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RESUMO

O Brasil é um dos paises com maior biodiversidade do mundo, embora sua diversidade
microbiana ainda seja pouco explorada. Os fungos endofiticos destacam-se pela
capacidade de produzir metabolitos secundarios bioativos com potencial biotecnoldgico,
incluindo compostos antibacterianos. Neste contexto, este estudo investigou o potencial
do fungo endofitico Fusarium pseudocircinatum 12IP3F4-1, isolado de Langsdorffia
hypogaea Mart., na produgdo de metabolitos com atividade antibacteriana, aplicando a
estratégia One Strain Many Compounds (OSMAC) para modular e otimizar seu
metabolismo secundario. A atividade antibacteriana foi avaliada por ensaio de
microdiluicdo em caldo, e a caracterizacdo quimica dos extratos foi realizada por CLAE-
DAD-EM e CG-EM. As variagdes nas condigdes de cultivo influenciaram diretamente a
diversidade quimica dos metabolitos produzidos. O meio PDB apresentou maior
diversidade de compostos, incluindo o dipeptideo ciclo prolil-tirosina e o &cido fuséarico,
enquanto o meio MEB promoveu maior intensidade de metabolitos em tempos de
retencéo elevados, relacionados ao metabolismo secundéario. A fracdo apolar (hexanica)
do extrato de micélio cultivado em meio MEB revelou predominancia de ésteres de acidos
graxos, como linoleato e oleato de etila, o qual foi semelhante ao observado para o cultivo
em meio PDB, mas discrepante do observado para o meio YPD que foram
majoritariamente encontrados acido graxos livres. Nos ensaios antibacterianos, a fracdo
metanolica do extrato do micélio cultivado em MEB (EBmic-MEB-Me) demonstrou a
maior inibicdo de Staphylococcus aureus ATCC 25904 relevando uma inibicdo do
crescimento bacteriano de mais de 93% nas concentracdes avaliadas (1-0,25 mg/ml),
enquanto o extrato do sobrenadante (EBsob-MEB-Me) tambeém exibiu atividade
significativa de inibicdo de 90,5%. Para Escherichia coli (ATCC 14458), apenas 0 extrato
EBsob-MEB-Me apresentou inibi¢cdo de crescimento bacteriano de 95,4% na maior
concentracdo avaliada. Os resultados evidenciam a eficiéncia da estratégia OSMAC na
modulacdo do metabolismo secundario de F. pseudocircinatum 121P3F4-1 e destacam o
cultivo em meio MEB como condi¢do promissora para a producdo de compostos
antibacterianos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, como S. aureus e E.

coli.

Palavras-chave: Fusarium pseudocircinatum; fungos endofiticos; dicetopiperazinas;
OSMAC,; antibacterianos.



ABSTRACT

Brazil is one of the countries with the greatest biodiversity in the world, although its
microbial diversity remains little explored. In this context, endophytic fungi stand out for
their ability to produce bioactive secondary metabolites with biotechnological potential,
including antibacterial compounds. In this context, this study investigated the potential of
the endophytic fungus Fusarium pseudocircinatum 12IP3F4-1, isolated from
Langsdorffia hypogaea Mart., to produce metabolites with antibacterial activity, applying
the One Strain Many Compounds (OSMAC) strategy to modulate and optimize its
secondary metabolism. Antibacterial activity was evaluated using a broth microdilution
assay, and the chemical characterization of the extracts was performed by HPLC-DAD-
MS and GC-MS. Variations in culture conditions directly influenced the chemical
diversity of the metabolites produced. PDB medium showed greater compound diversity,
including the dipeptide cyclo (Pro-Tyr) and fusaric acid, while MEB medium promoted
higher intensity of metabolites at elevated retention times, associated with secondary
metabolism. The apolar fraction (hexane) of the mycelial extract cultured in MEB
revealed a predominance of fatty acid esters, such as ethyl linoleate and ethyl oleate,
which was similar to that observed for PDB medium but differed from YPD medium, in
which free fatty acids were predominantly detected. In the antibacterial assays, the
methanolic fraction of the mycelial extract from MEB medium (EBmic-MEB-Me)
showed the highest inhibition of Staphylococcus aureus ATCC 25904, revealing more
than 93% inhibition of bacterial growth at the concentrations tested (1-0.25 mg/mL),
while the supernatant extract (EBsob-MEB-Me) also exhibited significant activity, with
90.5% inhibition. For Escherichia coli (ATCC 14458), only the EBsob-MEB-Me extract
showed bacterial growth inhibition, reaching 95.4% at the highest concentration tested.
The results demonstrate the effectiveness of the OSMAC strategy in modulating the
secondary metabolism of F. pseudocircinatum 12IP3F4-1 and highlight cultivation in
MEB medium as a promising condition for producing antibacterial compounds against

both Gram-positive and Gram-negative bacteria, such as S. aureus and E. coli.

Keywords: Fusarium sp.; endophytic fungi; secondary metabolites; OSMAC,;

antibacterials.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade pode ser definida como a variabilidade de organismos vivos de
todas as origens presentes em diferentes ecossistemas (OMS, 2024). O Brasil destaca-se
mundialmente por sua extensa diversidade biologica, concentrando cerca de 20% das
espécies conhecidas distribuidas em seis biomas distintos, cada um com suas caracteristicas
ambientais Unicas (MEIRELLES; RUPPELT, 2023). Apesar da ampla documentagéo sobre
a fauna e a flora, a diversidade microbiana presente nesses biomas ainda é pouco explorada
e frequentemente subestimada (ELLWANGER; NOBRE; CHIES, 2022).

Os produtos naturais extraidos de plantas, microrganismos e animais tém sido
fundamentais para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Cerca de 24% dos
farmacos utilizados na terapéutica sdo derivados dessas fontes. Isso demonstra que quase
um quarto desses farmacos disponiveis tém origem nessas fontes bioldgicas, como
exemplos temos a daptomicina, a teicoplanina e a fidaxomicina, que sdo antibioticos
obtidos de microrganimos (NEWMAN; CRAGG, 2020; KOECH, et al., 2025).
Microrganismos como bactérias e fungos desempenham papéis ecoldgicos essenciais e
representam uma fonte promissora para a descoberta de compostos bioativos com potencial
biotecnologico (CONRADO et al., 2022).

Os fungos endofiticos habitam os tecidos internos das plantas sem causar danos
aparentes a elas, e sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios com diversas
propriedades biologicas, incluindo antibacteriana, antifingica, antiparasitaria,
anticancerigena e antiviral (NGUYEN, et al., 2025; TUERDIBIEKE et al., 2024; EL-
ZAWAWY, et al., 2022). Além disso, esses organismos representam um recurso promissor
para estudos quimicos e para o levantamento da biodiversidade microbiana, uma vez que
sua variabilidade genética e metabdlica pode revelar novos compostos bioativos com
potencial terapéutico, além de contribuir para o desenvolvimento de processos e produtos
(EL-ZAWAWY et al., 2022; GUPTA et al., 2023). Essa diversidade microbiana torna-se
especialmente relevante diante do crescente desafio das infec¢bes bacterianas, que
representam um grave problema de salde publica e tém se agravado devido a resisténcia
aos antibioticos, resultando em elevadas taxas de mortalidade. Esses apontamentos
destacam ainda mais a necessidade de se descobrir e desenvolver novas opg¢des terapéuticas
para combater bactérias patogénicas (NGUYEN et al., 2025, ZHONG et al., 2024).

Diante da necessidade de novos agentes bacterianos e da complexidade dos quadros

clinicos das infecgdes, o potencial biotecnologico dos fungos endofiticos para a produgdo
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de compostos com atividades antifingicas, antibacterianas e antioxidantes vem sendo
destacado em diversas pesquisas (STAROPOLLI, et al., 2023; SONG, et al., 2024). Para
ampliar essa diversidade quimica e ativar vias metabdlicas silenciosas, s&o utilizadas
estratégias como manipulagdo genética, co-cultivo, uso de elicitores e variacbes nas
condigdes de cultivo (STAROPOLLI, et al., 2023; HASHEM, et al., 2023). Dentre essas
abordagens, a estratégia One Strain Many Compounds (OSMAC) tem sido aplicada para
estimular a producdo diversificada desses metabolitos, através da modificacdo das
condicdes de cultivo, como temperatura, radia¢cdo, composi¢do do meio, pH e agitacéo.
Essa técnica permite ativar diferentes vias metabolicas e ampliar ou otimizar a biossintese
de compostos produzidos pelos fungos endofiticos, aumentando as chances de descoberta
de moléculas bioativas relevantes para a industria (FERREIRA; CRUZ; HAMERSKI,
2022).

Este estudo se propfe a investigar a capacidade do fungo endofitico Fusarium
pseudocircinatum 12IP3F4-1 em produzir metabdlitos secundarios com atividade
antibacteriana. Para isso, foi utilizada a técnica OSMAC para estimular a variedade
biossintética. O isolado fangico foi obtido atraves da micoteca mantida pelo grupo de
pesquisa LaPNEM (Laboratério de Produtos Naturais e Espectrometria de Massas), o qual

foi obtido da espécie vegetal Langsdorffia hypogaea Mart. (Balanophoraceae).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. InfecgOes bacterianas

As infecgbes bacterianas representam um dos maiores desafios globais a saude
publica. Elas sdo responséveis por uma ampla variedade de doencas, incluindo pneumonia,
tuberculose, gastroenterite e sepse, as quais podem ocorrer tanto em ambientes
comunitarios quanto hospitalares, causando complicacBes graves, especialmente em
individuos imunocomprometidos (LIU et al., 2022). Em muitos casos, patdgenos
oportunistas ou invasores conseguem migrar de areas normalmente colonizadas, como o
trato gastrointestinal e as mucosas, para locais estéreis, como pulmdes, corrente sanguinea
ou cérebro, desencadeando processos infecciosos potencialmente letais (ZHONG et al.,
2024; DEUSENBERY; WANG; SHUKLA, 2021).

