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RESUMO

VAREJAO, Eduardo Vinicius Vieira, D.Sc., Universidade Federal de Vicabéil
de 2012 Isolamento, caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade fitotoxica
de metabdlitos produzidos pelo fungo Alternaria euphorbiicola Orientador:
Antbnio Jacinto Demuner. Coorientadores: Luiz Claudio de AlemdBarbosa e
Robert Weingart Barreto.

A espécie fangica Alternaria euphorbiicola foi isolada a mpad tecidos
severamente infectados de Euphorbia heterophylla, uma das plamtdsadamais
nocivas a agricultura brasileira. A rapidez e a sevéeidios sintomas produzidos
pela inoculacdo de A euphorbiicola em E. heterophylla levaramsgeita de
producdo de compostos fitotoxicos pelo fungo, despertando ocessée pela
identificacdo de tais compostos em busca de novas medécuie possam ser
utilizadas como modelos para o desenvolvimento de novos idasbicEm
investigacdo preliminar, a atividade fitotoxidade de filtrados wWeir@s em meio
liqguido do fungo foi evidenciada, bem como a influéncia feretites condicdes de
cultivo sobre a fitotoxicidade de filtrados de cultubs condi¢cdes de cultivo que
resultaram na producéo de filtrados de cultura apresentantixiiidade elevada
foram utilizadas para fins de isolamento e identificacaone®bdlitos fitotoxicos.
Filtrados de cultura formada em meio de Jenkis-Pri@nfcsubmetidos a isolamento
guiado por bioensanio, levando a caracterizacdo de faQatatografica composta
por diferentes acidos graxos com atividade fitotoxica comprogagadentificacao
do composto fitotdxico tirosoAtravés de ensaio com punctura de folhas, tirosol, foi
capaz de causar despigmentacdo e necroses severafoi@wale E. heterophylla
(EDsp 36,9 mM). O composto foi aplicado sobre folhas de sdjapme de diferentes
espécies daninhas. Mesmo em concentracdo elevada (100 m)mposto
apresentou baixa toxicidade contra as diferentes espémemnstrando, assim,
atividade seletiva para a planta hospedeira do fungo. Oqmtele tirosol como
herbicida natural para o controle de E. heterophylla foi al@la&ravés de ensaio
por aspersao. A concentracdo minima de tirosol capazdegar a morte de 100%
das plantas de E. heterophylla foi de 40 mM. Posteriormeritacionamento guiado
por bioensaio de filtrados de cultura em meio de Friesuleam isolamento dos

compostos anidromevalonolactona, (RHfevalonolactona e cicloglicilprolina

Xil



Estes compostos foram capazes de produzir, em curtos iogedeatempo, sintomas
similares aos produzidos pela inoculagéo do fungo na giastsedeira, 0 que sugere
a participacado destes compostos nos estagios iniciaitetagédo planta-patégeno.
Os resultados obtidos no trabalho indicam que os métabélotoxicos isolados de
culturas do fungo Alternaria euphorbiicola podem constituir-se endelo®
promissores para a sintese de analogos com atividadeideenpgra o manejo de

Euphorbia heterophylla.
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ABSTRACT

VAREJAO, Eduardo Vinicius Vieira, D.Sc., Universidade Federal de Vicagail,
2012 Isolation, chemical characterization and evaluation of the phytotoxic
activity of metabolites produced by the fungus Alternaria euphorbiiola. Adviser:
Antbnio Jacinto Demuner. Co-advisers: Luiz Claudio de AlmeBdabosa and
Robert Weingart Barreto.

The fungal specie Alternaria euphorbiicola was isolated from shvenéected
tissues of Euphorbia heterophylla, regarded as one of the most me@d¢kin the
Brazilian agriculture. The aggressiveness and rapid deveftpfe symptoms
produced by inoculation of A. euphorbiicola Bnheterophylla sparked the interest
in investigating the production of phytotoxins by this fungus in dach for new
molecules that can be used as models for the develdpmhariew herbicidesin a
preliminary investigation, the phytotoxicity of culturergtes of the fungus and the
influence of different growing conditions on the in vipooduction of phytotoxic
metabolites were provedrhe growing conditions resulting in highly phytotoxic
culture filtrates were selected to the isolation and ifleation of phytotoxic
metabolites. Filtrates of cultures formed in JenkinsfPAmedium were subjected to
bioassay-guided isolation procedures, leading to the dbairation of a phytotoxic
chromatographic fraction constituted mainly by middle cHaity acids and to the
isolation of the phytotoxin known as tyrosol. Througpuacture leaf assay, tyrosol
was able to cause severe depigmentation and necrosves ofE. heterophylla
(EDsp 36.9mM). The compound was also applied on the leaves of snybem and
different weed species. Even at high concentration (), the compound showed
low toxicity against these different species, therebyalestnating selective activity
for the fungal host plant. The potential of tyrosobasatural herbicide for chemical
control of E. heterophylla was assessed by a leaf spray agdsy minimum
concentration of tyrosol capable of causing the de&thD0% of the plants was 40
mM. Subsequently, a bioassay-guided fractionation of tidrdrom cultures formed
in  Fries medium lead to the identification of the @ounds
arhydromevalonolactone, (R)¥mevalonolactone and cycloglycilproline. All these

compounds were able to produce symptoms similar to those probyaeaiculation

Xiv



of the fungus on the host planh short time intervalssuggesting the possible
involvement of these compounds in the early stagslant-pathogen interaction
The results obtained in this work indicate that the phyiotmetabolites produced
by Alternaria euphorbiicola may constitute promising start pointsésynthesis of
analogues with herbicide activity for the management of Euphbeierophylla.
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INTRODUCAO GERAL

1. Herbicidas: panorama e perspectivas

Dentre os diferentes tipos de pragas agricolas, as pldatanhas tém sido
consideradas as que exercem maior impacto, sendo respensaveerca de 10%
das perdas anuais na produc¢édo agricola mundial (OERKE, 2006; BIEAYE-2009).

No Brasil, LORENZI (2001)patribuiu as plantas daninhas uma redugédo em torno de
20% a 30 % da producao agricola.

A manutencao da produtividade agricola depende, em grande parse, de
herbicidas para o controle quimico de plantas daninhas (STE®IBEEB, 2000;
HALL et al., 2000) os quais representaatualmente, cerca de 50% do mercado de
agroquimicos (KRAEHMER & DREXLER, 2009).

A evolucédo do controle quimico de plantas daninhas pode \@diddi em
trés periodos. O primeiro, antes de 1945, foi marcado pelzagéib de compostos
organicos e inorganicos (ex: CuS®dinitroortocresol, “DN”) classificados como
herbicidas de pdés-emergéncia. O segundo periodo inicia-se adosma década de
1940, com a descoberta aleatoria da atividade biologica do &zide
diclorofenoxiacético (2,4-D), o que revolucionou as persggextde controle de
plantas daninha®iversas classes quimicas de herbicidas foram descolmtas,
as sulfoniluréias, as triazinas, os bipiridilios e o gltfosalentre outras. Estes
herbicidas possibilitaram um controle mais seletivo datps daninhas, tendo a
descoberta da atividade herbicida das sulfoniluréias dado @&ia dos herbicidas

de baixa dosagem (275 g hd) (MACIAS, 1995; KUDSK & STREIBIG, 2003



BROWN, 2006). O terceiro periodo se inicia na década de 198f) saracterizado
por uma dréstica reducdo nas taxas de crescimento da mdigstrérbicidas.

Desde a descoberta dos herbicidas auxinicos na década de &9t#t@jegia
tradicional adotada pela industria de agroquimicos na buscaopos compostos
com atividade herbicida tem sido a sintese aleatéria dadgrvariedade de
compostos quimicos seguida por triagem através de testégidisl para avaliacao
da fitotoxicidade (DUKE & ABBAS, 1995). Esta estratégia possihiligrande
sucesso do setor de pesquisa e desenvolvimento de herbicidassé totalidade
dos herbicidas atualmente disponiveis no mercado foi dedaopelo método
tradicional, que ainda representa uma importante abordagemsona por novas
moléculas (KUDSK & STREIBIG, 2003; DAYAN et al., 2009)

Entretanto,a partir da década de 1980, o crescimento da industria de
herbicidas passou a ser afetado por diferentes fatorgtasvtlasses de compostos
guimicos mais simple@ chamada “easy chemistry”) haviam sido testadas. Enquanto
a duas ou trés décadas atras era suficiente sintetiaanl@r cerca de 10.000
compostos para se obter um novo herbicida, atualmentees@esarios centenas de
milhares (STUEBLER et al., 2003

Outro fator foi o rapido progresso na area de quimica @maaliue
possibiliou a deteccdo de pequenas concentracdes de residuos de teracida
alimentos e amostras ambientais, atraindo a opinido puUblagreocupacdo por
parte de pesquisadores e agéncias governamentais para c®geaherbicidas no
ambiente e na saude humana. Regulamentacdo mais rigoroséo gaa
comportamento ambiental e toxicolégico de novos hermcida serem
disponibilizados comercialmente passou a exigir a incorfiorae uma completa

investigacdo de parametros ambientais, ecologicos e tbgicob de compostos



candidatos, o que aumentou significativamente os investos necessarios em
pesquisa e desenvolvimento (KUDSK & STREIBIG, 2003; DAYAN et al., 2009)

Estimado em cerca de 23 milhdes de dolares nos anos 7Qstos ca
descoberta e desenvolvimento de um novo produto alcancacdra de US$ B0
milhdes na décda de 1990 e, atualmente, giram em torno de US$ilR6@sm
(GAST, 2008; KRAEHMER & DREXLER, 20090s gastos envolvidos em estudos
toxicolégicos e ambientais passaram a representar a@ca830% do total,
desestimulando a manutencdo de amplos programas de pimtdsegos periodos e
passando a representar um sério desafio a industria deidesbiComo reflexo, o
namero de patentes na area e o lancamento de novgsostms no mercado
diminuiu significativamente (KUDSK & STREIBIG, 2003; RUEGG, 2007; SFA
2008). Entre 1980 e 2001 uma média anual de seis novos produt@gividades
herbicidas foram langcados no mercado, enquanto entre 82802 e 2006 a média
foi de 2 por ano (GAST, 2008). Desde 1991, quando a sulcotriona (inidalor
HPPD) foi introduzida no mercado, nenhum composto com n@oamsmo de acao
foi disponibilizado (RUEGG, 2007).

Um terceiro fator que desestimulou a busca por novagcmias com
atividade herbicida foi a ampla adocdo de culturas transgémgsistentes a
herbicidas ndo seletivos como o glifosato e o glufositatbL, 2005; DAYAN et
al., 2009; CERDEIRA et al. 2011). A ampla adocdo destas csllurpartir da
década de 1990 promoveu um grande aumento na aplicacaoifakatgl na
agricultura. Como os direitos de patentes deste herbigmieaeam no ano 2000, o
avanco do mercado genérico passou a disponibilizar difenewatess e formulacdes

do composto, resultando em uma grande reducdo de preco @tamioe as



vantagens econdmicas da adogéo de culturas resistentesbmidh (DUKE et a
2005).

Cerca de 400 herbicidas encontram-se disponiveis no mercaddiain
abrangendo 17 mecanismos de ac&o conhecidos (KRAEHMER EBXDER,
2009) Destes, cerca da metade atua por um dos trés mecanismaseseguibicao
do fotossistema Il (PIl), inibicAo da acetolactato sintgsES) e inibicdo da
protoporfirinogénio oxidase (PPO ou Protox), de modo que a dladesi de
alternativas para controle quimico de plantas daninhasraspparente (COLE et
al., 2000; KUDSK & STREIBIG, 2003; MACIAS et al., 200Axualmente, 75% do
mercado de herbicidas corresponde a herbicidas que atuapepas&® mecanismos
de acao diferentes (KRAEHMER & DREXLER, 2009).

A pouca diversidade de mecanismos de acéo herbicida dispoaiigla
adocao de culturas resistentes a herbicidas ndo seletva@sescente demanda pelo
uso de herbicidas (decorrente da necessidade de expanduluaiyilade agricola
para atender as demandas da populacdo em expansao), tBhuiclanpara o uso
indiscriminado, repetitivo e continuo de herbicidas comnu@smo mecanismo de
acao numa mesma area cultivada. Tal pratica tem levand@anudanca no espectro
de plantas daninhas em diversas areas, em que bidtipos masptaninhas
resistentes vém substituindo os bidtipos efetivamenieralados (DUKE, 2005;
DILL, 2005; TREZZI et al., 2005; VIDAL et al., 2007; CERDEIRA et 2011). O
namero de biétipos de plantas daninhas resistentes a hesbi@da aumentando
significativamente desde a década de 1980, havendo atualmesgestoo de 381
biotipos de 207 espécies de plantas daninhas resistentes (RELR.

A crescente demanda mundial por alimentos e a destindedterras

cultivhveis para a producdo de biocombustiveis implicam rnerwessidade de



aumento na producdo agricola e do uso de pesticidas (STUEBLER 2003).
Culturas como o milho e a soja, que estdo entre as quandem a aplicacéo de
maiores quantidades de herbicidas, sdo0 as que apresentaresmtExas e
expectativas de crescimento (CARVALHO et al, 2005). As mgaimnem
comunidades de plantas daninhas pela selecdo de espéciagos biétresistentes a
herbicidas, torn@e ainda mais urgente a descoberta de novos compostos (QGOLE e
al., 2000; KUDSK & STREIBIG, 2003; GAST, 2008). Entretanto, corelesados
crescentes investimentos necessarios a manutencaogdenpes de sintese aleatéria
e avaliacdo em larga escala, poucas companhias agroquieridasnta manter os
recursos criticos necessarios ao lancamento regulaowtes merbicidas. Uma das
empresas lideres do setor (Monsanto), por exemplo,rediza mais sintese e
triagem aleatoria (KRAEHMER & DREXLER, 2009

Diante deste quadro, torna-se imperativa a busca por novategas de
pesquisa que envolvam menores investimentos e ainda pssila descoberta de
NOVOS compostos capazes de atuar por NOvos mecanismadde @ige apresentem
comportamento ambiental seguro (COLE et al., 2000; KUDSK &BBR5, 2003;
GAST, 2008. Esta tendéncia vem sendo adotada por muitas companhias
agroquimicas, que tem direcionado maiores quantidades deoepars pesquisas

na area de biotecnologia (KRAEHMER & DREXLER, 2009

2. Produtos naturais para o controle quimico de plantas daninhas

Uma estratégia alternativa ao método tradicional que teespertado

crescente interesse consiste na busca por compostiogisditotoxicos que possam

ser usados como ou servir de modelo para o desenvolvimemovds herbicidas



(DUKE et al., 2000a, 2002; MACIAS et al., 2007; COPPING & DUKE, 2007).
Diversas vantagens tém justificado a busca por produtosaigapara o controle
guimico de plantas daninhas. A diversidade estrutural e a polbiEpssicao entre
0s mecanismos de acdo de produtos naturais e herbicitédces fazem dos
metabdlitos secundarios provaveis candidatos paracalukyta de novos sitios de
acdo. De fato, os poucos herbicidas de origem natural digg®ritricentonas
(sulcotriona e mesotriona), cinmetilina, bfék e glufosinato] atuam por
mecanismos de acao diferentes dos mecanismos propastokerbicidas sintéticos
(DAYAN et al., 2000; DUKE et al., 2000b). Produtos naturais tendeser mais
facilmente biodegradaveis, que implica em menor meia-vida ambiental, menores
efeitos residuais, menor risco de bioacumulagdo e megraencial para
contaminacdo de corpos aquaticos por meio de lixiviacdo BEKal., 1995
SAXENA & PANDEY, 2001; LI et al., 2003). Entretanto, ndo podem se
considerados, de modo generalizado, como toxicologicantemtignos, uma vez
gue alguns destes compostos apresentam elevada toxicidade parsnmmrgando-
alvos, inclusive mamiferos (DUKE et al., 2000Bm contrapartida as vantagens
apresentadas, a complexidade estrutural de muitos meiatgdcundarios e o fato
de serem biossintetizados em pequenas quantidades sac fapordados como
desvantagens para o desenvolvimento de novos herbicidas adeappirodutos
naturais, tornando a producdo em larga escala potencialmdificil e
economicamente inviavel, quer por fermentacdo ou por sinigisnica (MACIAS,
1995). A busca por analogos sintéticos mais simples tem sidocipal alternativa.
Por outro lado, a evolucdo da engenharia genética tenbiliteadd a transferéncia
de genes para a producao de metabdlitos secundarios deyamsmo para outro,

permitindo a obtencdo de microorganismos transgénicos cagazpsoduzir tais



metabdlitos em quantidades suficientes por meio de paxéssnentativos. Além
disso, avancos em biotecnologia tém aumentado o rentineea qualidade de tais
processos (DUKE et al., 1995).

Dentre as diferentes fontes bioldgicas, 0s microorganisi@a sido
considerados pela industria de pesticidas a fonte de aswlbusca por produtos
naturais com atividade herbicida (LI et al.,, 20C

0 0

P OH
Bialaphos e fosfinotricina sdo herbicidas comeroiss HO"IMH%
NH, 0

origem microbiana. Biafas, produzido por Streptomyct

bialafés
hygroscopicus, € um pro-herbicida convert o o
1
. . P
metabolicamente in  planta no composto ai  HO |\/\[)kOH
NH,

fosfinotricina, potente inibidor da glutamina sinta
fosfinotricina

Bialaphos é& unico herbicida comercial produzido por
fermentacdo. A (S)-()-fosfinotricing metabolito de Streptomyces
viridochromogenes, € comercializada como glufosinato, misturaniegésintética
dos sais de amonio da fosfinotricina. Bialaphos e ghdide apresentam pouca
toxicidade para organismos nao-alvo e baixa atividade no saidp considerados
herbicidas de baixo impacto ambiental (COPPING & DUKE, 208&yundo Li et
al. (2008), os custos das pesquisas e desenvolvimento dedvesdasrforam
significativamente menores que 0s necessarios para desemmio de herbicidas
sintéticos.

