A quantidade de volateis néo é trivial, sendo que cerca
de 20% de todo CO: capturado pelas plantas sdo convertidos em COVs
(BALDWIN, 2010).

A importancia dos COVs nao se resume somente para comunicacao
inter e intra espécie e tem sido, significantemente, subestimada para este fim.
As interacbes também servem como sinais para a manipulacdo do ambiente,
podendo por exemplo, reprogramar a arquitetura das raizes de uma planta
simbionte parceira, ou induzir o crescimento da planta conduzindo o aumento
da colonizacédo na superficie. Estes volateis podem aumentar a resisténcia de
uma planta contra patégenos ativando vias de sinalizacdo dependente dos
fitormonios (WERNER; POLLE; BRINKMANN, 2016), atrair polinizadores para

o auxilio na reproducao e carnivoros para diminuir a herbivoria.

Devido aos efeitos antimicrobianos, a emissao dos COVs presentes nas
plantas desempenha um papel determinante nos tipos de comunidades
microbianas que podem se estabelecer ao seu redor. Os microrganismos
através da evolucdo desenvolveram algumas estratégias para interferir na
producdo de COVs das plantas, por exemplo, emitindo seus préprios COVs e
misturando-os aos da planta. Deste modo afeta a planta fisiologicamente e faz
com que ela altere sua producdo metabolica biotransformando os COVs das
plantas ou até desenvolvendo substancias para confundir, paralisar ou até

manipula-los (LI, et al., 2016) .

Um grande desafio desta &rea consiste em desvendar as funcdes
biolégicas e ecoldgicas destes compostos comegando com o desenvolvimento
de estudos relacionados a deteccao e caracterizacdo dos mesmos. Existem

poucos estudos nessa area, onde séo relatados apenas cerca de 2000 volateis
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conhecidos provenientes de 1000 espécies (LEMFACK et al., 2018). O avanco
nas pesquisas e conhecimento da producdo, atuacdo biologica e papéis
ecolégicos destes COVs pode nos auxiliar na descoberta de novos
mecanismos de controles de processos bioldgicos, cruciais na salde da planta,
levando a novas estratégias para melhorar a producdo agricola aumentando a
produtividade, controle de doencas e até a resolucao de problemas ambientais
(BITAS et al., 2013; KANCHISWAMY; MALNOY; MAFFEI, 2015).

1.2. Fungos como fonte de substancias bioativas

Historicamente, todas as civilizagcbes tem usado plantas como fonte de
terapia medicinal, ainda hoje elas sao utilizadas como alternativas aos
farmacos. Cerca de 80% da populacdo em paises em desenvolvimento utilizam
plantas medicinais para cuidados com a saude. Estudos revelaram que dos
medicamentos sintetizados e desenvolvidos entre 1981 e 2014, 51% séao
baseados em plantas (ADELEKE; BABALOLA, 2021). A grande desvantagem
na utilizacdo de plantas como fonte de principios ativos € o tempo até atingir a
fase produtiva que, em alguns casos podem levar décadas, elevando o preco
do medicamento ou promover o extrativismo das plantas nativas podendo levar

a sua extingao.

Uma solucéo pra este problema € a utilizacao de fungos endofiticos, que
sdo microrganismos que habitam o interior da planta sem causar efeito
patolégico a espécie hospedeira. Normalmente, apresentando interagdo
mutualistica onde a planta fornece o habitat e nutriente enquanto o endofito
produz substancias para defesa, crescimento ou até metabolitos de grande
importancia que a planta ndo produz por alguma deficiéncia no ambiente
(HIRUMA et al., 2016). Eles se especializaram em invadir as plantas através de
estbmatos ou feridas causados por choques mecanicos, insetos ou patégenos.
Apos a instalacdo ele pode viver dentro da planta por toda sua vida, podendo
ser transmitido a futuras geracdes pelas sementes (ESPOSITO; AZEVEDO,
2010). Isso permitiu uma coevolugcdo dos mesmos com as plantas hospedeiras
e a capacidade de produzir algumas das substancias inclusive, similares as

produzidas por elas e até auxiliando nas suas préprias producdes.
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Existem algumas vantagens em utilizar microrganismos frente a outras
fontes naturais. Apés o isolamento de uma cepa, é possivel a sua replicacéo
indefinidamente para a producdo do metabdlito ativo de interesse. O cultivo é
feito de forma simples utilizando tecnologias existentes. A producdo destes
metabolitos secundarios sdo dependentes dos fatores de cultivo, sendo que
uma pequena alteracdo no meio de cultivo como, temperatura, luminosidade,
adicdo de cofatores, entre outros sdo parametros que influenciam nessa
producdo. Com a modificacdo sistémica desses parametros se criou uma
metodologia conhecida como OSMAC (One Strain Many Compounds) (BODE
et al., 2002).