De acordo com estimativas globais publicadas no periddico The Lancet, as
infeccOes causadas por 33 espécies bacterianas foram responsaveis por aproximadamente
7,7 milhdes de mortes em 2019, o que corresponde a cerca de 13,6 % de todos 0s dbitos
registrados mundialmente naquele ano. Entre as bactérias que mais contribuiram estdo
Staphylococcus aureus com mais de 1 milhdo de mortes e Escherichia coli com 950 mil
mortes, que juntas representam cerca de ¥z dos 6bitos (IKUTA et al., 2022).

Apesar dos avangos na medicina, 0 uso excessivo e inadequado de antibioticos
contribuiu significativamente para o surgimento de microrganismos multirresistentes, que
desafiam os tratamentos disponiveis (TANG; MILLAR; MOORE, 2023; OMS, 2023). Em
2019, estimou-se que cerca de 4,95 milhdes de mortes estavam relacionadas a resisténcia
bacteriana, sendo que, desse total, 1,27 milhdo ocorreu diretamente em decorréncia de
infeccbes causadas por bactérias resistentes, ou seja, nesses casos a resisténcia
antimicrobiana foi o fator principal que levou ao 6bito, e ndo apenas um agravante do
quadro infeccioso (MURRAY et al., 2022). Além do impacto clinico, infeccdes bacterianas
também imp6em elevados custos aos sistemas de saude, ja que com o aumento de cepas
resistentes, os tratamentos se tornam menos eficazes, o que exige o uso de medicamentos
mais caros e por periodos mais longos, dificultando o acesso da populacdo a terapias
adequadas e contribuindo para o agravamento de infec¢des que antes eram facilmente
trataveis (HO et al., 2025; OMS, 2023).

Posto isso, 0s pesquisadores vém buscando alternativas para o desenvolvimento de
novos antibidticos. Uma das abordagens de pesquisa que se mostram promissoras é por

meio da utilizacdo de metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos por sua
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diversidade e potencial terapéutico (NGUYEN et al., 2025).

2.2. Fungos endofiticos como fonte de producao de metabdlitos secundarios

Os fungos endofiticos sdo microrganismos presentes nos tecidos vegetais, onde
habitam de modo simbidtico e participam do ciclo de vida das plantas. Eles podem ser
transmitidos para outras plantas vizinhas por meio de esporos (transmissao horizontal) ou
para a geracdo seguinte, a partir das sementes (transmissdo vertical) (BARON;
RIGOBELO, 2022; SAHU; KHOBRAGADE; PATIL, 2024). A interacdo simbiotica
caracteriza-se por uma relacdo de beneficio mdatuo, os fungos contribuem para o
crescimento e a saude das plantas por meio da producdo de compostos bioativos que
aumentam sua resisténcia a estresses bioticos e abioticos, enquanto as plantas fornecem um
ambiente protegido e rico em nutrientes, favorecendo o desenvolvimento e a permanéncia
dos fungos em seus tecidos (SINGH; KUMAR, 2023; NGUYEN et al., 2025).

Os fungos endofiticos tém se destacado pela capacidade de produzir uma ampla
variedade de metabolitos primarios e secundarios, fundamentais para sua interacao
ecoldgica e frequentemente associados a atividades antimicrobianas. Esses organismos
sintetizam compostos pertencentes a diversas classes quimicas, como policetideos,
terpenoides e alcaloides, totalizando mais de 130 metabdlitos antifingicos ja descritos,
muitos com potencial para aplicacdo como biopesticidas (XU et al., 2021). Além de
atuarem contra fungos fitopatogénicos, esses metabolitos evidenciam o papel dos endéfitos
como fontes naturais de moléculas bioativas. Estudos recentes mostram, ainda, que esses
microrganismos produzem substancias capazes de inibir bactérias e outros agentes
patogénicos, ampliando seu potencial para o desenvolvimento de novos compostos
terapéuticos e agricolas (DIGRA; NONZOM, 2023). Complementando esse cenario, a
prospeccdo quimica de endofitos tem revelado compostos inéditos com atividade
antimicrobiana, incluindo xantonas, lactonas macrociclicas, polissessquiterpenos e
peptideos ndo ribossomais, reforcando seu valor como fontes promissoras de produtos
naturais inovadores (CARUSO et al., 2022).

Nos dltimos anos, avancos significativos tém demonstrado o potencial
biotecnologico dos fungos endofiticos como fontes de produtos naturais com aplicagGes
promissoras nas areas farmacéutica, agricola, cosmética e alimenticia. Diversos estudos
relatam a capacidade de fungos endofiticos de produzir uma ampla variedade de compostos

bioativos. Entre eles, Trichoderma harzianum destaca-se pela sintese de um derivado
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bioativo de metoxicromona, associado a atividades antimicrobiana e antitumoral. Da
mesma forma, Penicillium oxalicum € reconhecido pela producdo de alcaloides indélicos
prenilados, como asperinamida B e peniocroloide B, 0s quais estdo associados a atividades
anticancerigenas, antimaléricas, antimicrobianas, anti-inflamatorias, antidiabéticas e
imunorreguladoras (STAROPOLI et al., 2023; SONG et al., 2024).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos de baixo peso molecular produzidos
também por microrganismos, os quais sdo definidos como ndo essenciais para 0
crescimento dos fungos, mas sdo formados para garantir a sua sobrevivéncia, resistindo a
situacdes de estresse bidticos ou abidticos, como insuficiéncia de dgua e nutrientes, além
de mudancas de temperatura, pH e combate a patdgenos (DIVEKAR et al., 2022;
CONRADO et al, 2022; KUMAR et al., 2023). A biossintese desses compostos esta
geralmente associada a presenca de clusters génicos, que consistem em conjuntos de genes
agrupados no genoma. Cada gene possui seu proprio promotor, 0 que permite um controle
individual da expressdo génica, ainda que ocorra de forma coordenada quando o fungo é
exposto a determinados estimulos. A expressdo desses genes € regulada por fatores de
transcricdo, que podem ser globais (atuando sobre multiplas vias metabolicas) ou
especificos, regulando diretamente a ativacdo ou inibicdo dos genes envolvidos na
producdo de um metabolito especifico (EL HAJJ ASSA et al., 2020; JOHNSON et al.,
2021).

A biossintese de metabdlitos secundarios por microrganismos pode ser modulada
por estratégias que estimulam a expressao de vias metabdlicas silenciosas, promovendo a
diversificacdo do perfil quimico produzido. Entre essas abordagens biotecnoldgicas
destacam-se a manipulacdo genética, o co-cultivo, o uso de elicitores e a modificacdo das
condicdes de cultivo (STAROPOLI et al., 2023; HASHEM et al., 2023). Dentre elas, a
variacdo das condicBes de cultivo, conhecida como estratégia One Strain, Many
Compounds (OSMAC), é uma forma simples e eficaz de modular a producdo de
metabolitos pelas cepas microbianas (STAROPOLI et al., 2023). Um exemplo recente é o
estudo com o fungo endofitico Penicillium oxalicum 2021CDF-3, no qual a mudanca do
meio de cultivo induziu a sintese de novos alcaloides inddlicos, como a asperinamida B,
uma substancia com potente atividade citotoxica contra células FADU (SONG et al., 2024).
Essa abordagem, além de acessivel, permite explorar o potencial biossintético dos
microrganismos por meio do ajuste de variaveis como temperatura, tipo de meio, luz, pH,
fontes de carbono e nitrogénio ou salinidade, favorecendo a producéo de novos metabdlitos
secundarios com relevancia biotecnolégica (FERREIRA; CRUZ; HAMERSKI, 2022).
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Uma forma promissora para avaliar de maneira mais abrangente as variagdes da
composicao quimica produzidas por cepas microbianas com aplicagdo de OSMAC é com
a aplicacdo de ferramentas metabolémicas envolvendo técnicas cromatogréficas acopladas
a espectrometria de massas. Dentre 0os métodos analiticos mais utilizados pode-se citar a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em fase gasosa (CG)
acopladas a espectrometria de massas (EM). Essas combinagdes permitem ndo apenas
separar 0s metabolitos presentes, mas também anotar as substancias presentes em
diferentes amostras, podendo também sugerir potenciais compostos bioativos a partir dos
dados metabolémicos correlacionados com os de atividade biol6gica (CHEN; LI; XU,
2022; DA SILVA et al., 2023).

Diante desse panorama sobre a diversidade metabolica e o potencial biotecnologico
dos fungos endofiticos, torna-se essencial relacionar essas caracteristicas ao contexto das
espécies vegetais estudadas, estabelecendo a conexdo entre os endéfitos e os aspectos

ecoldgicos e funcionais do organismo hospedeiro.

2.3. Langsdorffia hypogaea Mart.

Langsdorffia hypogaea (Figura 1) é pertencente a familia Balanophoraceae, a qual é
composta por plantas holoparasitas de raizes que vivem no subsolo. Esta familia apresenta
espécies que possuem distribuicdo predominantemente tropical e subtropical, compreendendo
13 géneros, dos quais sete ocorrem nas Ameéricas, com cerca de 18 espécies registradas. A
espécie L. Hypogaea, utilizada para o isolamento do fungo endofitico do presente projeto, é
frequentemente encontrada em diversos habitats, como savanas neotropicais e florestas
tropicais imidas, distribuindo-se do México até o sudeste do Brasil e Paraguai. Trata-se de uma

planta didica, com inflorescéncias de coloracdo avermelhada (VILLAFANE et al., 2024).