Considera-se, portanto, que compostos nhaturais fitotoxicosempaen-se
como alternativa para descoberta de novos herbicidas aalbiemte seguros e

capazes de atuar por novos mecanismos de acdo. Mesmditqtexaa natural, em

si, seja inadequada ao uso direto como herbicida comeraantficacdo de novos



sitios de acdo pode ser muito valiosa para o desenvolvirdentmvos herbicidas
sintéticos (DUKE et al., 2000b).

O Brasil € o centro de origem de muitas das mais nopleasas daninhasod
planeta (LORENZI, 2001)Apesar de amplamente reconhecido como regido
prioritaria para a busca de inimigos naturais para oaeniolégico destas plantas,
ha poucos exemplos do aproveitamento do potencial destgssf tanto para o uso
direto de espécies selecionadas como agentes de bioeari&sdico quanto para o
desenvolvimento de bio-herbicidas (BARRETO & EVANS, 1995; NECHE#&Ile
2006; POMELLA et al., 2007; BARRETO & EVANS1998; SOARES &
BARRETO, 2008). Da mesma forma, a investigacdo da biossitlesaovas
fitotoxinas por tais microorganismos permanece praticamertglorada, embora
constituindo-se em uma fonte promissora e valiosa padescoberta de novas

moléculas com atividade herbicida.

3. Fitotoxinas fungicas— mecanismos de acao e potencial herbicida

A busca por compostos naturais com potencial herbicida enwhlas
abordagens distintas em relacéo a escolha de fontesdigqs naturais para fins de
descoberta de novas moléculas. A primeira consisteuscab novos compostos a
partir de material biolégico sem levar em consideracatmgerindicio da producéo
de fitotoxinas por tais fontes, como a partir de organisd@$abitats remotos e
nichos ecolégicos incomuns. A segunda baseia-se na quimologica
especialmente nas interacdes planta-patégeno, e comsisiesca por fitotoxinas a
partir de fontes naturais para as quais haja indicios de pmdectis compostos,

em especial os fungos fitopatogénicos (DUKE et al., 2000a, 20@bpo a



habilidade de fungos fitopatogéncos para causar doenca erasplanvolve
normalmente a producao de toxinas capazes de causar éesdesidos ou mesmo
induzir a morte da planta, esses microorganismos constitugesfpromissoras de
compostos com atividade herbicida (AMUSA, 2006; BERESTETSR003).

Fitotoxinas sdo, em sua maioria, metabdlitos secundé@eodaixo pes
molecular cujos efeitos sao caracterizados pelo adpsmeto de sintomas
especificos, sendo os mais comuns a murcha, supressaesgonento, clorose,
necrose e manchas foliares (STRANGE, 2007; BERESTETSR098). Como a
producéo de fitotoxinas resulta da coevolucdo entre microsrgasiprodutores e
plantas hospedeiras, atuando para vencer as resistdasigdantas hospedeiras
resultando em vantagem competitiva para o organismo produtelacao estrutura-
atividade destes metabolitos vem sendo otimizada naturtgmenongo do processo
evoltivo, o que normalmente confere as substancias els\atividades bioldgicas
em pequenas concentragdes (MOBIUS & HERTWECK, 2009)

Fitotoxinas fungicas podem ser categorizadas como hospede@cifeas
seletivas ou ndo seletivas. Fitotoxinas hospedeiro-eg@ecifido produzidas por
patdogenos especificos de determinada espécie de planta entpreslevada
atividade toxica para a espécie hospedeira do fungo ou apemadgberminado
genotipo da planta hospedeira (SAXENA & PANDEY, 2001; HOAGLAND &
WILLIAMS, 2004).

Exemplos de toxinas hospedeir o
especificas sdo as toxinas AM produzidas NH O._0O
Alternaria alternata f. sp. mali, patoge R 0~ "NH HNI

0

causador da mancha marrom em folhas
toxina AM | (R=0CHj5)

cultivares susceptiveis de macad (UENO et toxina AM 11 (R=H)
toxina AM Il (R=0H)



1975). A tentoxina, por sua vez, é classifici

como ndo-especifica, capaz de induzir clor o]
e
: L o HL N,
em diversas espécies de mono e dicotiledor o Lo
0

ndo havendo relagdo taxondmica entre espe z N NH

sensiveis ou resistentes (HOAGLAND, 2001)
A seletividade de fitotoxinas depende tentoxina

fatores relacionados as propriedades quimica

toxina, a caracteristicas da planta e, também, a dvacéa da fitotoxina. Algumas

toxinas nado-especificas podem apresentar seletividade paranidetio grupo de

plantas taxonomicamente relacionadas.

IW A destruxina B, por exemplo, é capaz de prod

M \  Sintomas em concentragdes de 0,2 a 3,8 ug erh
o}

o) 0]

o] Oj_) plantas do género Brassica e em concentracdes
15 e 750 pg mL? em diversas outras plantas

7{ (BUCHWALDT & GREEN, 1992).

destruxina B

Os mecanismos primarios de acao de fitotoxinas podem sgradgs em
trés categorias: inibicdo enzimatica, interferéncia empn@dades de membranas e
interferéncia em respostas de defesa da planta (BERESQIY, 2008). As toxinas
AAL TA e a fumonisina Bséo inibidores da ceramida sintase, enzima envolvida na

sintese de esfingolipides (HENSENS et al., 1995; MANDALA etlab5)

1C



NH2
-0 coon
O COOH
toxinas AAL TA; fumonisina B;

Analogas as bases esfingdides fitoesfingosina e esfinganimsiraos
naturais da enzima ceramida sintase, estas toxinam gioa inicdo enzimatica
competitiva. As toxinas AAL tém sido objeto de renovado @s®® e foram
patenteadas como herbicidas. Ainda que a toxicidade contrafer@snmiorne as
toxinas AAL inapropriadas para o uso como herbicida, a desaotle mecanismo
de acado destas toxinas mostrou que a ceramida sintgsesendéa como um sitio de
acao bastante promissor (DUKE et al., 2000b)

Australifungina € outra fitotoxina que ati
por inibicdo da ceramida sintase (HENSENS et

1995). A enzima histona desacetilase

identificada como sitio de acdo da toxina |

australifungina

(BROSTH et al., 1995).

Helmintosporol inibe a enzimgs-1,3-

H. _CHz0H
glicana sintase responsavel pela formacéo H CHO
JaS
calose, um mecanismo de resisténciaatmue
pelo patégeno (BRIQUET et al., 1998). helmintosporol

As fitotoxinas fungicas citochalasina A, zearalenor@inolidoxing
putaminoxina e fusarenona X suprimem a atividade da fenilalanidaia liase,

enzima chave em respostas de defesa de plantas (VURRQI&,EI997).
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zaeraleona pinolidoxina

A cornexistina atua pela inibicdo de uma ou mais iso@awida aspartato
amino transferase e foi patenteada como herbicida (AM&&Aet al., 1994;

FIELDS et al., 1996).

cornexistina

A tentoxina liga-se as subunidades da F-ATPtase de cloroplastos (QF
bloqueando a hidrélise de ATP e causando clorose em pkanas/eis (GROTH,
2002; MEISS et al., 2008).

Toda esta diversidade estrutural, as elevadas atividade&gibad em
pequenas concentracdes e a capacidade de atuar por mesatesagé@io diferentes
dos herbicidas sintéticos tornam as toxinas fangicasaeres para o
desenvolvimento de novos compostos com atividade herbiSIEBRANGE, 2007;

BERESTETSKIY, 2008)
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4. Justificativa do trabalho

O amendoim-bravo ou leiteiro, Euphorbia heterophylla L. (Euphorbipceae
(Figura 2), € uma planta daninha altamente competiviva,darasia como uma das
principais plantas daninhas na agricultura brasileira, indadimportantes culturas
como a soja, o milho, a cana-de-acucar e o feijao (RIZZARt al., 2004;
CARVALHO et al., 2010; CURY et al. 2011). Constitui a principahpgadaninha
invasora da cultura da soja no Brasil, podendo levar a Geduge 30 a 50% na
produtividade (BRIDGES et all992; MESCHEDE et al., 2002)

O controle de infestacbes de E. heterophylla vem sendo exercido
principalmente com o uso de herbicidas inibidores da enziet@lactato sintase
(ALS). Entretanto, o uso repetitivo destes herbicidas leveelegdo de populacdes
resistentes (Gazziero et al. 1998), como por exemplooarércia de bidtipos
resistentes ao glifosato (Vidal et al., 2007; Cerdeira €2@l1) e pelo surgimento de
biotipos com multipla resisténcia a herbicidas inibidatasALS e inibidores d

protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) (Trezzi et al. 2005).

Figura 2. Partes foliares e inflorescéncias de Euphorbia heteophyill
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Durante trabalhos de levantamento de fungos fitopatogéagssciados a
plantas daninhas relevantes no Brasil, a esp#@entificada inicialmente como
Alternaria sp (Barreto & Evans 1998) e posteriormente reconhecida como
Alternaria euphorbiicola foi isolada a partir de tecidos severtamafectados de
Euphorbia heterophyllaEstudos sobre o potencial do fungo como agente de
biocontrole de E. heterophylla levaram a observacdo de qupliGacdo de
suspensodes de esporos do fungo sobre populagbes da plagdeiasresulta em
rapida producdo de necrose de tecidos (24 a 48 horas) aupdga@pliEsse periodo
foi reconhecido como insuficiente para os processos deirggdo de esporos,
penetragdo de tecidos, colonizacdo e desenvolvimento @enamtresultantes da
infeccdo. Estas observacfes levaram a conjectura de fyng® produziria, antes
mesmo da colonizagcdo da planta, fitotoxinas capazes decprowecrose em E.
heterophylla.

Os indicios da producdo de metabolitos fitotoxicos pelo fugo
euphorbiicola capazes de causar lesdo em E. heterophylla, a impodisteai planta
daninha para a agricultura brasieira e as dificuldademan®jo desta espécie em
funcdo do surgimento de biGtipos resistentes aos princigasclias utilizados
justificam a realizacdo de estudos voltados ao isolamentaracterizacdo de
compostos fitotoxicos com potencial herbicida que possam ebmao substancias
inibitorias do crescimento e desenvolvimento de E. heterophylla.

Portanto, este trabalho teve como objetivo a investigdggdmwoducao in vitro
de fitotoxinas por A euphorbiicola que possam ser utilizadas commcidas
naturais ou servir de modelo para a sintese de compostiogy@ com atividade

herbicida.
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O presente trabalho encontra-se dividido em seis ¢agit0s Capitulos 1 e 2
sdo parte de um levantamento bibliografisdore fitotoxinas flngicas como
estratégia de pesquisa na busca por novos herbi€d@apitulo 3 consiste em um
estudo preliminar sobre a fitotoxicidade de filtrados de cuitwtas fungos
fitopatogénicos Alternaria euphorbiicolaCorynespora cassiicolae Nimbya
alternantherae. O Capitulo 4 trata da influéncia de difereotedicbes de cultivo
sobre a fitotoxicidade de filtrados de culturas de Alternatghorbiicolae da
caracterizacdo de fracdo cromatografica constituidagidos graxos fitotdéxicos. Os
Capitulos %e 6 compreendem os estudos de isolamento, identificacéaliacé@o da

atividade fitotoxica de constituintes quimicos de A. euphorbiicola
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CAPITULO 1

FITOTOXINAS FUNGICAS: DIVERSIDADE

ESTRUTURAL E ATIVIDADES BIOLOGICAS

Fitotoxinas sdo, em sua maioria, metabdlitos secundariogant@ massa
molar que incluem &cidos organicos, terpendides, policetidealfeptideos,
polissacarideos, glicosideos, glicopeptideos e proteinasHBHRI SKIY, 2008;
BARBOSA et al., 2009). Devido a grande diversidade estrutural, agrupar
metabolitos fitotoxicos com base em classes quimicama tarefa dificil. Nesta
revisdo, 0s compostos serdo agrupados nas seguintes eatederpendides,

fendlicos, nitrogenados, peptideos e compostos diversos.

1. Terpenoides

Os terpenos constituem um vasto e estruturalmente sdivgrupo de
metabdlitos secundarios biossintetizados pela via do lor&ta, cujos esqueletos
carbdnicos sdo constituidos por subunidades de cinco carl§s) derivadas do
isopreno  (2-metilbuta-1,3-dieno) (Mann, 2005; Breitmaier 200Biversos
terpendides com atividade fitotoxica tém sido isolados dwras de fungos

patdgenos de plantas.
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As ophiobolinas sdo um grupo de metaboli
sesterterpendides policiclicos divididas em
subgrupos (ophiobolinas -M) de acordo
com a ordem de descoberta e c
camcteristicas estruturais. S&o produzi
por diferentes espécies do género Bipolar
apresentam atividades biolégicas divers
como inibicdo de germinacao, do crescime
de raizes e coledptilos, diminuicao da fixac
de CQ, alteracbes na permeabilidade

membranas e inibicdo da sintese de prote
e acidos nucléicos (Muromtsev et al., 19
Au et al., 2000). A espécie fitopatogéni
Drechslera gigantea, isolada de Digita
sanguinalis naturalmente infectada, foi ca|
de produzir em meio liquido as fitotoxin

ophiobolina A (1), 6-epi-ophiobolina A2),

(1) Ophiobolina A (R==H)
(2) 6-epi-ophiobolina A (R=-1H)

(4) Ophiobolina |

3-anidro-6-epi-ophiobolina A3) e ophiobolina | 4). A atividade biologica deste

compostos (concentracdes entre 0,13 e QB3foi avaliada em diversas espéci

de plantas e alguns aspectos relacionados a corredat@dura-atividade forar

considerados. Ophiobolina A apresentou elevada fitotoxicidade fwatas as

espécies de plantas testadas a uma concentracdo deM,I3 metabdlito 6-epi

ophiobolina mostrou 0 mesmo espectro de acéo, mas dviitatoxica inferior. O

composto 3-anidro-6-epi-ophiobolina foi inativo para quase todaspécies de

plantas, enquanto ophiobolina | foi totalmente inativa mesanmaior concentraca
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testada. Os resultados sugerem a importancia de algumas caracasrsstruturais
para a atividade biolégica, como o grupmlroxila em G, a estereoquimica em €
o0 grupo aldeido em-GEvidente et al., 2006a).

O sesquiterpeno fitotdxico caracterizado como 1-hidroxi-Z2mxoofil-
1(10),7(11),8(9)-trien-12(8)-olide®) foi isolado do extrato em acetato de etila de
cultura (micélio e meio liquido) do fung OH
Malbranchea aurantiaca. Este composto in 0
significativamente o crescimento radicular

plantulas de Amaranthus hypocondria¢i&s, = 6,57 (5) 1-hidroxi-2-

1 . fitotéxi oxoeremofil-1(10),7(11),
umol L7). Ensaios fitotoxicos mostraram que 8(9)-trien-12(8)-olideo

composto inibiu a ativagdo da ademasnonofosfato

ciclico fosfodiesterase dependente da calmodulina (proteindvielavna ativacao de
diversas enzimas importantes para eventos bioquimicasoredos ao crescimento
das plantas), com Kg= 10,2 umol L™ (Martinez-Luis et al., 2005).

Os filtrados de cultura dos fungos Seiridium cardin&e cupressie S.
unicorne (patdégenos de Cupressus sempervirens L.) fornecetantosepostos
fitotoxicos, entre eles os trés sesquiterpenos seim@mdA, B e C(6-8). Na
concentracdo de 0,1 mg fhlas toxinas induziram sintomas em plantas hospedeiras
(C. sempervirengC. macrocarpae C. arizonica muito similares aos observados na
infeccdo pelos fungos. Em plantas ndo hospedeiras (Lygiope esculentune

Ocynum basilicum) as toxinas produziram clorose e necrose (Badib, 1991).

4

HO
= R0
..-—"'"\-\_\ 1 Rz
(6) Seiricardina A (7) Seiricardina B (R; = CH3, R, = CH,0OH)

(8) Seiricardina C (R = CH,0H, R, = CH3)
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Sphaeropsidinas -4 sao diterpenos do tipo primarano produzidos por
Sphaeropsis sapinea f. sp. cupressi, patdgeno de espécies do génessuSupy
fitotoxicidade dos compostos (10 a 100 pgnlfoi avaliada contra diferentes
espécies hospedeiras (C. sempervirdbs macrocarpae C. arizonica) e nao
hospedeiras (L. esculenture Phaseolus wulgaris). Sphaeropsidina @A),
sphaeropsidina B10) e sphaeropsidina C11) apresentaram as maiores atividades
para todas as espécies. Sphaeropsidif2Dfoi toxica apenas para C. macrocarpa
L. esculentune P. wulgaris, sphaeropsidina(E3) ndo afetou nenhuma das espécies
e sphaeropsidina @4) apresentou fitotoxicidade apenas para C. sempervirens. Para
fins de estudo da relacédo estrutura-atividade, oito anafogam® sintetizados e suas
atividades fitotoxicas avaliadas. Os resultados obtidos permiaos autores inferir
sobre a importancia da preservacdo do anel primaramdi¢acida dupla ligacao 4
Ci4, do grupo hidroxi em 3, do grupo carboxilico emige da integridade do anel

A para seletividade fitotéxica dos compostos (Sparapano 2084).