Os fungos constituem o segundo maior grupo sobre a terra, estima-se
gue existem entre 11,7 e 13,2 milhdes de espécies diferentes (WU, Bing et al.,
2019), das quais somente 154.538 (~1%) foram classificados segundo o COL
Checklist, (2023) demonstrando um amplo campo a ser explorado. A partir da
sua descoberta em 1866, produtos naturais proveniente de microrganismos
apresentam-se praticamente inexplorados (KUSARI; SPITELLER, 2011).

A producdo de metabdlitos bioativos a partir de fungos comecou a ser
explorada extensivamente nos anos 40, com o amplo uso terapéutico da
penicilina durante a segunda guerra mundial. A seguir seu potencial foi
expandido na producéo de farmacos, toxinas, fatores de crescimento e muitos
outros produtos de interesse biotecnolégico como a producdo de enzimas.
Sendo que 60% das enzimas utilizadas nas industrias sdo provenientes de

fungos (BEZERRA et al., 2021) e com potencial de biodegradagéo.

1.3. Presencga de HPAs no ambiente e fitorremediagao

O petréleo € uma mistura complexa de compostos organicos gasosos,
liquidos e solidos, onde os hidrocarbonetos de 4 a 26 atomos de carbono
constituem em 75% do peso do 6leo. Entre as substancias que compdem o
petréleo, os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) apresentam
importancia ambiental devido aos seus efeitos carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos. Sao considerados como os hidrocarbonetos de maior toxicidade

(SISINNO et al., 2003) e comumente encontrados como misturas complexas
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em diferentes matrizes ambientais (adgua superficial, subterraneas, mar, lagoas,
solos, etc) (READMAN et al., 2002).

Os HPAs e seus derivados séo frequentemente encontrados em regides
onde é desenvolvida a atividade petrolifera. No Brasil, no estado de Sdo Paulo,
em regides como S&o Vicente, Cubatdo e o porto de Santos (maior porto da
Latino América) considerados centros econdmicos e pdlos petroquimicos,
quimicos e metalurgicos do pais, sdo locais onde sua constante exploracao,
extracdo, manufatura, transporte e inclusive vazamentos, promovem acfes
antrépicas que impactam diretamente no meio ambiente e ocasionam continua

poluigéo.

A literatura relata centenas de HPAs, porém segundo a Agéncia de
Protecdo Ambietal Americana (Environmental Protection Agency EPA), apenas
16 possuem interessem em estudos ambientais (WHO, 2011) e que seréo
abordados nesta tese, sdo 0s seguintes: naftaleno, antraceno, acenafteno,
acenatftileno, fenantreno, fluoreno, fluoranteno, pireno, criseno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(g,h,i)perileno, dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno (Figura
1).

Figura 1. Estrutura dos 16 HPAs considerados prioritarios pela EPA.

Fenantreno  Antraceno Fluoranteno Pireno

0 0P &

Benzo a)antraceno Criseno
@ Benzo(b)fluoranteno

Benzo(e)pireno
(e)pi Benzo(a)pireno

Benzo(k)fluoranteno
sosole o* o
Indeno(l ,2.3- cd)pu eno r Benzo(ghi)perileno

leenzo(a h)antraceno

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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As instalacdes do porto de Santos ocupam 13 km de extensao de cais,
contando com 53 terminais entre publicos e privados. Podemos observar na
Figura 2 que o movimento no porto de Santos, em toneladas, aumenta ano
apos ano configurando assim grande contribuicdo como fonte poluidora de

regides proximas.

Figura 2. Movimento crescente de produtos transportados em milhdes de
toneladas por ano segundo a Autoridade Portudria de Santos.