Além de sua ampla distribuicdo geografica, Langsdorffia hypogaea apresenta um
conjunto de caracteristicas morfofisiologicas e ecoldgicas que reforcam sua singularidade entre
as angiospermas holoparasitas. Estudos mostram que a espécie permanece grande parte do seu
ciclo de vida no subsolo, formando extensos tubérculos parasitarios resultantes da intima
integracdo entre seus tecidos e os do hospedeiro, o que demonstra elevado grau de
especializacdo parasitica (YIRKA, 2020). As inflorescéncias, que emergem sazonalmente
durante a estagdo seca, atuam como importantes recursos para a fauna local, ja que oferecem
alimento em um periodo de escassez, desempenhando papel ecoldgico relevante em
ecossistemas como o0 Pantanal e o Cerrado (YIRKA, B., 2020; THOROGOOD; SANTOS,
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2020; DA SILVA FREITAS, et al., 2017). A espécie também apresenta associagdo com uma
microbiota diversa, incluindo bactérias promotoras de crescimento vegetal e microrganismos
com potencial de protecéo contra patdgenos, indicando que sua biologia depende de interacdes
complexas entre parasita, hospedeiro e microbioma (FELESTRINO, et al., 2017; MOLINA, et
al., 2024).

Esses aspectos ressaltam a importancia de L. Hypogaea como modelo para estudos de
parasitismo, ecologia subterranea, microbiologia ambiental e bioprospeccéo. Considerando que
a planta permanece grande parte do seu ciclo de vida no subsolo e mantém uma integracdo
intima com as raizes hospedeiras, é possivel inferir que seu desenvolvimento ocorre em um
microambiente complexo, influenciado tanto pelas condicGes edaficas quanto pela biologia das
plantas associadas. Esse contexto subterraneo ajuda a explicar a diversidade microbiana ja
observada em estudos anteriores (FELESTRINO et al., 2017; MOLINA et al., 2024). Embora
avancos recentes tenham ampliado o entendimento sobre as associa¢fes bacterianas da espécie,
ainda ha escassez de informagdes sobre a composicédo e o papel dos fungos associados a L.
Hypogaea. Essa lacuna torna especialmente relevante a investigacdo de endofitos fungicos
isolados de seus tecidos, permitindo explorar sua diversidade e avaliar seu potencial metabolico,

como sera abordado na secédo seguinte.

Figura 1 — Estruturas reprodutivas de Langsdorffia hypogaea Mart. (Balanophoraceae) em diferentes
estagios de desenvolvimento, observadas no ambiente natural. (A) Inflorescéncia feminina em botdo, com
bracteas espessas e apice serrilhado dispostas ao redor da clpula pilosa avermelhada. (B) Inflorescéncia
masculina em antese, exibindo estames agrupados com anteras amarelas e filamentos avermelhados. (C)
Inflorescéncias feminina (superior) e masculina (inferior) préximas no solo, em diferentes fases de
maturacdo, parcialmente cobertas por serapilheira.

Fonte: Caroline de Moura Costa (arquivo pessoal, 2025). Uso autorizado pela autora.
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2.4. Género Fusarium

O género Fusarium compreende fungos filamentosos amplamente distribuidos em
ecossistemas terrestres e aquaticos, com ocorréncia comum em solos, restos vegetais, tecidos
de plantas vivas e ambientes marinhos (ARMER et al., 2024). Espécies como Fusarium
oxysporum, F. Solani e F. Graminearum sdao amplamente reconhecidas por seu papel como
fitopatdgenos, causando doencas como murcha vascular, podriddes radiculares e giberela, com
impacto direto na produtividade agricola. Além disso, muitas dessas espécies produzem
micotoxinas, como fumonisinas, tricotecenos e zearalenona, que representam sérios riscos a
salde humana e animal quando presentes em alimentos contaminados (MUNKVOLD;
PROCTOR; MORETTI, 2021). Apesar desse histérico como agentes patogénicos, varias
espécies de Fusarium tambem ocorrem como endoéfitos, vivendo em associagdo com plantas
sem causar sintomas, ou saprobios, colonizando matéria organica em decomposicdo (ARMER
et al., 2024).

Neste contexto, o género também tem se revelado como uma fonte promissora de
metabdlitos secundérios bioativos. Recentemente, um estudo descreveu cerca de 276 novos
metabolitos isolados de 21 espécies de Fusarium. Esses compostos foram classificados
principalmente como metabolitos contendo nitrogénio (aminas, amidas, peptideos ciclicos e
alcaloides indolicos, imidazolicos), policetideos, terpenoides, esterdis e fenolicos. As atividades
biologicas relatadas incluem acdo antibacteriana, antifungica, fitotoxica, antimalarica, anti-
inflamatdria e citotoxica, sugerindo tanto aplica¢6es agricolas quanto farmacéuticas (AMUZU
et al., 2024). Além desse trabalho, Xu et al. (2023) identificaram 185 metabdlitos secundarios
produzidos por espécies do género Fusarium com propriedades antibacteriana, antifingica,
antiviral e antiparasitaria. Esses compostos foram classificados conforme sua agdo sobre
diferentes grupos bacterianos, sendo ativos contra bactérias: Gram-positivas, Gram-negativas e

de amplo espectro.

Os metabolitos ativos contra bactérias Gram-positivas apresentaram efeitos bactericidas
sobre Staphylococcus aureus (inclusive cepas resistentes a meticilina), Bacillus subtilis,
Streptococcus pyogenes e Mycobacterium tuberculosis. Entre 0s compostos mais relevantes
destacam-se policetideos, triterpenos, depsipeptideos ciclicos (como enniatinas e beauvericina)
e alcaloides quinazolinicos. Os compostos enniatinas, a beauvericina (1) e a tricosetina (2)
(Figura 2) demonstraram atividade antibacteriana moderada contra Staphylococcus aureus e
sua cepa resistente a meticilina, apresentando valores de concentracao inibitéria minima (MIC)

entre 2 e 16 pg/mL. Os policetideos aromaticos exibiram forte atividade contra Bacillus subtilis,
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com MIC de 6,25 pg/mL. Em relacdo a acdo frente a Mycobacterium tuberculosis, as
naftoquinonas foram eficazes em concentragbes de 25 a 50 pg/mL. Além disso, uma
naftoquinona a rel-(3R,4aR,10aS)-3,4,4% 10%-Tetrahidro-6,9-dihidroxi-3,7-dimetoxi- 3-metill-
1H-nafto[2,3-c]piran-5,10-diona (3) (Figura 2) apresentou uma atividade particularmente
potente contra Bacillus cereus e Streptococcus pyogenes, apresentando valores de MIC
inferiores a 1 pg/mL, possuindo desempenho comparavel ou superior ao da ciprofloxacina,

cujos MIC foram de 0,15 e 10 pg/mL, respectivamente.

Entre os metabdlitos ativos contra bactérias Gram-negativas, destacam-se a butenolideo
(4) (Figura 2), uma micotoxina tricoteceno com agéo seletiva sobre E. Coli, e os derivados de
2-pirrolidona (5-7) (Figura 2) de Fusarium solani que sdo eficazes contra E. Coli e
Acinetobacter sp. Apresentando valores de MIC entre 5 e 10 pg/mL. As 2-pirrolidonas
constituem o tipo de y-amidas mais comumente identificado em espécies do género Fusarium
(LI et al., 2020). Além disso, o karimunona B (8) apresentou inibi¢do de cepas multirresistentes
de Salmonella enterica, enquanto o fusapiridona A (9) mostrou efeito moderado contra
Pseudomonas aeruginosa (Figura 2). Ja os compostos com atividade tanto sobre Gram-
positivas quanto Gram-negativas incluem naftoquinonas, terpenoides policiclicos,
cerebrosideos e depsipeptideos ciclicos. Esses metabolitos exibiram ampla acdo antimicrobiana
e, em alguns casos, atuaram induzindo a producéo de espécies reativas de oxigénio, letais as

células bacterianas.

Dentro desse conjunto de metabdlitos, os peptideos ciclicos também se destacam. Eles
sdo formados por ligacbes amida entre aminoacidos e incluem variacbes, como 0s
depsipeptideos ciclicos. Uma classe importante é a dicetopiperazina, amplamente produzida por
fungos. Entre elas, estdo as gramipiperazinas A (10) e B (11), isoladas de Fusarium
graminearum marinho (Figura 2). Essas moléculas derivam de combinacBes simples de
aminoacidos e exibem atividade antibacteriana leve contra Staphylococcus aureus,
complementando o repertério de compostos bioativos gerados por espécies de Fusarium
(ZAMAN et al., 2022; AMUZU et al., 2024).

20



Figura 2 — Estruturas de compostos descritos no género Fusarium.
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2.4.0.  Fusarium pseudocircinatum

Fusarium pseudocircinatum, pertence ao complexo de espécies do fungo Fusarium
fujikuroi (FFSC), um grupo reconhecido por sua grande diversidade genética e pela presenca
de numerosas espécies filogeneticamente proximas (YILMAZ et al., 2021). Dentro desse
complexo, F. Pseudocircinatum tem sido relatado principalmente como patégeno de plantas,
sendo responsavel, por exemplo, pela malformacdo de Tabebuia rosea. Nesse estudo, além da
confirmacdo da patogenicidade, os autores também identificaram metabdlitos caracteristicos do
FFSC, como 4&cido fusérico e moniliformina, reforcando seu potencial toxigénico
(MONTOYA-MARTINEZ et al., 2021). Mais recentemente, a espécie também foi encontrada

atuando como endéfito, o que mostra que ela consegue viver de formas diferentes dependendo
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do ambiente, podendo tanto causar doenca quanto permanecer no hospedeiro sem provocar
sintomas (TERNA et al., 2024).