(9) Sphaeropsidina A (R1 = H) (10) Sphaeropsidina B (11) Sphaeropsidina C
(12) Sphaeropsidina D (R1 = OH)

(13) Sphaeropsidina E (14) Sphaeropsidina F
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2. Compostos Fendlicos

O composto denominado acido cryphonérid®) foi isolado do fungo
Cryphonectria parasitica, causador de requeima em Castanea saéivaargsosto,
na concentracdo de 100 ufdli, capaz de inibir completamente o desenvolvimento de
plantulas de Solanum sculentum (tomate) (ARNOMERI., 2002). Os metabdlitos
alterlosinas | e ll(16 e 17) foram isolados de Alternaria alternata, patégendo da
planta daninha Centaurea maculo&al00 puM,as toxinas apresentaram atividade
fitotdxica contra a planta hospedeira, tendo a alterldkinduzido lesdes necréticas

significativamente maiores que a alterlosina | (STIERLEARDELLINA, 1989).

(15) acido cryphonérico (16) alterlosina | (17) alterlosina Il

Os policetideos fitotoxicos tagetolofiB) e tegetenolonél9) foram isolados
de filtrado de cultura do fungo Alternaria tagetica, causadorademas necroticas
em folhas e caule da planta Tagetes erecta. Tagetolona ri@/@plicacdo) e
tagetenolona (0,1 mg/aplicacéo) produziram lesdes necrdfc2® e 0,92 mm
respectivamente) em folhas da planta hospedeira (GAMBOA-ANGét al,
2001). O fungo fornecgambém o composto fitotdxico conhecido como tir@¢206).
Este metabdlito é biossintetizado a partir da tirgset@avés de desaminacao

oxidativa seguida por descarboxilagcdo e reducdo do aldeidadorm tem sido
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isolado de diversas outras espécies fitopatogénicasjindol Ceratocystis spp.
(AYER et al.,, 1986; GREMAUD & TABACCHI, 1996; Guzman-Lopez et, al
2007), Gleosporium laeticolor (KIMURA & TAMURa, 1973), Botryosphaeria
obtusa (VENKATASUBBAIAH & CHILTON, 1991), Alternaria tagetica

(GAMBOA-ANGULO et al., 2001)e Neofusicoccum parvum (EVIDENTE et al.,

2010).
N T DR
/\@()\IN OCH Q (0] "o
OCH; O OH 3 el
0
(18) tagetolona (19) tagetenolona (20) tirosol

Altersolardis A-H constituem um grupo de antraquinonas produzidas por
diferentes espécies de fungos (SUEMITSU & NAKAMURA, 1981; SUEMIT&
al., 1990; YIAGI et al.,, 1993; ANDERSEN et al., 2008). Os altergadaA—F
estimulam a oxidacdo do NADH, atuando como aceptores de rnsléteo cadeia
respiratoria, tendo o altersolanol 21f apresentada maior atividade (Suemitsu et
al., 1982, 1983). Na concentracado deud,

altersolanol A inibiu em 95% o crescimer H;CO

de células de N. rustica (Haraguchi et
OH

1996). Além dos compostos altersolanol
(21) e B(22), 0 extrato em acetato de etila (21) altersolanol A (Ry=R,=0H)
(22) altersolanol B (R;=R,=H)
filtrado de cultura do fungo fitopatogéni (23) dactylariol (R,=OH; R,=H)

Alternaria
porri forneceu outra antraquinona denominada dactylé2®) (SUEMITSU &

NAKAMURA, 1981). Altersolanol A e Be dactylariol foram capazes de inibir
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crescimento radicular de alface em 100 %, 61,2 % e 22,8 &t«cebolinha em 86,

%, 63,4 % e 42,6 %, respectivamente.

0 Extracéo liquido-sélido do filtrado do meio de cultura de

HO
0 porri forneceu também o composto fendlico porriolic
CHg (24), que na concentracdo de 400 pg “minibiu o

(24) porriolideo crescimento radicular de plantulas de cebolinha e adfac
48,5 % e 53,3%, respectivamente (SUEMITSU et al., 19

As toxinas alternethanoxinas A e(B5 e 26) foram isoladas da espécie Aternaria
sonchi, patégeno da planta daninha Sonchus arvéndisag mL*, alternethanoxina
A e B produziram lesbes necroéticas com diametros d& 4nen, respectivamente

sobre folhas da planta hospedeira do fungo. As toxinasmu@Bbram seletividade,

tendo produzido necrose em folhas de diversas espESESENTE et al., 2009).

HaC O

(25) alternethantoxina A (26) alternethantoxina B

O filtrado de cultura do fungo Seiridium cupressi, patdgeno preste
(Cupressus spp.), forneceu acido ciclopaldiz@). Em concentracfes de 10 a 100
mg mL*, o metabdlito produziu clorose e necrose em difeseespécies avaliadas.
A germinacdo de sementes e o crescimento radiculareda favam reduzidos em
50% pela aplicacdo od composto nas concentracbes de 75 e 100 mg, mL

respectivamentéGRANITI et al., 1992).
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O composto policetidica, f-desidrocurvularing28) foi isolado de diversas
espécies de fungos (ROBESON & STROBEL, 1985; VURRO et al., 1998;
GUTIERREZ et al., 2005)A aplicagdo de 10 pg da toxina sobre folhas de algoddo
produziu lesdes que se tornaram aparentes apos 4 Nesasoncentracdes de 100 e
200 pg/disco, a,pB-desidrocurvularina produziu inibicdo significativa do crescimen

de raiz e epicétilo de Lactuca satika (alface), respectivamente (GUTIERREZ et

al., 2005).
O
HO 4
OH
H O
(27) 4cido ciclopaldico (28) o, f-dehidrocurvularina

3. Compostos Nitrogenados

O acido tenuazonicg29) é uma potente fitotoxina produzida por diversas
espécies dos géneros Alternamapergillus Phama e Pyricularia, sendo capaz de
produzir lesées necrdticas em folhas de varias planta8R@WALL, 1996;
STIERLE & CARDELLINA, 1989; MERONUCK et al.,, 1972; NISHIMURA &
KOHMOTO, 1983; UMETSU et al., 1972). Solucédo da toxina a®b
foi capaz de inibir totalmente o crescimento
plantulas de arroz. Na concentracdo de 5,0 %

mol L a toxina inibiu em 70% o crescimento

o . Vigna radiata (feijdo-mungo) e em 90%
(29) acido tenuazonico

crescimento deBrassica rapa (nabo) (UMETSU ¢
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al., 1974). O &cido tenuazénico a 0,1 mg nproduziu a murcha de plantulas de
Datura innoxia Miller, reduzindo em 64% o teor de clorofila apds &2m 40% o
contetido protéico ap6s 24 h de aplicagéo. Na concentra@i®gdeg mL?, a toxina
produziu clorose e necrose foliar e completa inibicdo dsctnento radicular de
diversas mono e dicotiledoneas (Janardhanan & Husain, .1984pmposto foi
capaz de inibir a atividade do fotosistema Il (Pll) de Clithammonas reinhardtie
Spinacea oleracea através do bloqueio do fluxo de elétronsadpa@ Q@,
apresentado umaolde 41,5 e 48 pg mt, respectivamente. Os estudos mosstraram
ainda que o acido tenuazénico liga-se a um sitio de ligapa@; diferente de outros
inibidores ja conhecidos, representando portanto uma clasae de inibidores do
PIll (CHEN et al., 2007, 2008). A germinacdo de sementes de Hordeumevulgar
(cevada), Sorghum wvulgare (sorgo) e Triticum aestivum (trigaeftuzida em 50%
pelo &cido tenuazdnico nas concentracées de 79 [ig3db pg mr}, 550 pgmL™,
respectivamente (HASAN, 1999). Ainda, o acido tenuazbénico (10D ipikiu a
germinacdo de sementes da planta daninha Striga hermonthica em 5Z)0MQZ
& VURRO, 1999). A concentracdo minima necessaria para progfie#tios tOxicos
em sementes de diversas espécies do género Nicotiana fpigdml* (KODAMA
et al., 1999)Experimento utilizando folhas de tabaco (Nicotiana tabacum) ouwostr
gue o acido tenuazbnico € capaz de induzir morte programadealdas, com
importante participacdo de proteases e espécies reativaggéeaio (YAKIMOVA
et al., 2009).

Os acidos fusaric(30) e dehidrofusaric§31) séo fitotoxinas produzidas por
diversas espécies do género Fusarium. Quando aplicados dbase(i®’ mol L)

e sementes (I0mol L") de tomate, estes compostos foram capazes de induzir

3C



clorose e necrose foliar e promover uma forte eldigaedicular (CURRIR et al.,

2000; EVIDENTE et al., 2001).

\/\-/ENj/GGDH N\“ o
= = | =
(30) acido fusarico (31) 4cido deidrofusarico

Victorina C (32) € o principal metabdlito fitotdxico produzido pelo fungo
Cochiliobolus vitoriae, agente causal de helminthosporiose em (@weiaa sativa).
E uma toxina hospedeiro-seletiva, capaz de reproduzirntsnsis causados pelo
fungo. Inibicio do crescimento radicular de A. sativa fproduzida
pela aplicacdo da toxina na concentracdo de 0,1 ng @hnstituida por acido
glioxalico, 5,5-dicloroleucina, eritr@-hidroxileucina, victalanina, trep-
hidroxilisina e acidax-aminof-hidroxicloroacético (PEDRAS et al., 2006), a toxina
induz despolarizacdo de membranas, perda de eletrolitos @elipeotoplastos em

células de A sativa. Acredita-se que a toxina atue pior eheeligacdo a enzimas do

(32) Victorina C
complexo glicina descarboxilase nas mitocéndrias, cujarstbso acido glioxalico,
constitui parte da estrutura da toxina. Analogos sintésens o residuo de &cido

glioxalico mostraram-se inativos (BERESTETSKIY, 2008).
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Uma 2,4-piridiona trissubstituida denominada sapinapmail(33) foi obtida
de cultura liquida do fungo Sphaeropsis sapinea f. sp. cupressjempat@e
coniferas isolado de tecidos corticais infectadosddasespéciesde cipreste,
Cupressus macrocarpae C. sempervirens Na
concentrago de 50 e 100 pgnL™, sapinopiridiona foi

capaz de induzir sintomas em trés espécies hospel

(Cupressus sempervirensC. macrrocarpa e C.

arizonica) (EVIDENTE et al., 2006b) (33) sapinopiridiona
COOH A fitotoxina ascosonching34) foi purificada a partir de
Z™0H filtrado de cultura de Ascochyta sonchii, patégeno isolad:
| ““: lesbes necroticas foliares da planta daninha Sonchus arv

N _ . L .
Ensaiada em folhas de diversas espécies de planta

(34) ascosonchina o t4). ascosonchina apresentou comportamento fitotoxi
variado, tendo se apresentado inativa para divegaxies, fracamente toxica
para outras (lesGes necroticas entre 1 e 2 mm) e alRrfi®toxico para algumas
espécies, nas quais foram produzidas lesGes necroticas decatéde diametro

(EVIDENTE et al., 2004).

O metabdlito fitotdxico brassicicolina

CN (35) foi reportado como sendo produzi
o}
H 0 OA . .
\%TDMU\:/\ j\l)\ pelo fungo Alternaria brassicicql
. 0
0 OAc O OH  agente causal da mancha de alternaris
O
MC

folhas de espécies de Brassica, doe
(35) brassicicolina responsavel por grandes prejuiz

econdmicos BrassicicolinaA mostrou
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toxicidade seletiva. Na concentracdo de 0,5 mM, a toxina prodlmbse e necrose
em folhas de Brassica juncea (espécie hospedeira de A brassicinai)nao
produziu danos detectaveis em folhas da espécie ndo hoap&iedpis alba
(PEDRAS et al., 2009).

O composto fitotéxico denominado drazepin¢8é)

]
foi isolado a partir ddiltrado de cultura liquida do fung o
H

Drechslera siccans, patégeno de sementes de L e

perenne Drazepinona, a 2 mg ril. foi capaz de causar (36) drazepinona

necrose em diversas espécies de plantas daninhas (EVIDENTE28105).

4. Peptideos

Fitotoxinas peptidicas sdo, em sua maioria, compostos sicticatento
grupos hidroxiacidos e residuos de aminoacidos incomuns. Déerent
ciclodispeptideos pertencentes ao grupo das destruxinas feodadas do fungo
Alternaria brassicae, causador da doenca da mancha negrpénie®sio género
Brassica. O fungo, isolado de plantas de canola (Brassigaestris) infectadas, foi
capaz de produzir os compostos destruxina(38), homodestruxina B(38),
desmetildestruxina B39) e destruxina B(40) (AYER & PENA-RODRIGUES,
1987; BUCHWALDT & JENSEN, 1991). As destruxinas constituem umaeldss
hexadepsipeptideos ciclicos formados por atxmdroxiacido e cinco residuos de
aminodacidos. As diferencas entre as destruxinas baseiam-grupo hidroxiacido,
na N-metilacdo e no grupo R dos residuos de aminoadii3RAS et al., 2002A

fitotoxicidade das destruxinas produzidas por Alternaria brassicaavédiada
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contra 30 espécies de plantas, produzindo clorose e ndaliasesintomas similares

aos produzidos na infecgéo pelo fungo. A destruxina B fozcd@anduzir sintomas

| (37) destruxina B (R1=R2=CH3; R3=H)

Ry M
R
N (38) homodestruxina (R1=R,=R3=CHs)
MNH

HN o Os f (39) desmetildestruxina B (R;=CH3; R,=R3=H)
,J»J\/D

N (40) destruxina B2 (Ry=H; R,=CH3; Rs=H)

em concentracdes de 0,2 a 3,8 pg'nplara plantas hospedeiras e de 15 a 750 ug

Co
o

mL™ para plantas ndo hospedeiras, sugerindo que a toxiretiéasphra espécies do
género Brassica (BUCHWALDT & GREEN, 1992). Um bioensaio quantitativ
utilizando cultura de células da planta Sinapis alba foi debatw@ara estabelecer
a correlacdo entre a estrutura e a atividade fitotoxica ddatruxina B,
homodestruxina B e desmetildestruxina B. Os resultados tadicaque
homodestruxina B apresentou maior fitotoxicidade sg£€ 30 mM), seguida por
destruxina B (E6 = 50 mM) e desmetildestruxina B (E5&> 50 mM), sendo E&3
definido como a concentracdo na qual a viabilidade dasséhatadas com a toxina
€ igual a 50% da viabilidade das células controle, apos 6 diascdbacao
(PEDRAS et al., 2000).

A dicetopiperazina ciclo(-L-Pro-L-Tyr-) denominaui

e,

= N,
maculosina (41), foi obtida como metabolitc s |/, HN\Q)\/

fitotoxico de Alternaria alternata , agente causa
queima negra das folhas em Centaurea maculas: (41) maculosina
concentracdo de 1@M, o composto produziu lesdes em folhas e tecidos de

hipocoétilo da planta hospedeira. Avaliada contra 19 espdeigdantas, maculosina
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mostrouseseletiva para a planta hospedeira. Outras dicetopipesagoiadas desse
fungo mostraram atividade biologica significativamenteriof ou foram inativas, o
gue permite inferir sobraimportancia do grupo fendlico para a atividade fitotdxica
(BAINS & TEWARI, 1987; STIERLE & CARDELLINA, 1988, 1989). Um peptideo
fitotoxico constituido por trés aminodcidos na sequéncia giganiaa-glutamina
(42) foi isolado de filtrado de cultura do fungo Exserohilum turcicagente causal
da helmintosporiose. A toxina foi capaz de inibir em 25%t@sé de clorofil@m

plantas de milho susceptiveis,

HO.
8] Q
H ~ i
concentracdo de 50 L Na
HENWH N._COOH G Mg
NH; concentracdo de 250 pg fhlLa sintese d

(42) glutamina-serina-glicina clorofila foi inibida em até 75%, tant

em cultivares sensiveiguanto genotipos
resistentes. Quando do tratamento com solucéo da toxirenoantracdo de 500 pg
mL™, o crescimento radicular foi totalmente inibido (BA®¥et al., 1995).

As toxinas AM HlII sdo fitotoxinas hospedeiro-especificas produzidas pelo
fungo Alternaria alternata f. sp. mali, patdgeno causador da mamatram em
folhas de cultivares susceptiveis de maca. As toxinagsaddpsipeptideos ciclicos

5 contendo aminoacidos incomuns. A toxina #
. | (43), denominada também alternariolide

NH OO
me HNK apresenta o residuo acido L-2-hidroxi-

M@ metilbutandico (L-Hmb) e residuos de d«
(43) toxina AM | (R=OCHs) aminoacidos incomuns, a a,B-dehidroalaning
(44) toxina AM Il (R=H) (AAla) e o acido L-2-amino-5-(p-metoxifenil)
(45) toxina AM 11l (R=OH) pentandico (L-Amp). Nas Toxinas AM (44)
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e AM Il (45), o residuo L-Amp é substituido pelo acido L-2-amino-5-fenifusdito
(L-App) e pelo &cido L-2-amino-5-(p-hidroxifenil)pentandico, pegivamente. A
toxina AM | (10nM) produziu necrose de folhas em cultivares susceptiveis,
sendo capaz de produzir perda imediata de eletrd€egNO et al., 1974; UENO
et al., 1975a; NISHIMURA & KOHMOTO, 1983).