200 A

150 o

100

* ]

0 1 1 1 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Fonte: Autoridade Portuaria de Santos, (2023)

Manguezais sao as regides mais impactadas pela poluicdo gerada nesse
trafego pois séo ecossistemas de transicdo entre os ambientes terrestres e
marinho. Possuem importancia fundamental ao bioma, pois formam um
importante habitat para inGmeras espécies de peixes, crustaceos, mamiferos,
aves e insetos (CUNHA-LIGNON et al., 2009). O Estado de S&o Paulo conta
com uma area de 231 km2 de manguezais no entanto, 28 km2 dessa area
encontram-se alterada ou degradada. Na Figura 3 podemos observar o efeito
mutagénico na garra do caranguejo ‘maozinha’ apresentando maior numero de

pincgas.
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Figura 3. Registro fotografico do efeito mutagénico na garra do caranguejo
‘maozinha’ relatado em 2007.A esquerda normal sem mutac¢des Unica ponta na
parte fixa da pinca e a direita com cinco pontas.

Fonte: GIRARDI, (2010).

A continua presenca de contaminantes organicos nesse tipo de
ecossistemas tém sido uma preocupacdo constante. Foi relatada a ocorréncia
de HPA1s, somatéria dos 16 HPAs considerados prioritarios pela EPA (WHO,
2020), em sedimentos em paises como india e Brasil, onde foram detectadas
concentracdes entre 132 ~ 2938 ng/g (DOMINGUEZ et al., 2010) e 1350 ng/g
(VELHO et al., 2012), respectivamente.

A espécie S. alterniffora € uma planta herbacea, perene halbfita,
largamente encontrada principalmente no continente Americano e Europeu
(Figura 4) pertence ao género Spartina que é formado por 16 espécies de
gramineas perenes, nativa de toda a costa do Oceano Atlantico, ocorrendo
principalmente nas Américas do Norte e Sul. S. alterniflora é a espécie que
apresenta mais caracteristica de manguezais, ndo se restringindo a regiao de
marisma (AMERICO, 2010). Ja foi estudada quanto a sua sobrevivencia em
situacdes de derramamento de oleo, a recolonizagcdo do ambiente pés
contaminacdo e quanto a fitoremediacdo de contaminantes organicos
(PEZESHKI et al., 2000; XIE et al., 2020).
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Figura 4. Floracéo de Spartina alterniflora (a) e predominancia da espécie em
regido alagada de mangue (b) e ocorréncia mundial (c)

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023).

A fitorremediacdo é o uso de certas plantas para recuperar o solo,
sedimentos, ar e a agua contaminada por compostos organicos e inorganicos
(PIRES et al., 2005). Diversos estudos demonstram sua aplicabilidade na
remocgdo de varios tipos de compostos, como metais (RAMIREZ; DUSSAN,
2014; SALLA; HARDAWAY; SNEDDON, 2011) hidrocarbonetos derivados de
petréleo (MOREIRA et al., 2013; SUN et al., 2014) e pesticida organoclorado
(BUOSI; FELFILI, 2004).

As plantas podem atuar diretamente, absorvendo, acumulando ou
metabolizando os compostos nos tecidos, ou indiretamente, alterando as
condi¢des fisico-quimicas do sedimento, propiciando a imobilizagdo ou
alteracdo quimica de compostos téxicos. Os mecanismos diretos sdo a
fitoextracdo (a planta extrai os contaminates e acumula em seus tecidos),
fitodegradacdo (a planta extrai e degrada os contaminantes) e fitovolatilizacao
(a planta extrai e libera para a atmosfera o contaminante em forma de
compostos volateis) e os indiretos sédo a fitoestabilizagdo (a planta promove a
estabilizacdo no solo fazendo com que ndo haja difusdo do contaminante) e
fitoestimulacao/rizodegradacédo (a planta cria um ambiente propicio para a vida
de microrganismos que degradam o contaminante) (DINARDI et al., 2003;
ITRC, 2001; ZYNDA, 2005). A descontaminacao por fitorremediacdo tem o
custo relativamente baixo quando comparados aos métodos convencionais de
incineracdo ou aterros, sendo relatados entre U$75 e U$200 por jardas?,
comparada com os custos de métodos tradicionais variando de U$200 a U$800
(GABRIEL, 1991).
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Levando-se em conta a alta toxicidade dos HPAs podendo apresentar
carcinogenicidade e mutagenicidade, o aumento da exposicdo com o passar
dos anos, pois sdo contaminantes persistentes e que sédo remedidos por S.
alterniflora (PEZESHKI et al., 2000; XIE et al., 2020), este trabalho teve como
objetivo, avaliar se os fungos endofiticos associados a S. alterniflora, também

podem trazer essa biorremediacdo, assim como a espécie vegetal.