Embora ainda existam poucos estudos que descrevem em detalhe os metabélitos
produzidos especificamente por Fusarium pseudocircinatum, sabe-se que espécies do FFSC
possuem potencial para sintetizar micotoxinas e outros compostos bioativos (BAO; SUGA,
2021). Por isso, mesmo com essas lacunas, os dados disponiveis e sua relagdo com o FFSC
indicam que F. Pseudocircinatum pode ter importancia ecoldgica e potencial de interesse
biotecnoldgico. Isso significa que, mesmo sem um perfil metab6lico completamente elucidado,
o0 histérico do grupo ao qual pertence aponta para a possibilidade de F. Pseudocircinatum
produzir moléculas de interesse, seja pela atividade biolégica, pela interacdo com plantas ou
por seu comportamento dual como patdgeno e endofito. Assim, esta espécie foi selecionada
para o desenvolvimento deste estudo. Na Figura 3, encontra-se ilustrada uma foto de F.
Pseudocircinatum 121P3F4-1 isolado de L. Hypogaea.

Figura 3 — Fusarium pseudocircinatum em meio BDA.

BDA: meio Agar Batata Dextrose. Fonte: Do proprio autor, 2025.
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3.

3.1.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a producdo e otimizacdo de metabdlitos secundarios antibacterianos produzidos

pelo fungo endofitico Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.

3.2.

Obijetivos especificos
Cultivar o fungo endofitico F. Pseudocircinatum 121P3F4-1 em diferentes meios
liquidos, avaliando a diversidade quimica aplicando a técnica One-Strain Many
Compounds (OSMAC);
Obter os extratos do fungo endofitico F. Pseudocircinatum 12IP3F4-1 do
sobrenadante e do micélio;
Analisar os componentes quimicos dos extratos brutos de sobrenadante do fungo
endofitico F. Pseudocircinatum 12IP3F4-1 por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos
e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM);
Analisar os componentes quimicos das fracoes hexanicas de micélio do fungo
endofitico F. Pseudocircinatum por cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotometria de massas (CG-EM);
Anotar 0s compostos presentes nos extratos obtidos de F. Pseudocircinatum
12I1P3F4-1;
Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos obtidos através de um ensaio de

microdiluicao.
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4, METODOLOGIA OU MATERIAIS E METODOS
4.1 Cultivo e manutencéo dos microrganismos

A cepa fingica de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1, ja obtida em estudos prévios
no LaPNEM a partir da espécie vegetal Langsdorffia hypogaea, foi cultivada em meio Batata
Dextrose Agar (BDA), tanto em tubos inclinados quanto em placas de Petri incubados a 37 °C.
Para assegurar a viabilidade das cepas, o fungo foi re-inoculado periodicamente em novos meios
de cultura.

As bactérias patogénicas utilizadas nos testes antibacterianos foram as estirpes Gram-
positiva (Staphylococcus aureus — ATCC 25904) e Gram-negativa (Escherichia coli — ATCC
14458). A manutencdo e preservacdo dessas bactérias foi realizada utilizando o meio de cultura
Mueller-Hinton. As bactérias foram cultivadas em placas contendo meio de cultura e incubadas
a 37 °C. Para preservacao a longo prazo, foram armazenadas em meio de cultura contendo 20%

de glicerol, em freezer a —20 °C.

4.2. Identificacdo molecular do fungo endofitico

A cepa fungica 121P3F4-1 foi submetida a identificagdo molecular. Esse processo foi
realizado pela empresa GoGenetic (Parana, Brasil) por meio do sequenciamento da regido
Internal Transcribed Spacer (ITS, do inglés “espacador interno transcrito”) e EF1 (Translation
Elongation Factor 1-alpha) do DNA ribossomal (rDNA). Para esse procedimento, foram
utilizados os iniciadores (primers) 1TS-1 (sentido forward), 1TS-4 (sentido reverse) e EF1. As
sequéncias obtidas foram entdo comparadas com aquelas depositadas no banco de dados
GenBank (Genetic Sequence Database) utilizando-se a ferramenta BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool for nucleotides). O laudo de anélise esta ilustrado no ANEXO I e a

cepa foi identificada como Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.

4.3. Cultivo de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1 em diferentes meios

Os estudos foram realizados a partir de variacbes na composi¢do do meio de cultura,
sendo esta estratégia denominada de One-Strain Many Compounds (OSMAC). Foi realizado
um screening inicial, utilizando 5 meios de cultura (Figura 4) que foram os seguintes: caldo
Batata Dextrose (PDB), caldo de Extrato de Malte (MEB — dextrose 6 g/L, extrato de malte 6
g/L, maltose 1,8 g/L e extrato de levedura 1,2 g/L), Sabouraud (SB — peptona 10 g/L e dextrose
40 g/L), Czapek (CZA — sacarose 30 g/L, NaNOs 3 g/L, KaHPO4 1 g/L, KCI 0,5 g/L, MgSO4
0,5 g/L e FeSO4 0,01 g/L) e caldo de Extrato de Levedura Peptona Dextrose (YPD — extrato de
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levedura 10 g/L, peptona 20 g/L e dextrose 20 g/L).

Apos 18 dias de cultivo em estado estacionario, os meios foram avaliados em relagéo ao
seu crescimento e foram escolhidos aqueles que apresentaram maiores massas miceliais
formadas, sendo selecionados os meios submersos caldo PDB, MEB e YPD. Os meios foram
preparados em triplicadas, utilizando Erlenmeyers de 500 mL, contendo 250 mL cada. Foram
adicionados 3 fragmentos de micélio-4gar com 0,6 cm de diametro em cada Erlenmeyer. Foi
realizado um cultivo estatico, com duracdo de 18 dias, em uma temperatura de 28°C, 0s quais

foram mantidos em B.O.D (Biochemical Oxygen Demand).
Figura 4 — Meios de cultivo MEB, YPD, SB, CZA e PDB, respectivamente.

Fonte: Do proprio autor, 2025.

4.4, Obtencao dos extratos brutos dos meios de cultivo

Ao final de 18 dias de cultivo em meios submersos, o micélio foi separado do
sobrenadante por meio de filtracdo. Os sobrenadantes foram extraidos utilizando particdo
liquido-liquido com acetato de etila contendo 1% de acido formico. A triplicata foi extraida de
forma independente, passando por 3 extragcdes com 40 mL de solvente e as fragcGes organicas
obtidas foram concentradas em evaporador rotativo e secas por liofilizacdo (Martin Christ
Alpha 2-4 LSCbasic — Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz,
Alemanha), resultando no extrato bruto do sobrenadante (Ebsob). Os micélios foram
liofilizados e posteriormente congelados com auxilio de nitrogénio liquido. Os micélios secos
foram posteriormente fragmentados e extraidos com uma solucéo de acetato de etila e metanol
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na proporgédo 1:1 (v/v), contendo 1% de &cido formico, utilizando um banho de ultrassom por
10 min em 3 ciclos subsequentes com renovacgao do solvente a cada ciclo. Foi utilizado 10 mL
de solvente para 1 g de micélio. Apos a filtracdo, os solventes organicos foram concentrados
em evaporador rotativo e seco por liofilizacdo para a obtencdo do extrato bruto do micélio
(Ebmic).

4.5. Particao liquido-liquido dos extratos brutos de micélio (Ebmic)

As extracBes dos sobrenadantes dos cultivos foram realizadas conforme o método
descrito no item 4.4. Os extratos brutos de micélio (Ebmic) foram submetidos a extracao
liquido-liquido com hexano resultando nas fracGes hexanicas (Ebmic-Hx) e hidrometandlicas
(Ebmic-Me) para cada meio de cultivo. Esta etapa foi necessaria para a remogao de substancias
lipofilicas presentes no Ebmic para melhor avaliacdo das atividades antibacterianas e reducao
de interferentes lipofilicos nas analises por CLAE-DAD-EM utilizando como fase estacionaria
uma coluna de fase reversa C18.

As amostras secas (Ebmic) foram inicialmente solubilizadas em 30 mL de
metanol:agua (9:1, v/v), e a extracdo liquido-liquido foi conduzida trés vezes com um volume
de 10 mL de hexano frio em cada etapa. Ap0s o processo, as fragdes hexanicas e metanolicas
obtidas foram manuseadas separadamente, sendo concentradas até a secura e, em seguida,

pesadas para determinagdo do rendimento.

4.6. Analises dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD-EM)

As amostras foram solubilizadas em metanol e agua (7:3, v/v), na concentracao
final de 4 mg/mL. As solugdes resultantes foram filtradas por filtros de seringa de
politetrafluoretileno (PTFE) com poro de 0,22 um e 13 mm de didmetro. Para cada andlise,

foram injetados 2 pL da amostra no sistema cromatografico.

As analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM), utilizando
um sistema UFLC-20AD Prominence (Shimadzu) acoplado a um espectrémetro de massas
com fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI) e analisadores sequenciais do tipo quadrupolo
e tempo de voo (MicrOTOF-Q I, Bruker Daltonics). A separagdo cromatografica foi

realizada em uma coluna Kinetex® C18 (2,6 um, 100 A, 150 x 2,1 mm; Phenomenex),
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acoplada a uma pré-coluna do mesmo material. As analises foram conduzidas com uma

vazao de 0,3 mL/min e a coluna foi mantida a 50 °C durante as analises.