Cochliobolus carbonum é causador da mancha foliar do milho. Teala-s
um patégeno altamente virulento, podendo colonizar toslgsades da planta. O
fungo é capaz de produzir tetraciclopeptideos fitotdéxicos atitan seletivos
chamados toxinas HC (de Helminthosporium carbonum, um dos sinbnimos para a
forma assexuada deste fungo). A principal delas, a toxina HiB)lapresenta a
estrutura ciclo(D-Pro- corresponde ao acido L-2-amino-8ddXi-8-oxodecandico
(UENO et al., 1975b; UENO, 1990; POPE et al., 1983). Estruturalmentexiia
HC 1l (47) difere da HC | pela substituicdo da glicina adjaceaté&eo por residuo
de alanina. Tal substituicdo ndo altera a especificidads, reduz a poténcia da
toxina (STROBEL, 1982). A toxina HC I1i48) difere da HC | pela presenca de
trans-3-hidroxiprolina em lugar de prolina (UENO, 1990; NISHIMURA &
KOHMOTO, 1983). Os valores de EJ) baseados na inibicdo do crescimento
radicular de plantas susceptiveis, foram de 0,2 pg palta HC |, 0,4 ug mit para
HC Il e2,0 pg ml* para HC Ill. Gendétipos resistentes tiveram o crescimento
radicular inibido pela HC | apenas na concentracéo de GaL{l, o que mostra a
alta seletividade. Atuam por inibicdo da histona desaseti#aas funcdes cetora
epoxido da unidade L-Aeo sdo essenciais para a atividade b#oldgiiNO, 1990;

NISHIMURA & KOHMOTO, 1983; RAMUSSEN &SCHEFFER, 1988).
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D\)?TD . (46) toxina HC I (Ry= CHs; Ry=H)

) /M (47) toxina HC Il (R;=R,=H)
H HM 3 8]
N\H\\G (48) toxina HC IIl (R;=CHs; R,=OH)

concentracdes entre 10 e 100 ng'mTais efeitos, além da baixa citotoxicidade, s&o
consistentes com seu mecanismo de acdo e compostosresmid@m sendo
desenvolvidos como agentes quimioterapicos (KIM et al., 1988JBESEN &
SCHEFFER, 1988).

O tetrapeptideo ciclico tentoxirfd9) € um composto fitotoxico isolado de
diversas outras espécies do género Alternaria (MEYER €t%l4; SUEMITSU et

al., 1992; YOSHIDA et al., 1990; FUMARAI et al., 2001). A toxina € tituisla

o por unidades de glicina, L-leucina, L-N-metilalaniea
s : : . . : :
HLN . N-metildehidrofenilalaninatendo sido capaz de indu:z
O NH, __0

clorose em diversas espécies de mono e dicotiledd
| nao havendo relacdo taxondmica entre espécies sen
ou resistentes (SUEMITSU et al.,, 1992; DURBIN
UCHYTIL, 1977). A tentoxina liga-se as subunidac
(49) tentoxina
o, da R-ATPtase de cloroplastos (QF bloqueando a
hidrélise de ATPe causando cloroseem plantas sensiveis (BROSH et al

1995; WALTON, 2006; BLAND et al., 1993A presenca da porcdo estireno no

residuo desidrofenilalanil € determinante para a atividade clarotisto que a
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dihidrotentoxina, precursor biossintético da tentoxina, pragcée ndo produz tal
efeito (GROSH, 2002; MEISS et al., 2008).

Exemplo de peptideo ndo ciclizado € a denonimada toxind (&B)
produzida por Alternaria alternata f. sp. helianthina, patétipo de di&tsd@anthus
annuus L.). Caracterizada como o tetrapeptideo Ser-VaGilya toxina (18 mol
L) foi capaz de desenvolver necrose em folhas de girasssl,ndo apresentou

toxicidade contra folhas de tabaco (LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES &t 4997)

OH
Jiwn I
N f N oot

COOH

(50) toxina AS |

A proteina cerato-platanin foi identificada em filtrado daltura de
Ceratocystis fimbriatd sp. platani, patdgeno de Platanus acerifolia. A quantidade
minima capaz de induzir necrose foliar em folhas de talf@icae 0,8 nmol
(PAZZAGLI et al., 1999; CARRESI et al., 2006)0utra proteina fitotoxica, a
cassiicolina foi isolada do fungo Corynespora cassiicola, patégansador de
manchas necroéticas em folhas, caule, raizes e frutanaike de 70 espécies de
plantas. Avaliada na concentragdo de 0,5 ug mL™ contra varias espécies de plantas, a
proteina mostrou seletividade contra plantas hospedeirfisngo (LAMOTTE et

al., 2007; BARTHE et al., 2007).
5. Compostos diversos

O nonenolideo dissubstituido denominado putaminoxifalAfoi obtido do

fungo Phoma putaminum, isolado de folhas da planta daninha Erigeron anauus. N

38



concentracdo de 2 pg jiLa toxina produziu sintomas similares & doenca causada
pelo fungo (necrose e clorose) (EVIDENTE et al., 1995). higesgdes posteriores
levaram ao isolamento de quatro outros metabdlitostesthmente relacionados: as
putaminoxinas B, C, D e E52-55) (EVIDENTE et al., 1997). Putaminoxina C
mostrou toxicidade similar a putaminoxina A, enquanto putaminoxiia & E ndo
apresentaram fitotoxicidade. Os resultados indicaram qip® dé¢ cadeia lateral em

Cy, a ligacéo dupla emg@ o grupo hidroxila em43ao importantes para a atividade
biol6gica (EVIDENTE et al., 1995, 1997). Apenas recentemente a jmatama A

teve a estereoquimica ers @=finida (SABITHA et al., 2009).

G a
HDJ,E; N7 9 HO., e
4 Y 0
3
O O

(51) putaminoxina A (52) putaminoxina B

(53) putaminoxina D

9]
\ OH HO =
o |G 0y
0 0
(54) putaminoxina C (55) putaminoxina E

Duas diidrofuranonas 5-substituidas denominadas sapinofasi#o e B(56 e 57)
foram obtidas de cultura liquida de trés isolados do fi8m@meropsis sapinea f. sp.
cupressi isolados de tecidos corticais infectados de Cupresaarocarpae C.
sempervirens. Sapinofuranonas A e B apresentaram atividdd&sicas para

plantas  nao-hospedeiragSolanum esculentum) em concentrac¢des de 0,05 a 0,1
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ng mL! e para plantas hospedeiras (C. sempervi@nsnacrocarpaC. arizonica,
Pinus halepensis P. radiata) em concentracdes de 0,1 a 0,2 pu§ (BYIDENTE

et al., 1999).

(56) sapinofuranona A (R;=0H; R,=H)
(57) sapinofuranona B (R;=H; R,=0H)

Biscogniauxia mediterranea, patdgeno de Quercus spbeduz o acido
fenilacético(58) e o biscopiran(59), capazes de produzir lesdes necroticas em Q.

suber nas concentracdes E®6 uM, respectivamente (EVIDENTE et al., 2005b).

COOH

(58) acido fenilacético (59) biscopiran

Cultura em meio liquido do fungo Stagnospora cirsii Davis, patéfydiao
da planta daninha Cirsum arvense, forneceu um nonenolideatusegmente
relacionado as putaminoxinas, denominado stagonol{@® A concentracéo
minima capaz de causar necrose foliar em C. arvense fd,JdenM, tendo
produzido halos necréticos de até 5 mm na concentracdo deM),®m 48 h de
tratamento. A toxina foi capaz de produzir sintomas em sligt® folhas de

diferentes espécies de plantas, ndo tendo demonstradifiesiael e.
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o 9]
0 1H “Q
8]
(60) stagonolideo (61) stagonolideo H

Em 1uM, stagonolideo inibiu em 30% o crescimento radicular desers da planta
hospedeira. Quando ensaiada na concentracdo de ®mdl(L?, a toxina mostrou
seletividade para espécies da familia Asteraceae, inibindesciroento radicular de
plantas desta familia em até 70% (YUZIKHIN et al., 2008). Outrds oi
nonenolideos, Stagonolideo-B (EVIDENTE et al., 2008a) e-& (EVIDENTE et
al., 2008b) foram posteriormente isolados. Apenas stagonolid¢6lHapresentou
atividade fitotoxica significativa. A concentracdo mininagaz de produzir lesbes
foliares em C. arvensii de 30 pg mL™ (~ 1,5 x 10" mol L), que representa um
nivel de toxicidade similar ao do stagonolideo (EVIDENTE efaD5b)

Quatro oxazatricicloalquenonas denominadas phyllostictina3 £62-65)
foram isoladas do fungo Phyllosticta cirsii, patdgeno da esp@csium arvense.
Ensaiadas na concentracdo de 6 mM sobre folhas dedbsaryphyllostictina A62)
apresentou a maior atividade fitotoxica, tendo produzido mamneltadticas de 6 a 7
mm de diametro. Phyllostictina B3) e D ©5) apresentaram atividade intermediaria
e phyllostictina C 4) foi inativa. Os resultados mostraram correlacao eentr
caracteristicas estruturais e atividade fitotoxica. A tdaae tornou-se menor com a
diminuicdo das dimensdes e da liberdade conformacional doramebciclico. A
integridade do Sistema oxazatricicloalquenona mosteourgportante para a

preservacao da atividade biolégica (EVIDENTE et al., 2008c). d*higtina A na
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concentragéo de 1 mM foi capaz de provocar a morte dalémtaldos protoplastos

de C. arvense Nicotiana tabacum apds 1 h de tratamento (ZONNO et al., 2008).

H BH

(63) Phylostictina B

(64) Phylostictina C (65) Phylostictina D

O fungo filamentoso Alternaria alternata apresenta diversaantes que
causam doencas em plantas distintas e produzem toxipesifesis contra seus
hospedeiros. Como A. alternata € uma espécie cosmopgkia@knente saprofitica,
estas variantes hospedeiro-especificas foram desigramae patétipos de A
alternata (NISHIMURA & KOHMOTO, 1983; ITO et al.,, 2004). As toxinas
produzidas pelos diferentes patotipos de A. alternata apresgraade diversidade
estrutural. As Toxinas AM-Il (46-48) sdo produzidas pelo fungo Alternaria
alternata f. sp. mali, patétipo de cultivares de macéa, e a t&8Ha(50) produzida
por Alternaria alternata f. sp. helianthina, patétipo de girassd. @utros patotipos
da espécie Alternaria alternata f. sp. citri (anteriormenterméiria citri) séo

conhecidos por causarem a mancha marrom em citros.s8&olas hospedeiro-
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especificos, um deles tendo sido encontrado em tangeiitnas(€eticulata) e outro
encontrado causando manchas foliares em liméao rugoso ({aitnbsiri). Filtrados
de cultura dos diferentes patétipos apresentaram toxicidastévagdara os tecidos
dos respectivos hospedeiros (KOHMOTO et al., 1979, 1993). Dois grigos
fitotoxinas produzidas pelo patégeno de tangerinas sdo conheoidws Toxinas
ACTG (KONO et al., 1986a, 1986b, 1989) e Toxinas ACT (KOHMOTO et al
1983, 1990). As caracteristicas estruturais comuns as toxine& A8o a presenca
de um anel de 6 membros ligado via metileno a um anel de cneobros
apresentando substituinte alquenil (KONO et al., 1986a, 1986b, 198&vilades
biolégicas foram avaliadas através de ensaios em folhgsanta hospedeira. As
toxinas ACTG A(66) e B(67) produziram sintomas a 0,1 pg thiNa concentracdo
de 5 pg mr*, ACTG C(68) ndo apresentou atividade significativa e ACTG D, E e F
(69-71) mostraram atividade intermediaria (KONO et al., 1986a, 198&H8.outros
componentes minoritarios foram isolados do mesmo futegolo sido identificados
como toxinas ACTG J72) e H (73). Suas estruturas foram determinadas como
correspondentes a anidro-ACTG A e anidro-ACTG F, respectintan(KONO et
al., 1989).As toxinas ACT 1(74) e ACT II (75) apresentam como parte de suas
estruturas o grupo acido 9,10-epoxi-9-metildecatriendico.c8agpostos fitotoxicos
com seletividades distintas: apenas ACT | apresentou atividada seletiva para
espécies de citros enquanto ACT Il apresentou fitotoxicidade geterminados
cultivares de péra japonesa (Pyrus serdtisiailarmente a da toxina AK produzida
por A alternata patétipo da péra japonesa (KOHMOTO et al., 1990Y).ebtiés
diastereoisbmeros sao possiveis para as toxinas ACT. tokmas ACT
diastereoisoméricas diferem entre si com relacastaremquimica das ligacdes

duplas da porcdo acido decatriendico. A toxina AgTol obtida como principal
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componente fitotoxico do grupo, tendo sido capaz de induziosedoliar em
cultivares susceptiveis a uma concentracdo de 1 |iy(HOHMOTO et al, 1983,

1991)

(66) toxina ACTG A (R=CHs) (67) toxina ACTG B

(71) toxina ACTG F (R=CHO)

OH
(68) toxina ACTG C (69) toxina ACTG D (R;=0H; R,=H)
(70) toxina ACTG E (R;=H; R,=0H)
(o]
R 2 OH

0

(72) toxina ACTG G (R=CHs)
(73) toxina ACTG H (R=CHO)

(74) toxina ACT | (R=CH3)

(75) toxina ACT Il (R=H)
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As toxinas AK e as toxinas AF, produzidas por outras duasntesiale A
alternata, também apresentam em suas estruturas o grujwo AtD-epoxi-9-
metildecatriendico presente nas toxinas ACT. As toxinasl AK6) e AK Il (77)
foram isoladas de cultura liquida de Alternaria alternada kilsgpchiana pat6tipo
da péra japonesa e causador da mancha negra em cultleaR®gus serotinaA
Toxina AK | apresentou elevada toxicidade, causando necrosdokyas de
cultivares susceptiveis na concentracdo de 10 nNAKASHIMA et al., 1982,
1985). As toxinas produziram efeitc
drasticos nas membranas celulat

causando perda de eletrolitos e mate

organico em células susceptiveis ci

poucos minutos de exposicdo. As menc

(76) toxina AK | (R=CH3)
concentracbes em que as toxinas AK | (77) toxina AK Il (R=H)

AK 1 produziram necrose em cultivares sensiveis foi delB%mol L™ e 10" mol
L™, respectivamente (NAKASHIMA et al., 1982, 198; UENO, 1990).

O patétipo de morango, Alternaria alternata f. sp. fragariae (Aitéesaria
fragariae) afeta apenas o cultivar de morango Morioka-16etanto, este patétipo
€ também patogénico para certos cultivares de pera sustepiivpatotipo da pera
japonesa (MAEKAWA et al., 1984). Tal comportamento fitopatogemode ser
explicado pela producdo das toxinas AF I, Il e(li8-80), que embora possuam
estruturas muito similares, apresentam comportamenwméglmios distintos. A
toxina AF | (0,1 ug mL) é téxica tanto para o morango cv. Morioka-16 quanta par
o cultivar de pera cv. Nijisseiki. AF 1l (0,02 ug Hlé toxica apenas para o cultivar
de pera e AF Ill (1 pg mt) é toxica apenas para cultivar de morango. As difesenca

entre as toxinas AF encontram-se na porcdo acido 2-hi8rmeatilpentandico
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presente nas trés toxinas. Na toxina AF | o grupo 2-hidroxargrazse livre e nas
toxinas | e Il encontra-se esterificado com o adddihidroxi-2-metilbutirico e 2-
hidroxi-2-metilbutirico, respectivamente (NISHIMURA & KOHMOTO1983;

UENO, 1990).

i@_f

HO © OH |,
el BR% IS
5 EXm— .nO —
0 mcocm © COOH
(78) toxina AF | (R=0H) (79) toxina AF Il

(80) toxina AF Il (R=H)

Do patétipo de A alternata f. sp. Citri, patogeno do limdo rugogou6C
jambhiri), foi também isolada a toxina ACRL(81) (GARDNER et al., 1985). A
atividade desse metabolito foi avaliada contra 67 culsvaes citros. A toxina
mostrou-se altamente seletiva, tendo produzido netwtise(1 pg mL') apenas em

limdo rugoso e limédo cravo (Citrt OH

limonia) (NAKASHIMA et al.,, 1983, OH OH OH (J“‘\*;L
T G =
1985) A 1 pg mL', a toxina produzit = o0
desacoplamento da fosforilacdo oxidat _
(81) toxina ACLR |

e alteracdes do potencial de membr:
em mitocondrias da planta hospedeira susceptivel C. jamBdiM{TSU et al.,
1989).