1.4.  Annulohypoxylon stygium um endofito de S. alterniflora

Annulohypoxylon stygium € um fungo pertencente a familia Xylariaceae
encontrado principalmente em zonas tropicais e equatoriais. A maior parte dos
relatos descrevem associagdo com organismos marinhos, principalmente

algas, indicando diversas atividades biolégicas.

Ensaios relatados por MACIEL et al., (2018) com o extrato do fungo A.
stygium apresentaram atividade antioxidante e intensa absorcdo de radiagcéo
UV-B, ndo apresentando atividade citotdxica e sendo foto estavel. Deste modo
pode ser, considerado promissor como produtor de metabdlitos secundarios

com atividade foto protetora, podendo ser aplicado a protetores solares.

ROBL et al., (2015, 2016) demonstratam estudos, onde a utilizacéo de A.
stygium na fermentacdo de bagaco de cana de acuUcarevidenciou aumento da
hidrolise pela producdo enzimatica de pectinase, hemicelulase e B-glicosidase.
Esta observacdo demonstrou um arsenal enzimatico muito rico, sendo

consideradas de elevado interesse comercial.

Alguns fatores indicam o potencial antifingico gerado pelo metabolismo
secundario de A. stygium. A fungicultura por insetos é uma pratica conhecida e
realizadas por formigas, besouros e cupins. Os ancestrais das formigas attine
(formigas cortadeiras) desenvolveram esse método de cultivo de alimentos ha
cerca de 50 milhdes de anos. Elas levam até seu habitat as folhas para o
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus. Estudos realizados por
SEIPKE et al.,, (2012) revelaram que a interacdo das formigas com as
actinobacterias das linhagens Streptomyces e Amycolatopsis produzem
substancias antifangicas capazes de inibir o crescimento de A. stygium. Essa
inibicdo € necessaria ja que este microrganismo poderia destruir o fungo usado

como alimento levando ao colapso da colonia.
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Um estudo realizado por MEDINA et al., (2019) com A. stygium levou ao
isolamento de pirogalol que foi ativo frente a Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) e linhagens de Escherichia coli (i 4 e 3 mm em 40 ug/disk
frente ao padrao positivo rifamicina (10 ug/disk para MRSA) e Polimixina B (30
Mg/disk para E. coli) que apresentaram ®; 3 e 15 mm, respectivamente.

Na literatura especializada s&o poucos os relatos que mencionem o
estudos do perfil quimico e metabdlico produzidos por A. stygium (Tabela 1,
Figura 5), sendo sua maior parte nos ultimos anos. Existem porém diversas
atividades bioldgicas ligadas a estes metabdlitos, mostrando-se um estudo
promissor tanto pelo potencial bioativo quanto na diversidade de classe dos
compostos produzidos, incentivando-nos ainda mais ao estudo deste

microrganismo.
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Tabela 1. Metabdlitos e atividades biologicas de A. stygium.

Estrutura Nome Atividade biolégica referéncia

3-benzilideno-2-metilhexahidropirrolo ~ o o
1 o . N&o fototoxico; absorve radiacdo UV-B

[1,2-a] pirazina-1,4-diona
2 1,2-propanodiol-1-(1,3-benzodioxol-5-i) | N&o fototdxico; Fotoestavel; absorve radiagdo UVB
3 (1S,2R)-1-fenil-1,2-propanodiol MACIEL et al., (2018)
4 (’1R,2R)Tl-fenlll-.1,2-propanod|ol Fotot6xico
5 Alcool piperonilico ou

5-metanol-1,3-benzodioxolano
6 8-metoxinaftol Sem atividade relatada RONDILLA et al., (2022)
7 Nodulisporona SEGUNDO et al., (2023)

e Anticarcinogénese, antifibrética, antidiabética,
8 Daidzeina ~ . . RAWAT et al., (2019)
reducao de colesterol e atividade cardiovascular
9 Notoamida A
10 Notoamida B
11 Versicolamida B
. ivi I
12 Notoamida C Sem atividade relatada
13 Notoamida D
14 Estefacidina A
—— - . GAO et al., (2020)
. - Citotoxico frente a linhagens cancerigenas de
15 Esterigmatocistina . . .
figado, cervical, mama e coélon

16 Diidrosterigmatocistina
17 Secqstengmatomstma Sem atividade relatada
18 Versiconol
19 Averufanina
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Continuacdo Tabela 1