A fase mével utilizada foi composta por agua (fase A) e acetonitrila (fase B), ambas
contendo 0,1% (v/v) de &cido formico. O gradiente foi aplicado da seguinte forma: 0-2
min (3% B), 2-25 min (3-25% B), 25-40 min (25-80% B) e 40-43 min (80% B,
isocréatico). As analises foram conduzidas nos modos de ionizagdo positivo e negativo. Os
parametros operacionais do espectrometro de massas incluiram gas nebulizador (N2, 4 bar),

gas de secagem (N2, 9 L/min) e voltagem capilar de 2500 V.

A anotacdo das substéncias foi realizada com base nos dados de massas acuradas,
padrdes de fragmentacdo e espectros UV, por comparagdo com dados disponiveis na
literatura. As formulas moleculares foram atribuidas considerando erro inferior a 8 ppm e

valores de mSigma inferiores a 30.

4.7. Analises dos extratos por cromatografia gasosa acoplada a

espectrofotometria de massas (CG-EM)

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa (Shimadzu QP2010) acoplada
a um espectrémetro de massas (CG-EM) equipado com um autoinjetor COA-20i. O gas de
arraste utilizado foi hélio com pressao de 79,7 kPa. A temperatura de injecdo foi de 250 °C e 0
programa de gradiente de temperatura foi o seguinte: 60—240 °C com aumento de 3 °C.min!;
240-310 °C com aumento de 5 °C.min!; e manutengdo a 310 °C por 10 minutos. Foi utilizada
uma coluna capilar RTx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), e 0s espectros de massa foram
obtidos por ionizacdo eletrénica (EI), aplicando energia de 70 eV. Os indices de retencdo (IR)
foram calculados utilizando padrdes de alcanos C8-C40 (Sigma Aldrich). A identificacdo dos
constituintes foi realizada por comparacdo dos espectros de massa registrados com as
bibliotecas NIST, WILEY e FFNSC, bem como pela comparacao dos Irs descritos na literatura
(ADAMS, 2017).

4.8. Ensaio de microdiluicdo para avaliacdo da atividade antibacteriana

O ensaio de microdiluicdo em caldo foi realizado em placas de 96 pocos de fundo chato.
Inicialmente, 0 meio de cultura foi distribuido nos pogos juntamente com 0s extratos em

avaliacdo, ajustando-se o volume final para 200 pL por pogo. Foram testadas concentracdes de
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1,0,5e 0,25 mg/mL, obtidas por diluicdo seriada, para determinacédo da atividade antibacteriana
de cada extrato bruto (Ebmic-Me e Ebsob). Em seguida, adicionou-se 100 pL do in6culo
bacteriano em cada poco, previamente padronizado na turbidez correspondente ao padréo 0,5
da escala de McFarland. Como controle positivo, utilizou-se o antibiético comercial
Gentamicina, de eficacia antibacteriana estabelecida. O controle negativo foi constituido por
pocgos contendo apenas 0 meio de cultura e o indculo, sem adi¢do de extratos ou antibiético.
Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h.

Apo6s o periodo de incubacdo, o crescimento bacteriano foi avaliado pela adigdo de
solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) em cada pogo,
seguida de uma nova incubacdo por 3 h a 37 °C. A viabilidade bacteriana foi inferida pela
mudanca de coloragdo da solugdo, com a formacéo de coloracdo caracteristica indicativa de
células viaveis, e posteriormente quantificada por meio de leitura em espectrofotdmetro,
utilizando comprimento de onda de 540nm em leitora multimodo Cytation 5 (Cytation 5 Cell
Imaging Multimode Reader, Agilent BioTek, Winooski, VT, EUA).

4.9. Analise estatistica

Os dados de biomassa micelial e rendimento dos extratos brutos (EBsob e EBmic)
foram expressos como media + desvio-padrdo (n = 3). As diferencas entre os meios de
cultivo (YPD, PDB e MEB) foram avaliadas por analise de variancia de uma via (one-way
ANOVA), considerando o meio de cultivo como fator fixo. Quando detectada diferenca
significativa pelo teste F (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey para

comparagdes maltiplas.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software R (versdo 4.4.3, The R
Foundation for Statistical Computing), utilizando-se os pacotes complementares dplyr,
ggplot2 e multcompView. O nivel de significancia adotado em todas as analises foi de 5%
(a.=0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimentos dos extratos

O cultivo da cepa Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1 foi realizado em diferentes
meios liquidos, apresentando variagcbes na biomassa micelial formada (Figura 6) e também
com relacdo ao aspecto visual (Figura 5). Observou-se que 0 meio o cultivo em meio YPD
apresentou desenvolvimento de uma maior massa micelial. Por outro lado, o cultivo em meio
submerso PDB, composto por extrato de batata e dextrose, apresentou crescimento micelial
reduzido em relagéo ao cultivo em YPD. Resultado semelhante foi obtido no cultivo em meio
MEB que apresentou formacdo reduzida de biomassa micelial, porém foi o Unico que
apresentou a formagéo de um pigmento avermelhado (Figura 5.C).

Figura 5 — Fusarium pseudocircinatum 12IP3F4-1 em meios de cultivo YPD (A), PDB (B) e MEB (C).

Fonte: Do proprio autor, 2025.

Figura 6 — Biomassa micelial média formada nos diferentes meios de cultura.
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YDP: caldo de Extrato de Levedura Peptona Dextrose; PDB: caldo Batata Dextrose; MEB: caldo de Extrato de
Malte.Fonte: Do préprio autor, 2025.
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A biomassa micelial de F. pseudocircinatum 12IP3F4-1 foi significativamente
influenciada pelo meio de cultivo (ANOVA de uma via, p = 0,0003) (Tabela 1). O meio YPD
apresentou os maiores valores de biomassa (5,60 = 0,88 g), diferindo significativamente de PDB
e MEB, que exibiram valores semelhantes entre si (< 0,77 g; p < 0,05) (Tabela X). Para o
rendimento do extrato bruto sobrenadante (EBsob), também foi observada influéncia do meio
(p = 0,0063), com MEB apresentando rendimento significativamente inferior (67,61 + 4,02
mg/L) em comparacgdo a YPD e PDB, que n&o diferiram entre si (113,97 + 13,51 e 104,31 *
14,40 mg/L, respectivamente). Em termos de produtividade especifica, expressa como EBmic
por grama de biomassa, 0 meio YPD promoveu valores substancialmente mais elevados (578,88
+ 95,03 mg/g), significativamente superiores aos obtidos em PDB (102,90 + 21,10 mg/g) e
MEB (73,55 £ 26,05 mg/g) (p <0,001). Esses resultados indicam que, embora o0 meio de cultivo
YPD favorega um crescimento micelial mais intenso, PDB e MEB foram mais eficientes na
producéo de metabdlitos por unidade de biomassa, evidenciando que a produtividade especifica

depende mais da resposta metabolica do fungo do que da biomassa total formada.

Tabela 1 — Biomassa micelial, rendimento do extrato bruto sobrenadante (EBsob) e produtividade
especifica do extrato bruto micelial (EBmic) produzidos por Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1 cultivado

em diferentes meios de cultura.

Meio de Biomassa micelial (g) EBsob (mg/L) EBmic (mg/g de

cultura biomassa)
YPD 5,60 + 0,882 113,97 + 13,51¢ 578,88 + 95,03¢
PDB 0,71 £ 0,46 104,31 + 14,402 102,90 + 21,100
MEB 0,77 + 0,85P 67,61 + 4,020 73,55 + 26,050

YDP: caldo de Extrato de Levedura Peptona Dextrose; PDB: caldo Batata Dextrose; MEB: caldo de Extrato de
Malte. Fonte: Do proprio autor, 2025. Nota: Valores expressos como média + desvio-padrdo (n = 3). Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os meios de cultivo pelo teste de Tukey (p <
0,05), ap6és ANOVA de uma via.
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Tabela 2 — Massa e rendimentos dos extratos brutos de micélio (Ebmic) e de suas fragdes metanolicas (Ebmic-
Me) e hexanica (Ebmic-Hx).

Meio de Massa Massa média das Massa média Ebmic-Me Ebmic-Hx
cultura  media dos fragoes das fragdes Rendimento (%) Rendimento (%)
extratos metanolicas (Me) hexanicas (Hex)
brutos de do Ebmic do Ebmic
micélio (Ebmic-Me) (Ebmic-Hx)
(Ebmic) (mg) (mg)
(mg)
YPD 681,34 578,88 71,19 89,05 10,95
PDB 107,72 92,19 9,72 90,46 9,54
MEB 83,99 73,88 27,27 73,04 26,96

YDP: caldo de Extrato de Levedura Peptona Dextrose; PDB: caldo Batata Dextrose; MEB: caldo de Extrato de
Malte. Fonte: Do proprio autor, 2025.

A analise das fracbes metanolica (EBmic-Me) e hexanica (EBmic-Hex) tambem
evidenciou diferencas relevantes entre os meios (Tabela 2). A fracdo metandlica apresentou
maior massa no YPD (578,88 mg), seguida pelo PDB (92,19 mg) e pelo MEB (73,88 mg). Em
termos percentuais, essa fracao foi ligeiramente mais representativa no PDB (90,46%), valor
proximo ao observado no YPD (89,05%), enquanto no MEB a proporcao foi menor (73,04%).
Ja a fracdo hexanica apresentou comportamento inverso; o0 MEB mostrou a maior proporcéao
relativa (26,96%), contrastando com os valores menores no YPD (10,95%) e no PDB (9,54%).
Esses resultados indicam que, embora 0 MEB produza menores quantidades absolutas de

extrato, ele favorece a sintese de compostos de carater mais apolar.