As toxinas AAL compdem um grupo de compostos estruturalmente

relacionados que apresentam elevada fitotoxicidade. Forgimabmente isoladas

como pares isomeéricos TA82), TA, (83) e TB,, TB; a partir do filtrado de cultura
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do fungo Alternaria alternata f. sp. lycopersici, causador de lgsédess nas hastes
do tomateiro (BOTTINI & GILCHRIST, 1981; BOTTINI et al., 198T)és outros
pares de toxinas regioisomeéricas;T€CTG, TD; e TD, e TE e TE foram isolados
de cultura liquida do fungo (CALDAS et al.,, 1994). Embora tenhsido
inicialmente consideradas como especificas para ceddsdades de tomate
(CLOUSE & GILCHRIST, 1987), foi montrado que as toxinas AAL a@nésm
elevada toxicidade para diversas espécies de plantas (ABRBAS., 1994). As
toxinas AAL inibem uma forma de ceramida sintase encongadplantas de forma
similar a inibicdo da ceramida sintase de mamiferos pefeorisina B (84)
produzida por espécies do género Fusarium (ABBAS et al., 1994).shisctwlha
de Solanum nigrum L. expostos a solugk toxinas AAL TA a 200 pmol L™
apresentaram perda de clorofila, de eletrolitos e autdtiservaveis apos 12 horas
de exposicio. Em concentracdes entre 0,01 e 50 pumol L™ os efeitos foram
observados em 24 horas (ABBAS et al., 1998a). As toxinas fardm patenteadas
como herbicidas naturais, mas a toxicidade para mamifenaes pooibitivo 0 uso
direto como herbicidas e os esforcos na busca por asapgosejam toxicos apenas

para plantas ndo tem logrado éxito (ABBAS et al., 1995, 1998a).

OH OH OH 0 COOH

COOH
_ NH OJK/J\/ OH OH
élH /\T/!\._/\_/\/\/\,/'\/:\/NHE

H

O

COCH -
O COOH = OH

O

(82) toxina AAL TA; (83) toxina AALTA,
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COOH o (84) Fumonisina B1 (R;=0H; R,=0H)
; Fumonisina B2 (R;=OH; R,=H)
Fumonisina B3 (R;=H; R,=0H)

Fumonisina B4 (R;=H; R,=H)

As fumonisinas sdo produzidas por diversas espécies do gémsaoium
Inicialmente identificadas devido a elevada toxicidaderaanamiferos, formam um
grupo de compostos constituido por diversas séries de analogasrais, sendo a
série B (fumonisinas Ba B;) as mais tOxicas para plantas e animais e as mais
abundantes na natureza (ABBAS et al., 1998b). Suas estr(@dydsmseiam-se em
uma longa cadeia carbdnica hidroxilada contendo grupos reetiituintes e duas
hidroxilas esterificadas cada uma com um grupo acido proparicarboxilico.

As toxinas da série B sdo as mais téxicas para plaraagmis. Fumonisina Be
toxinas AAL sdo analogos a esfingosina e atuam por inikdgdoeramida sintase
(importante enzima da rota biossintética de esfingoligijdecausando rapido e
massivo acumulo de fitoesfingosina e esfinganina, substdataseramida sintase.
Como tais precursores produzem sintomas muito similavespeovocados pelas
toxinas, tem sido proposto que o acumulo destas bases aigmgdiesponsavel, ao
menos em parte, pela fitotoxicidade (ABBAS et al., 1994, 1998b; SHIER.,
1995). Varias plantas se mostraram sensiveis a toxina e rdidqde minima
necessaria para produzir danos foliares foi de 0,05 pg. A toxina foi capaz de produzir
clorose, necrose, atrofia de ramos e desfolhamentd@ TOWI, 1996) Os compostos
FB; e FB apresentam grupo amino e fHifere de FB por apresentar uma hidroxila
em Cyo. FB; e FB, diferem das demais quanto a posicdo das hidroxilas na cadeia

carb6nica (DUTTON, 1996; BOYLE & KISHI, 1995).
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Zinniol (85) é um policetideo fitotoxico originalmente isolado de Alterae
zinniae (STARRATT, 1968) e posteriormente detectado em filtradosuttara de
Phoma macdonaldii (SUGAWARAS STROBEL, 1986)e de varias outras

espécies de Alternaria (BARASCH et.,all981;

Yf”\/o OH
oH COTTY & MISAGHI, 1983; YU et al., 1983
OCH; STIERLLE et al., 1993)lsolado de cultura do fung
(85) zinniol fitopatogénico Alternaria porri, zinniol a 5 mmofL

apresentou fitotoxicidade nas folhas da planta hosped@lii@n{ fistulosun)
(COTTY & MISAGHI, 1983; YU et al.,, 1983). Estudos de correlacaouasta-
atividade utilizando o zinniol e diversos analogos naturaistétisos sugerem que
0s grupos hidroximetil presentes na estrutura do zinniol sé&n@ss para a
atividade fitotoxica (SUEMITSU et al., 1992; GAMBOA-ANGULO et al1997,
2000, 2002).

O fungo endofitico Diplodia mutil@r.) apud Mont. (estagio anamorfico
Botryosphaeria stevensii), patogeno da espécie Quercus Suipeceu o

composto fitotdxico diplopiron#86), que foi capa:

de induzir lesbes necroticas em Q. suber a

concentracdo de 0,01 mg fhLNa concentracdo d

0,1 mg mL* a toxina causou colapso do teci

(86) diplopirona

interno de plantulas de tomate, apresentando pori
atividade fitotoxica nédo seletiva (EVIDENTE et al., 2003)
Além dos compostos fendlicos fitotdxicos altersolanolBA,dactylariol e
porriolideo(21-24) o filtrado de meio de cultura do fungo fitopatogénico Alteiana

porri forneceu outro composto denominado porritox{8@), cuja concentracéo
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A 40 pg mLh, porritoxina inibiu em 100%a

0
0 NH
germinacao de alface (SUEMITSU et al., 199: \f\’ ]
O fungo produziu ainda um metaboli{88) que OCH,4 o

ndo apresentou atividade fitotoxica em tes

(87) porritoxina
utilizando sementes de alface (Lactuca sativ
e cebolinha (Allium fistulosum) (SUEMITSU et al., 1992b). O mesnatabolito
foi reportado como sendo produzido pelo fungo Nimbya alternantheéaepa da
da espécie daninha Alternanthera philoxeroides. Neste trabalho, dadgivi

fitotdxica do composto foi verificada pela inibicdo da sinteEsATP (1Go 66 umol

L™ em cloroplastos isolados de esping

(S. oleracea). Os resultados mostraram 0
P o

a toxina atua ao mesmo tempo co \]/\/ o]

inibidora da reagdo de Hill e con CH4

desacopladora do transporte de elétrons  (88) 6-(3,3’-dimetilaloxi-4-metoxi-5-
fosforilacdo oxidativa (DEMUNER et al metilftalideo
2006).

De filtrados de cultura dos fungos Seiridium cardinale, S. cupraasd S.
unicorne, patdégenos de Cupressus sempervirens, foram isolados pmstmm
denominado Seiricuprolide@9) e osA*-butenolideos seiridingd0) e isoseiridina
(91). Seiridina e isoseiridina 0,3 mgmL™ produziram clorose e necrose foliar em
plantas hospedeiras (Cupressus sempervikensacrocarpa C. arizonica) e nao-
hospedeiras (Lycopersicum esculenten®cynum basilicum) (EVIDENTE et al.,
1986; SPARAPANO et al.,, 1986). Seiricuprolideo apresentou toxicigeaea
plantas hospedeiras (0,4 mg MLe nao-hospedeiras (0,5 mg MWL produzindo

sintomas cloréticos e necroticos (EVIDENTE et al., 1994; Bi&Let al, 1988).

5C



H
HY - " H
OH COH
0" © o |
H H
3C 3
(89) seiridina (R = CH3) (90) seiricuprolideo

(91) isoseiridina (R = CH,CHs)

O filtrado de cultura de S. sapinea f. sp. cupressi fornecém dhs
sphaeropsidinas (terpenoides), duas outras substancias fitotoxicasirdelas
sphaeropsidonéd?) e episphaeropsidor(@3). Ensaiadas a 0,2 mgL™, as toxinas
causaram clorose, escurecimento e necrose em ramqgdad&s hospedeiras
(Cupressus macrocarp&. arizonicae C. sempervivens) e induziram murcha em

tomate (EVIDENTE et al., 1998).

(92) sphaeropsidiona
(93) episphaeropsidiona

A radicinina(94) € um metabdlito produzido por diversas espécies de fungos
(GROVE, 1964; SHERIDAN & CANNING, 1999; NAKAJIMA et al., 1997;

SOLFRIZZO et al., 2004). Ensaios fitotoxicos mostraram q@liainina foi capaz
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de causar lesdes necroéticas em folhas de Coix lachr
jobi (0,3 pg/folna) (NAKAJIMA et al., 1997). A

radicinina (10 pg mL™) inibiu em 25% o cresciment

radicular de plantulas de cenoura (Daucus car

(SOLFRIZZO et al., 2004)

(94) radicinina

O macrolideo denominado pirenopho{@b) foi isolado do fungo Drechslera
avenae (Eidam) Schafir, patbgeno de Avena sterilis L. Quand@lpagote imersas
em solucdo do composto na concentraca2fieumol L™, plantulas de A sterilis L.,
A fatua L. e L. esculentum L. apresentaram necrose fdligersas outras espécies
de mono e dicotiledbneas mostraram resisténcia (KAST&\tAal., 2000).

Os metabolitos fitotoxicos cornexistif@s) e hidrocornexisting97), isolados
do fungo néo patogénico Paecilomyces variotii Bainier, apreseatigidade toxica
para diversas espécies de plantas. Atuam pela inibigdo asparagina
aminotransferase e foram patenteados como herbicidasaisa(ABBAS et al.,

1998; FIELDS et al., 1996; AMAGASA et al., 1994).

o

o = OH

O
=

H

O

(95) pirenophorol (96) cornexistina (R = CHs)

(97) hidrocornexistina (R = CH,CH3)
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CAPITULO 3

Avaliacao da fitotoxicidade de filtrados de cultura d€ungos

fitopatogénicos

Introducgéo

Durante trabalhos de levantamento e isolamento de fupgtigyenos de
plantas daninhas incidentes no Brasil com o propositoetieignar potenciais
candidatos para 0 uso como agentes controle biolégiispeibu-se de que isolados
de trés espécies (Nimbya alternanther@erynespora cassiicol& Alternaria
euphorbiicola) seriam capazes de produzir compostos fitotoOxicodamsss eniciais
do processo infeccioso.

Nimbya alternantherae foi isolado de tecidos necrosadosadeapaninha
Alternanthera philoxeroides (BARRETO e TORRES, 1999). Nativa da América do
Sul e conhecida popularmente no Brasil como tripa-de-saper@-de-jacaréA.
philoxeroides tornou-se uma planta invasora muito agressivdiversas regioes do
mundo, tendo, por exemplo, sido listada entre as 20 plant@soras mais
significantes na Australia (THORP e LYNCH, 1999). Nimbya altetinara
apresentou elevada patogenicidade tanto contra bibtipos ebwssilquanto
australianos de A. philoxeroides (BARRETO e TORRES, 1999). Tmbalh
posteriores mostraram que o fungo apresenta potencial pazagétii como mico-

herbicida eficiente contra A philoxeroides (POMELLA et al. 2007).
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O isolado de Corynespora cassiicola f. sp. lantanae foi idewtdicomo
agente causal da mancha alvo (Target Spot) em Lantana cdRBREIRA e
BARRETO, 2000). Embora o fungo seja considerado patdogeno “inespecifico” capaz
de causar les@es foliares em mais de 70 espécies despiasfzedeiras em regides
tropicais e subtropicais (SILVA et al., 1998). PEREIRA et(@2003) mostraram
através de testes de seletividade que C. cassiicola isolado demara por
PEREIRA e BARRETO (2000) tem especificidade para a plasgépddeira, sendo,
ainda, restrito a certos biétipos de lantana.

Alternaria euphorbiicola foi isolado de severamente infectados atdaapl
daninha Euphorbia heterophylla (BARRETO e EVAN®98) principal planta
invasora da cultura de soja no Brasil. Popularmente catdheximo amendoim-
bravo ou leiteiro, E. heteroplhylla é uma euforbiacea nativa dariéantopical e
subtropical (LORENZI, 2001; MESCHED&t al., 2002) e tem sido relatada em pelo
menos 65 paises (PARSONS e CUTHBERTSON, 1992).

Durante estudos com N. alternanther@e cassiicola f. sp. lantanaeA.
euphorbiicola, observou-se que apds a aplicacdo de suspensgmrds esbre as
respectivas plantas hospedeiras, aaarecrose generalizada em intervalo de tempo
gue varia entre algumas horas a 1-2 dias, tempo considesadiziente para que
ocorram 0s processos de germinacao de esporos, peneteatgiido, colonizacdo e
manifestacdo de sintomas na interacdo fungo patogénic@aplanque levou a
conjectura de que estes trés taxa fossem capazes de pnmitioxinas com
potencial interesse para a descoberta de novos heriBIARRETO, comunicacao
pessoal)

Este trabalho te como objetivo a investigacdo dos isolados de N.

alternantheraC. cassiicola f. sp. lantan&@eA. euphorbiicola quanto a producéo in
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vitro de fitotoxinas que poderiam ser utilizadas como hefgcnaturais ou servir de

modelo para a sintese de compostos analogos com atividadisadae

Material e Métodos

Cultivo dos fungos. Os isolados CP 17 (Nymbia alternantherae), JMP 217
(Corynespora cassiicola) e KLN 06 (Alternaria euphorbiicola) enconteam-s
depositados na Colecdo Octavio de Almeida Drumond da Universidatbzal de
Vigosa. Os fungos foram inicialmente cultivados emadade Petri contendo meio
de cultura CVA (Caldo de Vegetais-Agar) (PEREIRA et al., 20@8)badas &5

°C por sete dias. Para a investigacdo da producao de fitpxiiscos de micélio
(9=10 mm) provenientes da periferia de culturas em cresciméoram
assepticamente repicados para erlenmeyers com capapatadé L, contendo cada
um 2 L de meio de cultura Caldo de Vegetais (PEREIRA.e2@03) ou Jenkins-
Prior modificado (FARGUES et al2001), previamente autoclavados por 20 min a
121 °C. As culturas foram mantidas em agitador orbital (iB) com temperatura

controlada (28 °C), em auséncia de iluminacao por 15 dias.

Obtencao de filtrados de cultura. Apés periodo de incubacéo, as culturas foram
submetidas a filtracdo em membrana de nailon para rendocéiicélio, seguida por
filtracdo em papel de filtro para remocdo dos espdssfiltrados obtidos seguem
identificados pela iniciais de cada fungo e do meio de cultura utilizado. Desta
forma, para Nymbia alternantherae (CP 17) foram produzidos @&ldigrNA/CV
(1,83 L) e NA/JP (1,88 L). Para Corynespora cassiicola (JMP 2&fhfproduzidos

os filtradosCC/CV (1,55 L) eCC/JP (1,80 L) e para Alternaria euphorbiicola foram
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produzidos os filtrados AE/CV (1,86 L) e AA/JP (1,90. Para a avaliacdo da
fitotoxicidade, os filtrados de cultura foram submetidoseseste inibicdo de

germinacao e crescimento radicular e ensaios em caméata.u

Fracionamentos O filtrado da cultura de A. euphorbiicola em meio de Jenkins-Prior
foi liofilizado (64,8 g) e submetido a fracionamento iniciallizando-se duas
metodologiasNa primeira, parte do filtrado (48,0 g) foi incorporado emasiiel60
(70-230 mesh) e aplicado sobre coluna de silica-gel (506 ga@tada em funil de
vidro sinterizado (13,5 cm de diametro e 10,5 cm de altura). aterial foi
fracionado com hexano, acetato de etila e metanol,ad& squema 1).

No segundo método de extracéo, o restante do materizdidd (16,8 g) foi
dissolvido em agua destilada (200 mL) e extraido em fungpl@racdo utilizando-se

hexano, diclorometano e acetato de etila (3 x 200 mL cada).

—

Liofilizado incorporado
ommm——=l—— emsilica-gel 60

-
[~ Silica-gel 60

Esquema 1 Fracionamento inical dc
liofilizado de filtrado de cultura de A
euphorbiicola em meio de Jenkin
Prior modificado.

InibicAo da germinacdo e crescimento radicular.A atividade dos filtrados de
cultura foi avaliada contra sementes de pepino (Cucumisisp sorgo (Sorghum
bicolor). Cinco mililitros de cada filtrado de cultura, contendo w80 a 0,5%
(v/v), foram transferidos para placas de Petri (@ 90 nontendo 25 sementes
acondicionadas sobre papel de germinacdo Gerfhit€dtrados de cultura sem

crescimento fangico e solucdo aquosa de Tween 80 foramzadt como
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testemunhas. As placas foram vedadas com filme plasticanéidass em camara
climatica a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apos 72 h as sgerminadas
foram contadas e as raizes medidas. O experimento fduzido no delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os r@ssifaram submetidos a
andlise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade e assrfédam comparadas

pelo teste de Tukey.