20 Kipucasina D
21 Kipucasina E Sem atividade relatada
22| Diorcinal ___ : : GAO et al., (2020)
- Citotoxico frente a linhagens cancerigenas de
23 Palmarumicina CP2 . : .
figado, cervical, mama e colon
24 (3R)-meleina metil éter Sem atividade relatada
25 Pirogalol Antimicrobial contra MRSA e. coli
26 3,4,5-trihidroxi-1-tetralona - MEDINA et al., (2019)
. Sem atividade relatada
27 Tirosol
28 Annulopironato Inibicdo da producgéo de NO PIMJUK et al., (2021)
29 Annulostygilactona
30 4-hidroxib Ideid -
I. roxibenzaldeldo Sem atividade relatada CHENG et al., (2014)
31 Metilparabeno
32 Acido p-hidroxibenzoico
33 Sifingaldeido Antl-@abetlca, potencializador de contratilidade WU et al., (2022)
intestinal
Antifingico, antimicrobiano, anti-inflamatario,
34 Eugenol antioxidante, analgésico, anticancer e ABDOU et al., (2021)
antiparasitario
35 Acido vanilico
— . i I HEN l., (2014
36 Acido ferdlico Sem atividade relatada C G etal., (2014)
— - Antoin] Ario, antica antidi ico,
37 Acido ursélico ntll m amatorio gntlcan.cer antidiabetico MLALA et al., (2019)
antioxidante e antibacteriano
38 B-daucosterol Sem atividade relatada CHENG et al., (2014)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 5. Metabdlitos secundarios produzidos por A. stygium.
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continuacao Figura 5. Metabdlitos secundarios produzidos por A. stygium.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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5. CONCLUSOES

Confiamos que os resultados obtidos neste trabalho auxilie na
compreensao da diversidade quimica produzida pelo fungo endofitico A. stygium
tendo em vista os poucos estudos direcionados a este microrganismo.

Os fungos endofiticos isolados, produziram extratos bioativos contra C.
cladosporioides e C. sphaerospermum, principalmente A. stygium que apresentou
forte atividade de inibicdo destes fungos fitopatogénicos. Esta observacao,
levando-se em consideracdo que os microrganismos foram isolados das folhas
caules e raizes saudaveis devem estar exercendo um importante papel ecoldgico
na espécie hospedeira indicando, mesmo que preliminarmente, uma possivel
simbiose planta-endofito.

A atividade citotoxica nos extratos ndo foi promissora, assim como a
atividade anticolinesterasica onde somente o extrato de Malte de A. stygium
apresentou-se como candidato viavel a producao de metabdlitos bioativos.

Os métodos de extracdo de HPAs em PDA, mesmo ja validado para
matrizes mais complexas como a planta (Spartina alternifiora) e solo
(SUGAUARA, 2022), ndo se apresentou como um método adequado para
extracdo destes compostos nesta matriz.

O estudo dos COVs resultou na identificacdo de 56 diferentes substancias
entre o quinto e sexto dia de crescimento, onde 16 foram observadas em ambos
os dias. Se a producdo destes compostos ocorrerem constantemente, durante um
periodo maior, eles podem ser considerados, para estudos futuros, como
marcadores quimiotaxonémicos de A. stygium.

As Naftalenonas, isoladas neste trabalho, sdo conhecidas por apresentar
diversas atividades biol6gicas como antifungica, inibidores de enzimas, além de
potencial farmaco ja que a substancia 02 apresentou IC50 menor que o padréo
Loratadina, 28,7uM contra 91,6uM como antialérgico.

Destaca-se ainda a identificacdo de, 6,8-Dihidroxi-3-(2-hidroxipropil)

isocoumarina (04) que apresenta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
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aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Klebsiella
pneumonia.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo encorajadores e enriquece o0
conhecimento sobre a diversidade quimica de A. stygium, onde a identificacao de
substancias encontradas reforcam a premissa da simbiose planta-hospedeiro.
Neste caso entre A. stygium e Spartina alterniflora, além de demonstrar o
potencial deste microrganismo na producdo de metabdlitos com potencial para
serem utilizados na industria farmacéutica e contribuir para o estudo de produtos
naturais da biodiversidade brasileira.

A maior contribuicao deste trabalho foi o inicio da compreenséo do potencial
quimico e consequentemente biolégico de A. stygium, onde € esperado que a
partir deste surjam mais estudos neste sentido. Deste modo no futuro a correlacéo
entre A. stygium e a planta hospedeira fique mais compreensivo e que com essas

informagdes possamos influenciar este ecosistema.
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