5.2. Analises quimicas dos extratos e anotacdo dos metabolitos
Os extratos obtidos a partir do cultivo em diferentes meios submersos (PDB, YPD e
MEB) foram obtidos a partir do sobrenadante (Ebsob) e da biomassa micelial (Ebmic-Me)
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo
de diodos e espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM). Na tabela 3, encontram-se os dados
relativos aos compostos anotados, bem como seus dados espectrais e a ocorréncia nos meios de

cultivo utilizados.
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Figura 7 — Estruturas dos compostos anotados nos extratos de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.
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Quadro 1 — Compostos anotados nos extratos brutos de sobrenadante (Ebsob) de Fusarium pseudocircinatum

12I1P3F4-1.
Pico TR uv Composto FM EM EM/EM | MEB | YPD | PDB
(min) | (nm)

272 Tirosina CoH1:NOs 182,0806 | -

picol |16 €] X X X
272 NI CoH17NOs 268,1022 | -

pico2 | 2,0 €] X X X
279 Ciclo  prolil- | C14H1sN2O; | 259,1103 | 167, 153

pico3 | 14,1 tirosina ) - - X
249, | Acido fusarico | CioH1sNO> 180,1016 | 162

pico4 | 22,2 303 (+) - - X
232, | NI - -

pico5 | 23,9 271 X - -
268, | NI - -

pico6 | 25,9 371 - X -
260 Ciclo prolil | CisH16N2O, | 245,1278 | -

pico7 | 29,2 fenilalanina (+) X - X

pico8 | 29,5 282 NI - - - X X -
270, | Acido indol-3- | C1gHsNO; 174,0571 | -
280, | acético )

pico9 |30,0 288 X - X

TR: tempo de retencdo; NI: ndo identificado; (+) modo de ionizacdo positivo; (-) modo de ionizacdo negativo.
YDP: caldo de Extrato de Levedura Peptona Dextrose; PDB: caldo Batata Dextrose; MEB: caldo de Extrato de
Malte. Fonte: Do préprio autor, 2025.
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O pico 1 exibiu uma banda de absor¢do maxima no espectro de UV de 272 nm e ion
protonado intenso de m/z 182,0806, o qual foi compativel com a férmula molecular CoH11NO3
(Quadro 1). Assim, a partir de levantamentos na literatura esse composto foi sugerido ser o
aminoécido tirosina (Figura 7) (CONVENTZ et al., 2007). Enquanto que o pico 2, apresentou
semelhante espectro de UV, mas com um ion protonado de m/z 268,1022 relativo a CoH17NOs,
mas nao foi possivel sua anotacéo.

Os compostos 3 e 7 exibiram em seus espectros de UV as bandas de absor¢do maxima
em 279 e 260 nm, respectivamente. O menor valor de Amax Observado para 0 composto 7 é
condizente com a auséncia de um grupo auxocromo no cromdforo, como observado em
comparacdo entre os aminodcidos tirosina e fenilalanina. Adicionalmente, os compostos 3 e 7
revelaram ions intensos de m/z 259,1103 [M-H] e 245,1278 [M+H]* compativeis com as
formulas moleculares C14H16N203 e C14H16N202. A partir do ion m/z 259 foram observados 0s
jons fragmento m/z 167 e 153 relativos a perdas da parte contendo o anel aromatico do
aminodacido. Assim, o composto 3 foi anotado como a dicetopiperazina ciclo prolil-tirosina, a
qual ja foi descrita para o género Fusarium (HAWAS et al., 2016), e 0 composto 7 como ciclo
prolil-fenilalanina (STARK; HOFMANN, 2005).

O composto 4 revelou bandas de absor¢do em 249 e 303 nm, alem disso exibiu um ion
intenso de m/z 180,1016 [M+H]* compativel com a formula moleculare C10H13NO2. A partir
deste ion, foi observada a perda de uma molécula de 4gua (18 u) formando o ion acilio m/z 162
[M+H-H20]* (GHULE et al., 2022). Este composto foi anotado como &cido fusarico (4), um
composto ja descrito no género Fusarium (GHULE et al., 2022, BOHNI et al., 2016).

O é&cido fusarico (5-butilpicolinico) é uma micotoxina produzida por diversas espécies
do género Fusarium, especialmente Fusarium oxysporum, sendo reconhecida como um
importante fator de viruléncia fungica e um metabolito-chave nas interagdes patdgeno-
hospedeiro. Esse composto é amplamente estudado devido a sua capacidade de modular
processos fisioldgicos e bioquimicos em plantas e microrganismos, além de atuar como defesa
em ambientes competitivos. Estudos mostraram que sua producdo pode ser induzida em co-
cultivo com outras espécies fungicas, o que revela seu papel na comunicacdo e competicdo

microbiana em ecossistemas naturais e patolégicos (BOHNI et al., 2016).

Em plantas, o &cido fusarico esta relacionado ao desenvolvimento de murchas
vasculares, alteracdes no metabolismo energético e inibicdo de enzimas antioxidantes. Ele causa
aumento da permeabilidade da membrana, extravasamento de ions potéssio e calcio, redugéo

da atividade respiratéria e diminuicdo dos niveis de ATP, comprometendo a viabilidade celular.
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Além disso, o acido fusarico pode quelar metais essenciais como ferro, zinco, cobre e cobalto,
tornando-os indisponiveis para processos metabolicos das plantas. Essas agdes levam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a disfungdo mitocondrial, fatores que
agravam os sintomas de infec¢do por Fusarium (RAJESWARI, 2019). Assim, o &cido fusarico
é ndo apenas um marcador de viruléncia fangica, mas também um alvo estratégico em
programas de manejo sustentavel de doengas agricolas e um modelo relevante em estudos de

ecologia quimica e metabolémica microbiana.

Além dos compostos anotados, 0 composto 9 apresentou em seu espectro de UV bandas
de absorcdo em 270, 280 e 288 nm, enquanto que seu ion desprotonado m/z 174,0571 mostrou
compatibilidade com a férmula molecular C1o0HgNO> (CAI et al., 2015). Assim este composto
foi anotado como &cido indol-3-acetico (9), o qual ja foi descrito para algumas espécies de
Fusarium (LUO et al., 2016, TSAVKELOVA et al., 2012).

Diversas espécies do género Fusarium sdo capazes de sintetizar o &cido indol-3-
acetico (AlA), principal auxina vegetal, a partir do aminoacido triptofano, desempenhando
papel importante nas interacdes entre fungos e plantas. Estudos demonstram que a producéo de
AlA em Fusarium proliferatum, F. Verticillioides, F. Fujikuroi e F. Oxysporum ocorre,
principalmente, por meio da via do indol-3-acetamida, mediada pelos genes laaM (triptofano
mono-oxigenase) e laaH (hidrolase de indol-3-acetamida). Esses genes convertem o triptofano
em indol-3-acetamida e, subsequentemente, em AlA, e estdo organizados em orientacdo oposta
(“head-to-head”) nos genomas dessas espécies. Em F. Proliferatum endofitico, por exemplo, o
sistema é totalmente funcional, resultando em altas concentracdes de indol-3-acetamida e AlA,
enquanto em espécies patogénicas o sistema pode estar inativo ou regulado diferencialmente
(TSAVKELOVA et al., 2012).

Ja em Fusarium delphinoides, agente causal da murcha em grao-de-bico, a biossintese
de AIA envolve multiplas vias dependentes de triptofano, incluindo as rotas do acido indol-3-
piravico, indol-3-acetamida e triptamina (TRA). Ensaios enzimaticos confirmaram a presenca
de atividades de aminotransferase de aminoacidos aromaticos, triptofano-2-mono-oxigenase e
triptofano descarboxilase, demonstrando que diferentes rotas podem operar em paralelo na
mesma linhagem. Além disso, o AIA exdgeno regula o crescimento fungico de forma dose-
dependente; em baixas concentracGes, estimula o crescimento micelial, enquanto em altas
concentragdes o inibe, sugerindo um papel autorregulatério dessa auxina nos processos de

colonizacdo e patogenicidade (KULKARNI et al., 2013). Assim, a producéao de acido indol-3-
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acético (AlA) por Fusarium representa uma importante estratégia quimica de adaptacéo,
modulando o desenvolvimento vegetal, a colonizacdo radicular e as interagdes simbidticas ou
patogénicas. A compreensdo dessas vias biossintéticas é essencial para elucidar o papel

ecoldgico e biotecnoldgico das auxinas fungicas em sistemas agricolas e naturais.

As andlises por CLAE-DAD permitiram observar a diversidade de compostos
produzidos em cada meio (Quadro 1), bem como o monitoramento das areas integradas
permitiram também a visualizacdo da intensidade com compostos biossintetizados em cada
meio (Figuras 8 e 9). De maneira geral no meio de cultivo PDB, uma maior diversidade de
compostos biossintetizados foi observado com relagdo aos compostos selecionados (Quadro
1).

Os compostos 1 (tirosina) e 2 (ndo identificado) foram observados todos 0s meios de
cultura avaliados, porém apresentaram com areas maiores no meio de cultivo MEB quando
comparados com 0os meios PDB e YPD. Representam compostos basicos do metabolismo. As
diferencas mais importantes aparecem nos picos de maior tempo de retencdo (14-30 min)
(Quadro 1), que correspondem principalmente a metabdlitos secundarios. Nessa faixa, a
diversidade quimica aumenta e ficam evidentes os efeitos da composi¢cdo do meio.

O cultivo de F. Pseudocircinatum 12IP3F4-1 em meio PDB apresentou 0s compostos
exclusivos, como o dipeptideo ciclo prolil-tirosina (3) e o acido fusarico (4). Enquanto que, a
dicetopiperazina ciclo prolil-fenilalanina (7) foi similarmente produzida nos meios de cultivo
MEB e PDB. O &cido indol-3-acético (9) foi produzido somente nos meios MEB e PDB, sendo
que essa producao foi de maneira semelhante com relacdo a area deste composto.