Ensaio em camara umidaFiltrados de cultura contendo Tween 80 a 0,5 % (v/v)
foram aspergidos sobre folhas sadias (superficie adaeig)antulas cultivadas em
casa de vegetacdo. Os filtrados das culturas de cada funago tiestados contra as
respectivas plantas hospedeiras e contra uma segunda pdeoinomicamente
relacionada. Desta forma, os filtrados de cultura de Itermantherae foram
aspergidos sobre folhas de Alternanthera philoxer@desaranthus viridis (familia
Amaranthacege os filtrados de cultura de C. cassiicola foram aspergidbses
Lantana camara Verbena litoralis (familia Verbenaceae) e os filtrados deurcault
de A. euphorbiicola foram aspergidos sobre Euphorbia heterogh@leamaesyce
hirta (familia Euphorbiaceae). Filtrados de meios de cultumecsescimento fungico
e solucdo aquosa de Tween 80 a 0,5% (v/v) foram utilizados test@munhas. As
plantulas foram mantidas em camara umida a 25 °C ecowd@gimento de sintomas
foi observado diariamente por 72 h. Os sintomas foramaartidos em grau de leséo
com o uso de escala arbitraria de intensidade, com basaespatao visual:—{,
auséncia de sintomas; (+) amarelecimento; (++), necko$0% da area foliar;
(+++), necrose > 50% da éarea foliar; (++++), necros&0% da area foliar

acompanhada de desfolha.
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Resultados

Os resultados obtidos em ensaios de inibicdo de germimacé@scimento
radicular mostraram que os filtrados de cultura dos trggof em ambos os meios
de cultura utilizados, aprseentaram efeitos toxicos selnerges de pepino e sorgo.
O filtrado de cultura de A euphorbiicola em meio de Jenkins-Pradifitado
produziu maior inibicdo da germinagéo e do crescimento radidel sorgo e maior
efeito inibitorio sobre a germinacéo de pepino (Tabgla 1

O filtrado de cultura de Corynespora cassiicola em meio dendeRkior
modificado apresentou maior fitotoxicidade contra sersetiéeambas as espécies de
plantas, tendo inibido em 100% a germinacdo das duas espdiciasag (Tabela
2).

Os filtrados de cultura de Nymbia alternanthera produziram inibicdo de
germinacao e crescimento radicular em ambas as pl&antiisrado de cultura em
meio de jenkins-Prior modificado apresentou maioresosfédixicos sobre sementes
de pepino, enquanto o filtrado de cultura em meio Caldo de &lsggpresentou

maior fitotoxicidade contra sementes de sorgo (Tabela 3).
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Tabela 1: Efeito dos filtrados de cultura de Alternaria euphorbiicola sobmmigacdo e crescimento radicular de Sorghum biclor

(sorgo) e Cucumis sativum (pepino).

Espécie| Tratamento | N° de semente{ Germinacdo%) Comprimento radicular médio| Crescimento radicularf%o)
germinadas cm (x £ SD)
Agua destilada 19+1 a 23+0,2a
Controle JP 19+1 a 22+02a
Pepino | Controle CV 19+2 a 2,1+ 0,3a
AE/JP 14+1c 73,4 +£5,2 0,4+0,06c 18,2 + 2,7
AE/CV 17+1b 89,5+5,2 0,6 £0,05b
Agua destilada 10+2 a 1,0+0,1a
Controle JP 9+1 a 1,0+£0,2a
Sorgo | Controle CV 9+1la 1,0£0,1a
AE/JP 8+2 a 0,6 £0,08 b 60,0 £8,0
AE/CV 4+1 Db 445 +11,1 0,3+0,05c 30,0 £5,0

AE/JP, filtrado de cultura d& euphorbiicola em meio de Jenkins-Prior modificado; AE/CV afiltr de cultura dA. euphorbiicola em
meio Caldo de Vegetais. Controles CV e JP: filtrados derasltsem crescimento fungico. *Porcentagem de inilecérmescimento
radicular em relacdo aos meios de cultura sem crestinfingico. Para cada espécie, médias seguidastps iguais, em cada

ensaio, ndo diferem pelo teste de Tuckey ao nivel de 5¥odalilidade.
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Tabela 2: Efeito dos filtrados de cultura de Corynespora cassiicolae spdmminacéo e crescimento radicular de Sorghum bicolor

(sorgo) e Cucumis sativum (pepino).

Espécie| Tratamento | N°de sementey Germinagao* Comprimento radicular médi¢  Crescimento radicularf%o)
germinadas (%) cm (x = SD)

Agua destilada 19+1 a 23+0,2a
Controle JP 19+2a 22+02a

Pepino | Controle CV 19+2 a 2,1+ 0,3a
CClP 0c 0 Oc 0
cacv 17+2 b 0,9+0,07b 42,8+ 3,3
Agua destilada 10+2 a 1,0+0,2 a
Controle JP 9+1 a 1,0+£0,2a

Sorgo | Controle CV 9t1la 1,0£0,1a
CClapP Ob 0 Oc 0
cacv 101 c 0,7+£0,04b 70,0+ 4,0

AE/JP, filtrado de cultura de C. cassiicola em meio de Jefkins modificado; AE/CV, filtrado de cultura C. cassiicolaehe meio
Caldo de Vegetais. Controles CV e JP: filtrados de cultemrascsescimento fungico. *Porcentagem de inibicdo e crestamradicular
em relacdo aos meios de cultura sem crescimento furiggera cada espécie, médias seguidas por letras iguatsdenensaio, nao

diferem pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3: Efeito dos filtrados de cultura de Nymbia alternantherae sobmirgegdo e crescimento radicular de Sorghum bicolor

(sorgo) e Cucumis sativum (pepino).

Espécie| Tratamento | N° de semente: Germinacao* Comprimento radicular Ccrescimento radicular *
germinadas (%) médio cm (X + SD) (%)

Agua destilada 19+1 a 23+0,2a
Controle JP 19+2a 22+02a

Pepino | Controle CV 19+2 a 2,1+ 0,3a
NA/JP 0c 0 Oc 0
NA/CV 16+2 a 0,9+£0,07b 42,8+ 3,3
Agua destilada 10+2 a 1,0+0,1a
Controle JP 9+1 a 1,0+£0,2a

Sorgo | Controle CV 9t1la 1,0£0,1a
NA/JP Ob 0 Oc 0
NA/CV 71 a 0,6 £0,02b 60,0+ 2,0

AE/JP, filtrado de cultura de N. alternantherae em meio den3eRkior modificado; AE/CV, filtrado de cultura de N. attentherae
em meio Caldo de Vegetais. Controles CV e JP: filtradosiltieras sem crescimento fungico. *Porcentagem de inig@e@scimento
radicular em relacdo aos meios de cultura sem crestinfungico. Para cada espécie, médias seguidastpas iguais, em cada

ensaio, ndo diferem pelo teste de Tuckey ao nivel de 5¥odalilidade.
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Nos ensaios em camara Umida, ambos os filtrados de cudeira\
euphorbiicola apresentaram atividade fitotoxica contra a plaotpedeira E.
heterophylla, tendo o filtrado de cultura em meio Jenkins-Ppesantado maior
fitotoxicidade (Tabela 4). Contra a planta E. hirta, nenlas filtrados produziu
sintomas, o0 que pode sugerir uma seletividade da(s) toxipagsente(s) nos
filtrados.

Os filtrados de cultura de C. cassiicola em ambos os meiosultdeo
apresentaram atividades fitotoxicas discretas e similavegac Lantana camara
Contra Verbena litoralis, o filtrado de meio Jenkins-Pripresentou atividade
fitotoxica acentuada, enquanto o filtrado da cultura em Cald&etgetais néo
produziu sintomas.

Avaliados contra a espécie Amaranthus viridis, os filtrados dtaraude
Nymbia alternantherae em ambos os meios utilizados apresenfmEqnena
atividade fitotoxica. Entretanto, o filtrado em meio de JesiPrior induziu sintomas
mais severos em Alternanthera philoxeroides, espécie hospedeirangtn fds
filtrados dos meios de cultura sem crescimento fungi@ pré@duziram sintomas
sobre folhas das plantas testadas.

Estes estudos mostraram que os trés fungos estudadosapdzes de
produzir e secretar toxinas em meio liquido. De um modo gesafiitrados das
culturas formadas em meio de Jenkins-Prior modificad@saptaram maiores

efeitos fitotoxicos.
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Tabela 4: Efeitos dos filtrados de cultura sobre diferentes pfardaninhas em

ensaios em camara Umida.

Alternaria euphorbiicola (AE)

Planta Filtrado Sintomas*
AE/CV (+++)
Euphorbia heterophylla
AE/JP (++++)
AE/CV -)
Chamaesyce hirta
AE/JP -)

Corynespora cassiicola (CC)

Planta Filtrado Sintomas
Cc/cv (+)
Lantana camara
CC/ JP (+)
Cc/cv )
Verbena litoralis
CC/IP (+++)

Nymbia alternantherae (NA)

Planta Filtrado Sintomas
NA/CV (+)
Alternanthera philoxeroides
NA/JP (++)
NA/CV (+)
Amaranthus viridis
NA/JP (+)

* (-), auséncia de sintomas; (+) amarelecimento; (++ypsec< 50% da area foliar;
(+++), necrose > 50% da éarea foliar; (++++), necros&0% da area foliar

acompanhada de desfolha. CV, Caldo de Vegetais. JP, Jenkins-Pri

O fungo A. euphorbiicola foi selecionado para os trabalhbsesjiientes de
estudo da producado de compostos fitotdxicos, dada a agressividfanhgoaontra a

planta hospedeira e a importancia desta planta paracalaga brasileira. O filtrado

73



da cultura do fungo em meio de Jenkins-Prior foi liofdzae submetido a dois
métodos de extracdo, conforme descrito anteriormArtentativa de fracionamento
utilizando coluna de silica ndo foi bem sucedida, uma vezhgano e acetato de
etila ndo foram eficientes na extracdo. A extragino metanol levou a obtencao de
extrato com massa de 29,4ggande parte do material liofilizado (massa total de 48,0
g) permanecendo retida na coluna de silica. Solu¢do aques&rao em metanol (5
mg mL™) foi testada contra folhas de E. heterophylla eaaisou sintomas.

Parte do liofilizado foi dissolvida em agua e submetideteacao ligido-
liquido com hexano, diclorometano e acetato de etila. Neahmassa foi extraida
com hexano. As extracdes com diclorometano e acdéaadila produziram extratos
sélidos com 72 e 193 mg, respectivamente. Os extratos festatos a 5 mg miL
contra folhas de E. heterophylla e apenas o extrato em adetagtila produziu
sintomas observaveis apos 72 h de aplicacao.

Diante destes resultados, os trabalhos subsequentesratiliacetato de etila

como solvente para a extracdo dos filtrados de cultura.
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CAPITULO 4

Fitotoxicidade de Filtrados de Cultura e Constituintes

Quimicos ¢k Alternaria euphorbiicola *

RESUMO - A espécie fungica Alternaria euphorbiicola é agente causal deaseve
necroses de inflorescéncia, queimas de folhas e cancrbastia em Euphorbia
heterophylla (leiteiro ou amendoim-bravo), importante plalstainha responsavel
por grandes prejuizos a agricultura brasileira. A agficade suspensdes de esporos
do fungo sobre populacdes da planta hospedeira resultapda mproducdo de
necrose dos tecidos das plantas (24 a 48 horas apdacap)ic Estas observacdes
levaram a conjectura de que o fungo possa produzir fitotokineitro capazes de
causar lesdo nas plantas. O objetivo do presente toabmh investigar
preliminarmente a producdo in vitro de fitotoxinas por A euphorbiicola sob
diferentes condi¢des de cultivo. Os resultados mastrgue a composicdo do meio
de cultura e as condi¢cdes de cultivo influenciaramaofiicidade de filtrados de
cultura, tendo o cultivo sob agitacdo e na auséncia devarefado a producao de
metabdlitos fitotoxicos pelo fungo. O filtrado da cultura emio de Jenkins-Prior
modificado, crescida sob agitacdo, no escuro e a 2pré&sentou a maior atividade
fitotoxica, tendo produzido extensas necroses foliares feld@sem plantas de E.

heterophylla. Este filtrado de cultura foi entdo submetido aaghdr seguida por

! artigo aceito para publicacéo pela revista Planta Daninha.
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fracionamento guiado por bioensaios. Uma fracdo crondé togr constituida
majoritariamente por acidos graxos de cadeia longa prodadas lcloréticos e
necrose de folhas, assim como observado ap6s a inocdiag@iteiro com o fungo.
Estes resultados sugerem a participacdo de acidos grayosaesso infeccioso na

associagao A euphorbiicoxeE. heterophylla

Palavras chave: Ascomycota, fungo, amendoim-bravo, Euphorbia heterophylla

fitotoxinas, isolamento guiado por bioensaio.

PHYTOTOXICITY OF CULTURE FILTRATES AND CHEMICAL

CONSTITUENTS FROM Alternaria euphorbiicola

ABSTRACT — The fungal species Alternaria euphorbiicola was identified asatau
agent of inflorescence necrosis, leaf blight and steancer in Euphorbia
heterophylla (wild poinsettia), a major invasive weed responfiblgreat losses to
Brazilian agriculture. The application of spore suspensiohghe fungus on
specimens of the host plant resulted in production of issged necrosis in short
time intervals (24 to 48 hours) after application. Thesseofations led to the
conjecture that the fungus could produce phytotoxins capable of calzsimapge to
the plant. The objective of this study was to investighéein vitro production of
phytotoxins by A. euphorbiicola under different growth conditiohbe results
showed that the culture medium and growth conditionsiemfted the phytotoxicity
of culture filtrates. Growing the fungus under agitatiothie dark resulted in higher

production of phytotoxic metabolites. The filtrate from tbelture formed in
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modified Jenkins-Prior medium, under agitation, at 28irff@Ghe dark showed &
highest phytotoxic activity. This filtrate produced foliar resis and defoliation on
E. heterophylla and was subjected to extraction followed by igagsded
fractionation. A chromatographic fraction consisting raby long-chain fatty acids
produced bleached lesions and necrosis of leaves, sanmosysnobserved after
inoculation of the fungus in the host plant. Thesilte suggest the involvement of
these phytotoxic fatty acids in the process of tissuesioveof E. heterophylla by A

euphorbiicola.

Keywords: Ascomycota, fungi, wild poinsettia, Euphorbia heterophylla

phytotoxins, bioassay-guided fractionation.

INTRODUCAO

O leiteiro ou amendoim-bravo, Euphorbia heterophylla L. (Euphortahcéa
uma planta daninha altamente competitiva, consideradalasngrincipais invasoras
nas culturas da soja e o feijao (Rizzardi et al., 200d;a@ et al., 2010; Cury et al.
2011).

O controle de infestacbes de E. heterophylla vem sendo exercido
principalmente com o uso de herbicidas inibidores da enziet@lactato sintase
(ALS). Entretanto, o uso repetitivo destes herbicidas levselegdo de populacbes
resistentes (Gazziero et al. 1998), como por exemplooarémcia de biotipos
resistentes ao glifosato (Vidal et al., 2007; Cerdeira €2@l1) e pelo surgimento de
biotipos com mudltipla resisténcia a herbicidas inibidatasALS e inibidores da

protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) (Trezzi et al. 2005). Diatdste quadro,
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torna-se de grande interesse a busca por novos compostisgpara 0 manejo de
E. heterophylla

Durante trabalhos de levantamento de fungos fitopatogéagssciados a
plantas daninhas relevantes no Brasil, a espécie Altereapiaorbiicola foi isolada
a partir de tecidos severamente infectados de Euphorbia heterophaitat¢B&
Evans, 1998). Durante estudos sobre o potencial de A euphorbito@ agente
para o controle biolégico de E. heterophylla, foi observado gaelieacdo de
suspensodes de esporos do fungo sobre populagbes da pladdeiasresulta em
rapida producdo de necrose de tecidos (24 a 48 horas) apasapliEste periodo
seria insuficiente para os processos de germinacdo degspenetracéo de tecidos,
colonizagdo e desenvolvimento de sintomas resultantes nfdcdo. Estas
observacdes levaram a conjectura de que o fungo produz, @e®®o da
colonizacéo da planta, fitotoxinas capazes de provocarsescemn E. heterophylla.

A producdo de metabdlitos fitotoxicos por fungos fitopatogénieos
capacidade destes compostos de causarem lesbes em tecplastaldospedeira
encontram-se amplamente descritas na literatura (Denainal., 2006; Strange,
2007; Mobius & Hertweck 2009). Fatores como a diversidade esthuelevadas
atividades bioldégicas em pequenas concentracdes e a capgadaatuar por novos
mecanismos de acdo fazem com que fitotoxinas flungi¢as s®nsideradas uma
fonte promissora para a producdo de novos herbicidas safttaagland, 2001;
Duke et al., 2002). Ainda que ndo apresentem propriedades adeqasaas uso
direto, tais compostos apresentam grande potencial comelasgpara a sintese de
novos herbicidas (Barbosa et al., 2003; Chaves et al., 260608 et al., 2009).

A investigacdo da producdo de fitotoxinas por fungos fitopatog&€nico

normalmente se inicia com a avaliacao da fitotoxicidad@tceos de cultura livres
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de células. Apds o periodo de incubacdo, o meio de céltsudmetido a filtracéo e
o filtrado é avaliado em ensaios para demonstragéo de fitiotadéc(Chen & Swart,
2002; Souza Filho & Duarte, 2007). Estudos sobre a possivel cetagde as
condicbes de crescimento e fitotoxicidade de filtrados wdkkura podem ser
conduzidos, permitindo o uso das condicdes mais favoraveasaparoducao de
fitotoxinas para fins de producdo, extracdo, fracionamentaracterizacdo de
compostos quimicos fitotoxicos (Berestetskyi, 2008).

A agressividade e rapidez no desenvolvimento de sintomas Apor
euphorbiicola contra E. heterophylla despertou o interesse pelo istdame
identificacdo e avaliacdo de compostos fitotdxicos produzms fungo como
candidatos a agentes naturais para controle quimico lietétophylla. No presente
trabalho foi investigada a fitotoxicidade de filtrados de cultdegaA. euphorbiicola
produzidos sob diferentes condicbes de cultivo e ideatifinetabdlitos do fungo

com atividade fitotoxica contra E. heterophylla.