As dicetopiperazinas (DKPs) representam a menor classe de peptideos ciclicos
naturais, formados pela ciclizacdo intramolecular de dois residuos de aminoacidos. Esses
compostos sdo amplamente encontrados em bactérias e fungos, incluindo espécies do género
Fusarium. Também pode ser encontrado em plantas e alimentos fermentados, onde podem se
originar tanto por rotas biossintéticas microbianas quanto por rea¢fes quimicas associadas ao
processamento térmico de proteinas (BORTHWICK; DA COSTA, 2017).

No género Fusarium, as DKPs tém despertado interesse por atuarem como metabdlitos
secundarios multifuncionais, associados a processos de competicdo microbiana, sinalizacdo
quimica e defesa ambiental. Muitas delas derivam de aminoacidos hidrofébicos, especialmente
prolina, formando as chamadas Pro-DKPs (como ciclo prolil-leucina, ciclo prolil-fenilalanina,
ciclo prolil-tisorina), que sdo frequentemente detectadas em extratos fungicos e em produtos

fermentados. Essas moléculas exibem ampla variedade de atividades bioldgicas, incluindo
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efeitos antibacteriana, antifingica, antioxidante e citotoxica, além de participarem de

mecanismos de quorum sensing e inibicdo de biofilmes em microrganismos patogénicos

(BENES et al., 2025).

Figura 8 — Grafico da area integrada dos picos 1 e 2 observados nos extratos brutos de sobrenadante
(Ebsob) de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1 presentes nos 3 meios.
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Figura 9 — Gréfico da area integrada dos picos 3 a 11 observados nos extratos brutos de sobrenadante (Ebsob)
de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1 presentes em 1 ou 2 meios.
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5.3. Analises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria

de massas (CG-EM)

As analises realizadas por CG-EM mostraram a composigdo dos perfis quimicos entre

as fracGes hexanicas dos extratos brutos de micélio (Ebmic-Hx) cultivados nos diferentes meios
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de cultura (Figuras 10-12). Os perfis observados nessas frac6es apolares obtidas dos meios de
cultivo PDB e MEB mostraram maiores semelhangas, enquanto que o perfil obtido do meio de
cultivo em YPD mostrou-se mais diferente (Tabelas 3-5).

No cultivo em meio YPD (Tabela 3), observou-se predominancia de acidos graxos e
seus ésteres metilicos, com destaque para 0 acido hexadecandico (49,99%), o acido oleico
(20,49%), acido estearico (7,07%) e o oleato de metila (8,02%), além de menores proporcoes
de hexadecanoato (6,60%) e octadecanoato de metila (1,96%). O cultivo de F.
Pseudocircinatum 121P3F4-1 em meio PDB (Tabela 4) resultou na presenca abundante de
ésteres etilicos, especialmente linoleato de etila (52,7%) e oleato de etila (35,3%), além de
menores teores de palmitato (3,03%) e estearato de etila (1,25%). J& o cultivo em meio MEB
(Tabela 5), observou-se composicdo semelhante, porém com maior concentragéo relativa de
oleato de etila (43,68%) e linoleato de etila (37,72%), indicando que a natureza do meio de
cultura modulou o metabolismo secundario do fungo e favoreceu a sintese de compostos

insaturados de cadeia longa.

Os compostos obtidos (acido hexadecanoico, acido oleico, oleato de metila, linoleato
de etila, palmitato e estearato de etila) sdo amplamente reconhecidos na literatura como
metabolitos lipofilicos produzidos por diferentes espécies de Fusarium, tanto como
componentes estruturais quanto como derivados de rotas biossintéticas secundarias (RASMEY;
TAWFIK; ABDEL-KAREEM, 2020; SHALAPY; KANG, 2022). Estudo realizado com
Fusarium oxysporum e Fusarium solani confirmou a presenca de acidos graxos saturados
(como acido hexadecanoico e estearato) e insaturados (como oleico e linoleico), bem como seus
ésteres metilicos e etilicos, frequentemente detectados por CG-EM em extratos hexanicos e
fracOes derivatizadas (SHALAPY; KANG, 2022). A literatura reforca que a nutricdo do meio
de cultura pode ter um impacto profundo no metabolismo lipidico das espécies de Fusarium.
Por exemplo, em Fusarium sp. 33000501, uma razdo C/N (carbono/nitrogénio) elevada favoreceu
um conteddo lipidico quase maximo, e o0s 4&cidos insaturados (linoleico e oleico)
corresponderam a cerca de 70% do total (ZHONG et al., 2017). Outros estudos com Fusarium
oxysporum também indicam que a composicdo do meio, especialmente a concentracdo de
nutrientes, influencia a proporcdo de acidos saturados e insaturados (MATSAKAS;
GIANNAKOU; VOROS, 2017). Ademais, evidéncias de regulacio por limitacio de nitrogénio
mostram que a deficiéncia desse nutriente pode aumentar significativamente a sintese de acidos
como o oleico e o linoleico (SAYEDA et al., 2019; LV et al., 2021). Esses achados empiricos

sustentam a ideia de que mudancas na composi¢do nutricional ativam vias biossintéticas que
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modulam tanto a extensdo da dessatura¢do quanto a acumulacdo de lipidios esterificados em

Fusarium.

Figura 10 — Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por CG-EM da fragdo hexanica do extrato bruto de

micélio cultivado em meio YPD (Ebmic-Hx-YPD) de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.
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Tabela 3 — Compostos anotados a partir da fracdo hexanica do extrato bruto de micélio cultivado em meio
YPD (Ebmic-Hx-YPD) de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.

Pico TR (min) Composto IR %
L 4,68 NI 740 0,36
2 572 NI 801 0,97
3 9.72 NI 998 0,54
4 16,34 1-Nonanol 1167 0,82
> 20,57 (2E)-2-Decenal 1269 1,48
6 25,69 NI 1393 1,24
! 41,19 Hexadecanoato de metila 1929 6,60
8 42,69 < . .

Acido hexadecanoico 1976 49,99
o 46,37 Linoleato de metila 2095 0,46

10 46,56
9-Octadecenoato de metila (Oleato de metila) 2102 8,02

11 47,37
Octadecanoato de metila (Estearato de metila) 2130 1,96

12 47,92 )

Acido oleico (acido (Z)-9-Octadecendico) 2149 20,49

13 48,59
Acido octadecandico (4cido esteérico) 2172 7,07

TR: Tempo de retencdo; IR: indice de retencdo; NI: ndo identificado.
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Figura 11 — Cromatograma de fons totais (TIC) obtido por CG-EM da fracdo hexanica do extrato bruto de
micélio cultivado em meio PDB (EBmic-Hx-YPD) de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.
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Tabela 4 — Compostos anotados a partir da fracdo hexanica do extrato bruto de micélio cultivado em meio
PDB (Ebmic-Hx-PDB) de Fusarium pseudocircinatum 12I1P3F4-1.

Pico TR (min) Composto IR %
L 41,24 Hexadecanoato de metila 1930 0,35
2 42,68 Acido hexadecandico 1976 1,05
3 43,36
Hexadecanoato de etila (Palmitato de etila) 1996 3,03

4 46,39
9,12-Octadecadienoato de metila 2096 1,63

5 46,57
9-Octadecenoato de metila (Oleato de metila) 2102 1,31

6 47,39 :

Heptadecanoato de metila 2131 0,29
! 18,37 Linoleato de etila 2164 52,70

8 48,54
Oleato de etila (9-Octadecenoato de etila) 2170 35,30

9 49,33
Estearato de etila (Octadecanoato de etila) 2196 1,25

10 55,41
NI 2420 0,69

11 64,68
NI 2832 0,80

12 72,93
NI 3062 1,60

TR: Tempo de retencdo; IR: indice de retencdo; NI: ndo identificado.
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Figura 12 — Cromatograma de fons totais (TIC) obtido por CG-EM da fracdo hexanica do extrato bruto de
micélio cultivado em meio MEB (EBmic-Hx-MEB) de Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.
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Tabela 5 — Compostos anotados a partir da fracdo hexanica do extrato bruto de micélio cultivado em meio
MEB (EBmic-Hx-MEB) de Fusarium pseudocircinatum 12IP3F4-1.

Pico TR (min) Nome IR %
1
5,73 NI 802 1,35
2
41,24 Hexadecanoato de metila 1930 2,25
3 43,37 1997 10,37
Hexadecanoato de etila (Palmitato de etila)
4
46,40 9,12-Octadecadienoato de metila 2096 0,68
5
46,58 9-Octadecenoato de metila (Oleato de metila) 2103 2,41
6
47,40 Heptadecanoato de metila 2131 0,46
7
48,37 Linoleato de etila 2164 37,72
8
48,54 Oleato de etila (9-Octadecenoato de etila) 2170 43,68
9
49,34 Estearato de etila (Octadecanoato de etila) 2197 1,08

TR: Tempo de retencdo; IR: indice de retencdo; NI: ndo identificado.

54. Ensaio de microdiluicdo para avaliacdo da atividade antibacteriana

Os extratos obtidos do fungo endofitico F. pseudocircinatum 121P3F4-1, cultivado sob

diferentes meios da estratégia OSMAC, foram avaliados quanto a atividade antibacteriana
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frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25904 (Gram-positiva) e Escherichia coli
ATCC 14458 (Gram-negativa). As analises foram realizadas nas concentragdes de 1, 0,5 e 0,25
mg/mL (Figuras 13 e 14), com a utilizacéo do antibidtico gentamicina como controle positivo.
Figura 13 — Atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus ATCC 25904 dos extratos obtidos através
do fungo Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1.
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Figura 14 — Atividade antibacteriana contra Escherichia coli ATCC 14458 dos extratos obtidos através do
fungo Fusarium pseudocircinatum 12I1P3F4-1.
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Para S. aureus (Figura 13), observou-se que a fragdo metandlica do extrato de micelio
obtido no meio de cultivo MEB (EBmic-Me-MEB) apresentou a maior inibigdo do crescimento

bacteriano em todas as concentragdes testadas (1, 0,5 e 0,25 mg/mL), com valores médios de

41



viabilidade variando de 2,28% a 6,48%, o que confirma uma inibig&o de crescimento bacteriano
mais do que 93%. O extrato obtido a partir do sobrenadante (EBsob-Me-MEB) também exibiu
atividade antibacteriana com inibicdo do crescimento bacteriano de 90,59% na maior
concentracdo avaliada (1 mg/mL). Em contraste, os extratos obtidos nos meios de cultivo PDB
e YPD, tanto do sobrenadante (EBsob-Me-PDB e EBsob-Me-YPD) quanto micélio (EBmic-
Me-YPD e EBmic—Me-YPD), apresentaram baixa inibi¢do de crescimento bacteriano ou sem
atividade. Esses resultados indicam que o cultivo em meio MEB favoreceu a producéo de
compostos bioativos com potente acdo contra a bactéria Gram-positiva S. aureus.

As avaliagBes dos extratos de F. pseudocircinatum 121P3F4-1 frente a bactéria Gram-
negativa E. coli (Figura 14) revelaram grande atividade por meio do extrato de sobrenadante
obtido em meio de cultivo MEB (EBsob-Me-MEB), porem todos o0s outros extratos nédo
apresentaram atividade contra a bactéria. O EBsob-Me-MEB apresentou inibicdo do
crescimento de E. coli de 95,4% na maior concentragdo avaliada (1 mg/mL). Além disso, nas
concentracdes de 0,5 e 0,25 mg/ml inibiu o crescimento de E. coli em aproximadamente 40 e
20%, respectivamente. Esses resultados em E. coli merecem destaque, pois identificar
compostos ativos contra bactérias Gram-negativas € um grande desafio. Esse grupo bacteriano
apresenta menor sensibilidade aos farmacos e substancias devido a presenca da membrana
externa, caracteristica das Gram-negativas, que funciona como uma barreira eficiente a entrada

de antibidticos e outros metabdlitos bioativos (ZHOU et al., 2023).

Os resultados demonstraram também que a variacdo das condicGes de cultivo
influenciou diretamente a biossintese de compostos com potencial antibacteriano de F.
pseudocircinatum 121P3F4-1, evidenciando a eficacia da estratégia OSMAC na modulacédo do
metabolismo. Estudos prévios relatam que espécies de Fusarium sdo capazes de produzir
substancias como beauvericina e enniatinas, que sdo metabdlitos conhecidos por sua atividade
frente a bactérias Gram-positivas e cuja sintese pode ser induzida por mudancas nutricionais e
ambientais (VASQUEZ-BONILLA, et al., 2022; CHAKROUN, et al., 2022; XU, et al., 2023).
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, o fungo endofitico Fusarium pseudocircinatum 121P3F4-1
mostrou-se uma fonte importante de metabdlitos bioativos contra bactérias patogénicas de
interesse em salde publica, reforcando a necessidade de ampliar a pesquisa voltada a

diversidade microbiana.

A estratégia OSMAC se destacou como uma abordagem eficiente para modular a
biossintese de compostos antibacterianos. A variacdo dos meios de cultivo alterou ndo apenas
o rendimento dos extratos, mas também a diversidade quimica observada, incluindo
dicetopiperazinas, derivados aromaticos e outros metab6litos caracteristicos do género
Fusarium. Essas modificagdes quimicas tiveram impacto claro na atividade biologica. A
resposta antibacteriana dos extratos variou conforme o meio de cultivo utilizado, evidenciando
que condi¢cdes ambientais distintas podem estimular ou inibir vias metabolicas importantes para
a producdo de compostos bioativos. Dessa forma, a aplicagdo de OSMAC permitiu ndo sé
ampliar o perfil quimico detectado, mas também melhorar o desempenho biologico de

determinados extratos.

Em conjunto, os resultados obtidos mostram que F. pseudocircinatum 12IP3F4-1
possui potencial para a producdo de metabolitos antibacterianos e que a modulacdo oferecida
pelo OSMAC é uma ferramenta valiosa para explorar esse potencial. Este estudo contribui para
o conhecimento das capacidades biossintéticas de fungos endofiticos e reforca o papel desses
microrganismos como fontes promissoras para a prospec¢do de novos compostos naturais com
atividade bioldgica relevante. Além disso, este trabalho amplia o conhecimento quimico de F.
pseudocircinatum 121P3F4-1, a qual € uma cepa ainda escassamente explorada do ponto de

vista quimico e bioldgico.
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ANEXO 1

LAUDO DE

GoGenelic IDENTIFICACAO MOLECULAR

REF | GoG#IDMOL._1098/2025 DATA | 03/11/2025

e N - N
SOLICITAN INFORMACOES DA

Cliente: Fundag&o Federal de Mato Identificagdo: 12IP3F4-1

Grosso do Sul Tipo de amostra: isolado de fungo em placa de cultivo
Solicitante: Denise Brentan da Silva N° GoGenetic: Go039144 — S5374

Contato: caroline.moura@ufms.br Data de recebimento da amostra: 23/10/2025

J J

N
4 RESULTA ) [METODO )

Método: Identificacdo de microrganismos por sequenciamento

. I3 _1” 0,
O isolado “121P3F4-1" apresenta 99% (525/526 de DNA (ITS+EF1). Ref: GG-LAB009. Confianca: 99%

bases de ITS e 612/612 bases de EF1) de identidade

com Fusarium pseudocircinatum. . -
P Inicio: 23/10/2025 | Concluséo: 03/11/2025

N AN J

(—G%

Reino: Fungi Arvore de distancia filogenética entre a sequéncia de
Filo: Ascomycota |
Classe: Sordariomycetes |
Ordem: Hypocreales
Familia: Nectriaceae ;
Género: Fusarium

Espécie:  Fusarium pseudocircinatum

DNA do isolado (em amarelo) e sequéncias similares
do banco de dados nr do NCBI.

Fusarium acutatum strain CBS 402.97 elongation factor 1a (1ef1) gene, partial ods
Fusarium acutatum strain NRRL 13308 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene. complete cds
Fusarium napiforme strain CBS:748.97 translation elongation factor 1 alpha (tefla) gene. complete ods
9 Fusarium napiforme strain CBS 748.97 elongation factor 1a (tefl) gene, partial cds
Fusarium ananatum strain CBS:118516 translation elongation factor 1 alpha (tefla) gene. complete ods
Fusarium ananatum strain CBS 118516 clongation factor 1a (1efl) gene, partial ods
Fusarium dlaminii strain NRRL 13164 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) mRNA, complete ods
Fusarium nygamai strain CBS:749.97 translation elongation factor | alpha (1efla) gene, complete cods
Fusarium nygamai strain CBS 749.97 elongation factor 1a (1efl) gene, partial cds
Fusarium foetens strain CBS: 110286 translation elongation factor | alpha (tefla) gene, complete ods
Fusarium musa¢ strain CBS:624.87 translation elongation factor | alpha (tefla) gene, complete eds
Fusarium sudanense strain CBS 454.97 elongation factor la (tefl) gene., partial cds
Fusarium terricola strain CBS 483.94 elongation factor 1a (1ef1) gene, partial cds
J Fusarium globosum strain CBS:428.97 ranslation elongation factor | alpha (tefla) gene, complete ods
Fusarium ficicrescens strain CBS: 125178 translation elongation factor 1 alpha (tefla) gene, complete ods
Fusarium ficicrescens strain CBS 125178 elongation factor la (tef1) gene, partial ods
Fusarium annulatum strain CBS:258.54 translation elongation factor 1 alpha (tefla) gene, complete ods
Fusarium begoniae strain NRRL 25300 translation elongation factor 1-alpha (TEFI) gene, complete ods
Fusarium phyllophilum strain NRRL 13617 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene. complete cds
Fusarium xylarioides strain NRRL 25486 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene. complete ods

Fusarium pseudoanthophilum strain CBS:414.97 translation elongation factor 1 alpha (tef1a) gene, complete cds

Fusarium gutti forme strain CBS:409.97 translation elongation factor | alpha (tefla) gene. complete ods
Q Fusarium ramigenum strain NRRL 25208 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene, complete cds

Fusarium bactridioides strain CBS: 100057 translation elongation factor 1 alpha (1efla) gene. complete cds
Fusarium subglutinans strain CBS 747.97 elongation factor la (1ef1) gene, partial ods
Fusarium lactis strain NRRL 25200 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene, complete ods
kY Fusarium anthophilum strain CBS 222.76 elongation factor la (tefl) gene, partial ods
Fusarium concentricum strain CBS:450.97 translation elongation factor | alpha (tefla) gene. complete ods
Fusarium xyrophilum strain NRRL 62721 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene, complete cds
Fusarium denticulatum strain CBS:407.97 translation elongation factor 1 alpha (tefla) gene, complete ods
T GO039144_EF1_121P3F4-1
Fusarium pseudocircinatum strain CBS:449.97 translation elongation factor 1 alpha (tef1a) gene. complete cds

9

o

Nodes 201(0 selected ) ** View port at (2599,889) of 4248x1304 |F-22%——

As informacdes e resultados se aplicam somente a amostra conforme recebida.
O

Este documento né&o pode ser rep«Mxm ou em parte, sem aprovagao prévia, exceto quando reproduzido em sua integra.
Bia 831126070
4
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