MATERIAL E METODOS

Procedimentos geraisExtracdes e procedimentos cromatograficos foram realza
utilizando-se solventes de grau analitico. As separacoemtograficas em coluna
foram realizadas utilizando-se silica-gel 60 (70-230 mesha &amatografia em
camada delgada analitica foram utilizadas placas de g#icé® G ks4 com 0,25
mm de espessura e revelacdo com luz ultravioleta (254 e 366eqoida por
nebulizacdo com solucao alcodlica de acido fosfomolibd@e espectros na regido
do Infravermelho (IV) foram obtidos em espectrobmetro afarFT-IR 660-IR

equipado com acessorio Pike GladiATR. As analises pomatografia a gas
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acoplada a espectrometria de massas foram realizadaqugmareento Shimadzu
GCMS-QP5050A, nas seguintes condi¢cdes operacionais: métadonpacto de
elétrons (70 eV); modo scan, m/z 30,00 a 700,00; coluna capik (80 m x 0,25
mm, 0,25um); fluxo do gas de arraste (He) 1 mL “mirazdo de split 1:5.
Programacao de temperaturazTR0 °C por 5 min., gradiente de 4 °C thiaé T=

80 °C, gradiente de 10 °C niimté T:= 285 °C; temperatura do injetor 290 °C;
temperatura do detector 290 °C. Os constituintes quimicos fiolentificados por
comparacao dos espectros de massas com aqueles existebtexo de dados do

equipamento e pelo indice de kovat’s (Linstrom & Mallard, 2005).

Cultivo do fungo: Alternaria euphorbiicola (isolado KLN 06), originalmente
isolado de tecidos infectados de E. heterophylla, foi cultivadlacas de Petri
contendo meio de cultura caldo de vegetais-agar (Patembd, 2003) a 25 °C por
sete dias. Discos de micélio (@=10 mm) provenientes daeparidle culturas em
crescimento ativo foram assepticamente repicadosffzaeos erlenmeyers de 2 L
contendo, cada um, 300 mL de diferentes meios de culturaldguCaldo de
Vegetais (Pereira et al., 2003); meio de Jenkins-Prior froado (Fargues et al.,
2001); Czapek-Dox e meio de Fries (Beadle & Tatum, 1941). iReeatigacdo da
possivel interferéncia das condicGes de cultivo na pémdde compostos fitotdxicos
pelo fungo, foram utilizadas as seguintes condi¢cBesultivo sob agitacdo a 150
rpm, no escuro, a 28 °8; cultivo estatico, no escuro, a 28 €;cultivo estatico,
fotoperiodo de 12 h, a 28 °C. Os periodos de incubacéo pantuaascformadas sob

agitacdo e sob cultivo estético foram de 14 e 21 diapectivamente.

82



Obtencéo de extratos e fracdes cromatograficatevando-se em consideracéo os
resultados obtidos no estudo sobre o efeito de condigbesltivo sobre a producéao
de fitotoxinas adotou-se o cultivo do fungo em meio deidsfiRkrior modificado
(Fargues et al., 2001) sob as condicdes de cultivo Anhacidas como apropriadas
para a producdo de fitotoxinas. Apds o periodo de incubacamjltasas foram
filtradas em membrana de nailon e papel de filtro Whatmah p&ra remocédo de
micélio e esporos. O filtrado da cultura foi liofilizado fozeado material solido
(67,68 g) que foi posteriormente ressuspenso em agua destiladarpaolume final
de 1 L. O pH da suspensdo foi ajustado para 4,5 por adicdo d2 M6l L' e a
suspensao extraida com acetato de etila (3 x 1 L). O esmai@cetato de etila foi
submetido a secagem sobre MgSfitrado e concentrado em evaporador rotatério a
40 °C. O extrato bruto assim obtido (2,307 g) foi fracionadocpmmnatografia em
coluna de silica-gel 60 com eluicdo por gradiente, uttiaamexano-acetato de etila
9:1 (viv) a 0:1 (v/v). Fracdes de cerca de 7 mL foram colstanetubos de ensaio e
agrupadas de acordo com o perfil em cromatografia em cashedgiada, obtendo-se
8 fracbes homogéneas. A fracdo 2 (31 mg), eluida comnbmcetato de etila 9:1

(v/v) foi submetida a analises por IV e CG-EM.

Ensaios bioldgicos

Foram realizados diferentes ensaios biolégicos utilizapiéntulas e
sementes de E. heterophylla. Para investigacdo preliminar da produgi&o de
fitotoxinas pelos fungos, os filtrados de cultura foram submgta ensaios em
camara umida (Pedras & Ahiahonu, 2004) e testes de inibicdoroénggdo e

crescimento radicular (Macias et al., 2000). Para oiofnamento guiado por
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bioensaio, foram avaliados 0os ensaios com punctura de (fedlaras & Ahiahonu,

2004) e em folha destacada (Evidente et al., 2008).

Ensaio de inibicdo de germinag&oa fitotoxicidade de filtrados de cultura fangica
contra sementes sadias de amendoim-bravo (E. heteroployliayaliada segundo
metodologia proposta por Macias et al. (2000). Para tal, ePberstes foram
transferidas para placas de Petri (@ 90 mm) contendo pape&ledrinacao
(Germites?) embebido em 5 mL de filtrado de cultura contendo Tween 80 &60,05
(m/v). Filtrados de meios de cultura sem crescimento dongontendo Tween 88
0,05% (m/v) e agua destilada foram utilizados como testemuAbgslacas foram
mantidas em camara climatica a 25 °C e fotoperiodo de 12pbs 72 h,
determinaram-se 0 numero de sementes germinadas e o centprighas radiculas.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualjzemo quatro repeticdes.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)P5 e as médias

comparadas pelo teste de Tukey.

Ensaio em camara umida filtrados de cultura contendo Tween 80 a 0,05% (m/v)
foram uniformemente aspergidos sobre folhas sadiaslaigap jovens (2 a 3
semanas) de E. heterophylla cultivadas em casa de vegetditddo&ide meios de
cultura sem crescimento fungico contendo Tween 80 a 0,089 € solucdo aquosa
de Tween 80 a 0,05% (m/v) foram utilizados como controlggsAaspersao das
solucdes, as plantas foram mantidas em camara umidd@ s desenvolvimento
dos sintomas foi monitorado, diariamente, por 72 h. Osreas foram convertidos
em grau de lesdo com o uso de escala arbitraria de @adasiom base em inspecao

visual: (), auséncia de sintomas; (+) amarelecimento; (++)08eck 50% da area
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foliar; (+++), necrose > 50% da area foliar; (++++)cnose > 50% da area foliar

acompanhada de desfolha.

Ensaio com punctura de folha Solucdes das fragbes cromatograficas (1 mg)mL
preparadas em MeOH a 20% (m/v) foram aplicadas sobre pasgitoduzidas com
auxilio de agulha na superficie adaxial de folhas sadias pdunasuras por folha) de
plantulas jovens (2 a 3 semanas) de E. heterophylla cuiadaasa de vegetacao.
Solugdo metandlica a 20% (v/v) foi utilizada como coetrdDs testes foram
realizados em triplicata. As plantulas foram mantiglascamara Umida a 25 °C. O
aparecimento de sintomas foi monitorado a cada 12 h e etdiéoas lesdes foi

medido apés 72 horas.

Ensaio em folha destacadafolhas sadias de plantulas jovens de E. heterophyla
foram destacadas com auxilio de estilete e pinca e dejassiean placas de Petri
contendo papel de filtro umedecido com agua destilada (ttéssfpbr placa). Com
auxilio de agulha, foram produzidas puncturas sobre a supediaieal de cada
folha (duas puncturas por folha). Sobre cada leséo, foramideloss 10 uL de
solucdio de extratos e fracbes a 1 mg'rtin/v), preparadas em MeOH a 20% (v/v).
As placas foram vedadas e acondicionadas em camaraicdirm®5 °C, fotoperiodo

de 12 h, por 72 horas. O desenvolvimento de sintomas foivaldsea cada 12 h,
medindo-se o diametro das lesdes produzidas apés 72 h. SatugiEa de MeOH a
20% (v/v) foi utilizada como controle. O delineamento expamntaieutilizado foi o

inteiramente causalizado, com trés repeticdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a investigacdo preliminar da capacidade de A. euphorbiicola iproduz
metabdlitos fitotdxicos, o fungo foi cultivado em meioJéekins-Prior modificado e
meio Caldo de Vegetais, incubados nas condigcbes deccétiA escolha destas
condicbes como ponto de partida para as investigacoefunslamenta em
observacdes realizadas durante estudos sobre o potdocialngo como bio-
herbicida. Nestes estudos, foi observado que a maxima produciendddsporos
por A euphorbiicola ocorreu apds seis a nove dias de culegbasr mesmas
condicbes. ApOs o0 nono dia, grande quantidade de clamidéspuoisu a
germinacao. Diversos trabalhos relatam que a producattiiinas por diferentes
espécies do género Alternaria ocorre principalmente durantermaingeao de
esporos (Slavov et al., 2004; Oka et al., 2005; Parada et al., 2008).

Os filtrados das culturas em meio Jenkins-Prior modificad@aldo de
Vegetais inibiram a germinacdo e crescimento radicularséi®entes de E.
heterophylla (Tabela)ltendo o filtrado do meio Jenkins-Prior apresentado maior
atividade. Avaliados em ensaios em camara umida, os fétrdelambos os meios de
cultura apresentaram atividade fitotoxica contra folhas deterophylla (Tabela)2
Os filtrados das testemunhas (meios de cultura sem cesgoiniingico) nao

produziram sintomas.
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Tabela 1: Efeito dos filtrados de cultura de Alternaria

heterophylla(leiteiro).

euphorbiicola sobrenigacdo e crescimento radicular de Euphorbia

Tratamento | N° de semente Germinacao* Comprimento radicular médio Crescimento radicular *
germinadas (%) cm (x £ SD) (%)
Agua destilada 10+2 a 45+05a
Controle JP 9+2 a 4,4+03a
Controle CV 10£3 a 4,4+ 0,5a
AE/JP 0Oc 0 Oc 0
AE/CV 5£1b 50,0+ 10,0 0,7+0,06 b 15,9+1,4

AE/JP, filtrado de cultura d& euphorbiicola em meio de Jenkins-Prior modificado; AE/CV afillr de cultura d&. euphorbiicola em
meio Caldo de Vegetais. Controles CV e JP: filtrados derasltsem crescimento fungico. *Porcentagem de inilecérescimento
radicular em relacdo aos meios de cultura sem crestinfungico. Para cada espécie, médias seguidastpas iguais, em cada

ensaio, ndo diferem pelo teste de Tuckey ao nivel de 5¥odalplidade.
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Tabela 2 - Efeitos de filtrados de culturas de A. euphorbiicola sobtedode E.

heterophylla em ensaio em camara umida.

Condicdes de cultivo
Filtrado
A B C
CcVv +++ nt nt
JP ++++ +++ -
Cz - - -
MF ++ ++ -

CV, Caldo de Vegetais; JP, Jenkins-Prior modificado; @ap€k-Dox; MF, meio de
Fries. Sintomas convertidos em grau de lesdo por measadda arbitraria, com base
em inspecao visual:-{ auséncia de sintomas; (+) amarelecimento; (++)08eck
50% da éarea foliar; (+++), necrose > 50% da éarea fdligr++), necrose > 50% da
area foliar e desfolha. nt, ndo testadq.agitacdo, auséncia de IuB, estatico,

auséncia de luZZ, estatico, fotoperiodo.

Uma vez comprovada a capacidade de producéo in vitro de fitotganas
A. euphorbiicola, o fungo foi cultivado nos meios Czapek-Daeiprde Fries e meio
Jenkins-Prior, e as culturas foram incubadas sob ditseoindicdes de temperatura,
iluminacdo e cultivo estatico ou sob agitacdo (condicAe B e C), conforme
descrito na secdo Material e métodos. O meio de cultura Caldtegktais foi
desconsiderado para este propésito devido a sua complexe%iodo quimica, o
gue poderia dificultar os trabalhos de isolamento de filmagx A atividade
fitotoxica dos filtrados de culturas obtidos foi avaliada epedrmento em camara
umida (Tabela 2). Os filtrados das culturas formadas eim @eapek-Dox nao

produziram sintomas sobre folhas de E. heterophylla. Os filtrddesculturas
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formadas em meio de Fries produzidas no escuro, tantoustdlm estético quanto
sob agitacdo (condi¢cédse B), produziram amarelecimento e necrose em folhas da
planta, enquanto o filtrado da cultura crescida neste swiofotoperiodo de 12 h
(condicdoC) ndo produziu sintomas observaveis até 72 horas apéacaplicDa
mesma forma, o filtrado da cultura formada em meio dsARrior modificado sob
fotoperiodo (condicddC) ndo produziu sintomas. A maior atividade fitotoxica foi
observada para os filtrados de culturas formadas no eekind-Prior modificado e
mantidas sob agitacao (condi¢Ad. Entre os meios de cultura testados, o Czapek-
Dox é o que apresenta composicao mais simples, enquarg® aenJenkins-Prior
modificado € o mais complexo e rico em nutrientes. Coméltrados das culturas
em Czapek-Dox n&do apresentaram fitotoxicidade e os filtrddaseio de Jenkins-
Prior foram os mais ativos, pode-se concluir que a pémdule fitotoxinas pelo
fungo esta diretamente condicionada por fatores mutads. Ainda, os resultados
permitiram observar que o cultivo na auséncia de luz eagibcédo favorece a
producéo de fitotoxinas por A. euphorbiicola.

Vérios estudos demonstam a influéncia das condicées de cultivo sobre a
biossintese in vitro de compostos fitotoxicos por fungos fitopatoge Foi
observada influéncia do meio de cultura na producao de fasiddco por Fusarium
oxysporum f. splilii . Cultivado em quatro meios distintos, a 23 °C e solagint
(100 rpm), o fungo produziu maiores quantidades da toxina em maekCDox
(Loffler & Mouris, 1992). O cultivo estacionario ou soltagdo pode influenciar a
producédo de toxinas. Brzonkalik et al. (2011) demonstraram qukivo estéatico de
Alternaria alternata levou a producdo de maiores quantidadesxawsstalternariol,
alternariol metil éster e acido tenuazbnico quando compae cultivo sob

agitacdo. A investigacdo da influéncia das condicbes tieacsbbre a producéo da
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fitotoxina cercosporina por diferentes espécies do génerco§pora mostrou que a
composicdo do meio de cultura, a temperatura e o culaloilsminagédo ou no
escuro exerceram influéncia na producédo da toxina por todespésies avaliaga
(Jenns et al., 1989).

Diante dos resultados obtidos, para fins de producao, meata e
identificacdo de toxinas, o fungo foi cultivado em meidleiekins-Prior modificado
sob a condicdo de cultivA. Os filtrados de cultura obtidos foram liofilizades
ressuspensos em agua destilada para volume final de 1 L. Aiséigdei extraida
com acetato de etila e 0 extrato bruto, assim obtidosubmetido a ensaios com
punctura de folha e em folha destacada. Estes ensaios dorssiderados para o
direcionamento dos trabalhos de fracionamento d@texpor requererem pequenas
guantidades de extratos e fracoes, além de permitirem@ediguantitativas mais
precisas quando comparados a asperséo de solucdes sadse @alando aplicado
sobre puncturas produzidas na superficie de folhas destacadsisato organico
bruto produziu halos de clorose e necrose com 1,4 mmadeetio, em média. Os
sintomas necroticos tornaram-se visiveis apos 48 h. Quapidados sobre folhas
na planta (ensaio com punctura de folhas), halos nes@in 2,8 mm de diametro,
em média, foram observados em menos de 24 h apds aplicBada a maior
sensibilidade e rapidemo desenvolvimento de sintomas nos ensaosplantas
vivas, 0 ensaio com punctura de folhas foi selecionadogugaia o fracionamento do
extrato. A solucdo metandlica a 20% (v/v), utilizada comatro@e, ndo produziu
lesdo. O extrato organico bruto foi submetido a cromafiagean coluna de silica
fornecendo uma fracéo (fracdo 3) capaz de produzir, g inlnT, halos cloréticos

com bordas necrosadas com 3,5 mm de diametro em mégliaa(E)
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Figura 1 — Halos de despigmentacao produzidos pela aplicacédo de sdud@gao

cromatogréfica 3 (1 mg mit) sobre folhas de E. heterophylla.

A analise da fracdo 3 por espectroscopia no infravermelbstrou um
espectro de absorcéo (Figura 2) caracteristico de amadbsxilicos de cadeia longa,
com bandas de absor¢ao em 2923 (vasCHs), 2853 (vs CHp), 1707 (v C=0), 1462 (s
CH; e 625 CHs), 1414 (combinagdo de v C-O e 6 OH), 1264 (6:CH3), 1229 (vC-O) e
738 cm' (p CH,) (Figura 1). A andlise por CG-EM (Figura 3) resultou na
caracterizacdo dos acidos graxos miristico ¢2)6palmitoleico (2,1%), palmitico
(38,5 %), oléico (37,5%), estearico (3,26), erucico (4,2 %) e do alcool graxo
octadec-%n1-ol (10,5%).

A atividade fitotoxica de acidos graxos de cadeia longa idordemonstrada
em diferentes estudos. O fracionamento de extrato emtaai etila de cultura do
fungo Corynespora cassiicola em meio solido forneceu fracfesatograficas
capazes de produzir inibicdo da sintese de ATP em clot@plasolados de

espinafre. Andlises por IV e CG-EM levaram a caractgfizados acidos miristico,
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palmitico, palmitoleico, linoléico, esteérico, linolénieoaracnidico (Passos et al.,

2010).
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Figura 2 — Espectro no infravermelho (solido) da fracao 3.
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Diversos &cidos graxos de cadeia longa, entre elesyitioal o esteérico, o
miristico e o oléico, sdo capazes de inibir a germinaca@merdges de diferentes
espécies (Lynch, 1980; Marambe et al., 1993). Estes acidam foapazes de
produzir diminuicdo da atividade daamilase e reducdo de ATP em sementes de
sorgo (Marambe et al., 1993inda, estudos demonstraram que varios acidos graxos
de cadeia média (C8 a C14) foram capazes de causar des@oldeafolhas, murcha
e morte de diferentes espécies de plantas, dentro de Hias apds aplicacdo
(Fukuda et al, 2004). O estudo demonstrou ainda que os 4&cidos ,graxos
especialmente C9, C10 e C11, foram capazes produzir dano laranes celulares,
induzir perda de eletrélitos e causar decréscimo da quanti@aclerofila. Segundo
Lederer et al. (2004), a atividade fitotoxica destes acidoogrambém se deve a
capacidade de induzir peroxidagéo lipidica.

Os estudos sobre a atividade de filtrados de cultura de A euphorlicia
E. heterophylla resultaram na caracterizacdo de uma fecagamtografica fitotoxica
constituida principalmente por acidos graxos, cujas atividéidédxicas ja foram
relatadas em diferentes trabalhos. A capacidade de aibintese de ATP, de
provocar diminuicdo do teor de clorofila e de induzir peroXidadipidica,
observadas em trabalhos anteriores, sdo mecanisnaggideque podem justificar o
amarelecimento produzido sobre folhas de E. heterophylla peidsséagraxos
identificados na fracdo. Como amarelecimento de folhas constitui 0 primeiro
sintoma observado apdés a inoculacdo do fungo na plaspedtieira, os resultados do
presente trabalho sugerem a participacdo destes acidos gmaprocesso de invasao
de tecidos da planta pelo fungo e justificam estudos cadiis sobre estas
substancias visando a sua avaliacdo para o desenvolvimentobaédas naturais

para E. heterophylla
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APENDICE

Fracionamento do micélio de A. euphorbiicola cultivdo em

meio de Czapek-Dox

Embora os filtrados das culturas de A euphorbiicola em meapakzDox
nao tenham produzido fitotoxicidade em folhas de E. heterophyéndo cultivado
neste meio em condicdes estaticas, o fungo produziu amasgelial
substancialmente maior do que quando cultivado nos outros dee@stura (Figura
1). Desta forma, o micélio do fugno crescido em Czapek{Dbgonsiderado para
fins de fracionamento e isolamento de compostos fitotéxidomicélio foi separado
do caldo da cultura por filtracdo em membrana de nailon dsera estufa a 40 °C,
obtendo-se material seco com 32,5 g.

Os trabalhos com isolamento e identificacdo de fitoasxia partir de
micélios reportam a utilizacdo de material seco com maksardem de quilograma
(Evidente et al., 2008a, 2008kEmbora apresentando massa muito inferior ao
comumente utilizado, micélio obtido neste trabalho fdinsetido a procedimentos
de extracdo (Evidente et al., 2008a, 2008b) e fracionamentotediah#oi extraido
com 200 mL de mistura acetona-agua 1:1 (v/v). Apds remocdo tanacem
rotavap a 40 °C, NaCl (300 g/L) foi adicionado a fase agei@ssolucao foi extraida
com acetato de etila (3 x 200 mL). Os extratos organicomfoeambinados, secados
sobre MgSQ@ e evaporados sob presséo reduzida a 40 °C, fornecendo egira
com 171 mg. O extrato, a 5 mg fhlapresentou atividade fitotoxica contra folhas da

planta E. heterophylla e foi submetido a fracionamento domaale silica-gel 60
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(70-230 mesh) utilizando hexano-acetato de etila 19:1 (v/v) a )L AZ fracOes

foram agrupadas de acordo com os perfis em CCD analibiemdn-se 7 fragoes.

Figura 1. Massa micelial de A. euphorbiicola produzida ef: Jenkins-Prior

modificado;B, Czapek-Dox.

As fracOes foram submetidas a ensaios com punctura des fellapenas a
fracdo 5 (22 mg) produziu lesBes caracterizadas como hala@sndeslecimento
discreto. A andlise da fracdo por CG-EM indicou que astnia@e constituia em uma
mistura de grande variedade de compostos (Figura 2). Devido a ezampl
composicao e a pequena massa da amostra, trabalhos soteegéeisolamento e

caracterizacdo espectroscopica de constituintes fitmt®xie mostraram inviage
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Figura 2. Analise por CG-EM da fragéo 5.
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CAPITULO 5

PHYTOTOXIC ACTIVITY OF TYROSOL FROM Alternaria euphorbiicola

AGAINST THE FUNGAL HOST PLANT Euphorbia heterophylla

ABSTRACT: Alternaria euphorbiicola is a fungus which was isolated in Brazil in
the late 1980s in association with severe inflorescencesis, foliage blight and
stem canker on wild poinsettia, one of the worst weedazilian agriculture. An
investigation of the metabolites produced by A. euphorbiicola I¢detaletection of
tyrosol, a phytotoxic substance known to be produced ler ingi. Punctured-leaf
assays showed that tyrosol is capable of causing séligie on leaves of wild
poinsettia and Dixie ticktrefoil. Minimal effects were gued on soybean and corn
foliage. Spraying solutions of tyrosol at 40 to 100 mM omtslaf wild poinsettia
resulted in rapid development of wilting, necrosis, bigag, leaf blight and death in
up to 7 days. These findings clearly indicate that tyrosmf trecome useful as a
selective herbicide for both weeds. This is the fieport of a phytotoxic metabolite

isolated from A. euphorbiicola.

Keywords: Ascomycota, fungi, herbicide, hyphomycete, phytotoxin, weed.
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INTRODUCTION

Wild poinsettia (Euphorbia heterophylla), a native herb of the tabpicd
subtropical America, is regarded as one of worst weeds in famtasrops such as
corn, sugarcane, bean and soybean, being responsibles&ri@gses in agriculture
worldwide (1-3.

ALS-inhibiting herbicides have been used as the tool ofcehdor
management of E. heterophylla infestations in soybean. Hovtbe@rrepetitive use
over the years has led to the selection and now ptidad occurrence of wild
poinsettia populations that are resistant to this herbgrdep (4). This problem has
been worsened with the occurrence of biotypes resistagiyphosate in transgenic
soybean fields (56) and emergence of multiple resistance in E. heterophylla
populations, some of which are now resistant to herbicided wifferent
mechanisms of action [ALS and protoporphyrinogen oxidase (PPBR®TOX)
inhibition] (7).

Surveys for fungal pathogens of wild poinsettia in Brazid atheir
evaluation as potential tools for management of thatmzged have been started in
the late 1980s (8). Among the several fungi which were aelie Alternaria
euphorbiicola was regarded as one among the fungi being of partiotdrest for
such use. This fungus was found causing severe infloresoeonssis, foliage blight
and stem canker on E. heterophyluring early studies, when this fungus was
investigated as a potential mycoherbicide, it was observedttibaapplication of
fungal spore suspensions on the host plant resulted pralgeiction of widespread
necrosis at time intervals ranging from few hours todags after application. This

was regarded as too short a period to allow for the occurdrite whole process
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of spore germination, fungal penetration of tissuefynization of plant organ and
development of symptoms due to plant infection. These wdusens led to the
conjecture that A euphorbiicola might produce phytotoxic metabodiggable of
causing the first wave of damage to the host plant.

It is well recognized that phytopatogenic fungi often produce toximsh
may play a significant role in plant disease developmaawersely affecting their
hosts (9-14). Factors such as structural diversity, higlodi@al activities (1113
and the involvement of different mechanisms of actiorfungal metabolites as
compared to commercially available synthetic herbicides) (dfake fungal
phytotoxins a promising source for discovery of new naturdditides (16-18) or
molecules that can be used as templates in the siarslnthetic analogues with
herbicidal action (18-21

The great losses to agriculture caused by wild poinsettighenextent and
fast-pace of impact produced by A. euphorbiicola on this weed spdm&aaterest in
investigating the production of phyotoxic metabolites by thig@snwith potential
interest for the discovery of a new chemical toolvi@ed management. This paper
describes the isolation, chemical characterization antbfuyjc activity of tyrosol

produced by A. euphorbiicola against wild poinsettia.

MATERIALS AND METHODS

General Experimental Procedures.Attenuated Total Reflectance (ATR)

Fourier Transform Infrared (FT-IR) was registered on aiaviai600-IR FT-IR

spectrometer equipped with a Pike GladiATR accessttyand*C NMR spectra

were recorded on a Varian MERCURY 300 instrument (300 MHz and 75 MHZz,
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respectively) using CEDD as solvent and tetramethylsilane (TMS) as referehee (
0). Coupling constants (J) are given in Hertz. Mass spectra meeorded under
electron impact (70 eV) in a Shimadzu GCMS-QP5050A equipment. @Igsan
were performed using a Restek RTx 5 capillary column (30 m @128 mm id,
film thickness 0.25um), flow rate 1 mL/min, temperature program: initial
temperature 40 °C, held for 5 min, then to 285 °C at a f&t@ 8C/min, and held for
5 minutes. The melting point was obtained with a MQAPF301aligjpparatus and
value is uncorrected. Analytical and preparative TLC werdormed on silica gel
(Macherey-Nagel, silica gel 60 G F254, 0.25 mm and Merck, Kiesglg€l F254, 1
mm, respectively) and visualized by exposure to UV radiation (A 254 and 325 nm)
and by spraying with 5% phosphomolybdic acid in MeOH, folldvbg heating at
110 °C for 10 min. Column chromatography was performed on giitéMacherey-
Nagel, silica-gel 60, 0.04-0.063 mm). Synthetic tyrosol was pgiezh from Sigma

Aldrich (Milwaukee, WI, USA) and used without further purificati

Fungal Strain, Culture Media and Growth Conditions. Aternaria
euphorbiicola was cultured on general-purpose VBA medium (pH 6,5) (23)°%
for 7 days. For the production of toxic metabolites, fiwture discs (10 mm in
diameter) obtained from cultures formed on VBA wergtseally transferred to 2 L
erlenmeyers containing 300 mL of Jenkins-Prior medium (pH @3). After
seeding, the flasks were incubated on an orbital shaker ap@8and 25 °C in the
dark for 14 days. At harvest, the liquid cultures (4 L, pH @8)e filtered, assayed
for phytotoxic activity and the culture filtrates were ijzed for the successive

purification steps.
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Extraction, Purification and Chemical Characterization of Tyrosol. The
lyophilized residue was dissolved in distilled water to a finduwe of 1 L. This
solution was acidified with HCI 0.2 mol™Luntil pH 4.5 and subjected to extraction
with ethyl acetate (3 x 1 L). The organic phases were cwdbdried with MgSQ
filtered and evaporated under reduced pressure at 40 °C. Tie bibresidue
obtained (434 mg) was fractionated by silica gel column ch@gnaphy (Scheme 1)
eluted with hexane-ethyl acetate 9:1 to 0:1 (v/v) and ethyl aemistteanol 1:1 (v/v).
Fractions (7 mL each) were collected and pooled accordinghé thin layer
chromatography (TLC) profiles, yielding 10 homogeneous frasti The residue left
by the & fraction (31.1 mg) eluted with hexane-ethyl acetate 2:3 &higyved a high
phytotoxic activity and was submitted to preparative TLC putiicaon silica
[eluent hexane-ethyl acetate 4:1 (v/v)], affording thraeeds. The residue from the
band of intermediate polarity (6.3 mg), exhibiting high phyt@ activity, yielded
tyrosol as colourless crystals (4.3 mg) .The residum®s the mother liquors were
submitted to additional preparative TLC analysis [hexane:ethyltacéta (v/v)], to
afford a further amount (1.5 mg) of tyrosol.

Tyrosol: colourless crystals, {®.24 [hexane:EtOAc 4:1(v/v)], mp90-91
°C. IR vmax 3297, 1597, 1515, 1448, 1235, 1044"ciid NMR (300 MHz, CROD):
07.02 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H-3 and H-5), 6.68 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Rd2k6), 5.48
(br's, 1H, OH), 3.67 (t, 2H, J = 7.2 Hz, H-8), 2.70 (t, 2H, J2=Hz, H-7);**C NMR
(75 MHz, CR:OD): 6 155.6 (C-1), 129.8 (C-4), 129.7 (C-3 and C-5), 114.9 (C-2 and
C-6), 63.4 (C-8), 38.2 (C-7). EIMS m/z; 138 ]M138), 107 (100), 77 (20), 51 (8),

39 (10), 31 (6).
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Organic extract
(434 mg)

Silica-gel column chromatography hexane-ethyl acetate 9:1 (v/v) to 0:1 (v/v)

h 4 h 4 h 4 v v
F1 F3 F5 F7 F9
(24,3 mg) (21,2 mg) (58,2 mg) (16,0 mg) (38,8mg)
A 4 v v v
F2 F4 F6 F8 F10
(64,8 mg) (34,0mg) (31,1 mg) (40,8 mg) (85,4 mg)

Preparative thin layer chromatography hexane-ethyl acetate 2:3 (v/v)

Tyrosol
(5,8 mg)

Scheme 1Fractionation of the organic extract.

Punctured-Leaf Assay. Organic extract, chromatographic fractions and
tyrosol were assayed on the fungal host plant using a peddeaf assay (24). Well
expanded leaves of two-three week old E. heterophylla grown @nigpese were
punctured (adaxial side) with a sterile fine pointeddle and droplets (10 uL) of
each test solution were deposited onto each of thes® (8ito punctures per leaf,
three leaves per solution). Organic extract and chragregpbic fractions were
assayed at 5 mg riiLand tyrosol was tested at concentrations ranging freonl00
mM. Solutions were prepared in 20% (v/v) aqueous MeOH. After drople
application, plants were maintained in a dew chamber aC2meéer natural light.
Symptom appearance was observed daily and the diametdre olesions was
measured after 72 h. The punctured leaf assay was alseditib evaluate the
phytotoxic effects of tyrosol at 100 mM on different weedsgmodium tortuosum,
Bidens pilosa Bidens subalternandpomoea grandifolia, Brachiaria decumbgens
Euphorbia hirta ande. heterophylla resistant to ALS-inhibiting herbicides), on

soybean (Glycine max) and corn (Zea mays). Solutions of @& aqueous MeOH
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were applied as negative control (the absence of phytatok&ving separately been

confirmed for E. heterophylla as well as the other plants).

Leaf Spray Assay.The phytotoxic activity of culture filtrates were tested
by means of a leaf spray assay (24). Plants of E. heteropht#éned as described
above were sprayed with culture filtrates containing 0.05% (whkeen 80, keept in
a wet chamber under natural light at 28 °C and observed fiailgymptoms
development. 0.05% (v/v) Aqueous Tween 80 was used as contrekfAspray
assay was also used to assess the herbicidal activityyro$ol against E.
heterophylla. Solutions of tyrosol at concentrations fromal@@0 mM containing
0.2% (v/v) Agral® (a non-ionic liquid wetting and spreading agemitaining 20%
(w/v) nonylphenoxy polyethoxy ethanol as active ingrediext) adjuvant were
sprayed on E. heterophyl(@1 plants per treatment). Agueous solution of Agral® at
0.2% (v/v) was used as control. After spraying, the plante wept in a greenhouse

under natural light at 28 °C and observed daily for symptonmaajawent.

Data analysis. Statistical differences between treatments were detedni
by one-way analysis of variance (ANOVA) and means sepatzed the least

significant difference (LSD) test (p < 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation and Structural Characterization of Tyrosol. The culture
filtrates produced yellowing and necrosis on leaves of Eerbghylla and were
extracted with ethyl acetate. The organic extract, aleaviig phytotoxic activity,

was submitted to successive column chromatography on siliGndelLC analysis



as described in Experimental, to yield the tyrosol ammmetabolite (Figure 1) as
colourless crystals. Its molecular formulaHz,O, was deduced from its electron
impact mass spectrum. The IR spectrum showed bands at 329¥®@h), 1515 cm
! (vC=C) and two bands at 1235 e 1044'qwC-O) consistent with the presence of
primary and phenolic hydroxyl groups, respectively. The NMR spectrum
showed the presence of two isolated spin syst@mescharacteristic of a para
substituted benzene ring and the ot
HO- 4 corresponding to an XGH,-CH,-Y moiety.
The complete characterization of t
Figure 1. Sctructure of tyrosol.  compound was carried out by analysis of
data fromiH-'H COSY, 'H-*C HETCOR and NOEDIFF experiments.The d
obtained by the IR, antH and**C NMR spectroscopy are in perfect agreement \

those reported in the literature (25, a6l those obtained for synthetic tyrosol.

Phytotoxic Activity. Tyrosol is a primary metabolite with phytotoxic activity
commonly produced by phytopatogenic fungal species, including Aftertegetica
(26), Ceratocystis adipose (27), and Neofusicoccum parvum {2Bgn assayed on
punctured leaves of E. heterophylla, bleached lesions appeared imda 24 h. At
the minimal concentration tested (1 mM), tyrosol produestns with 1.8 mm in
diameter 72 h after applicatiot a tyrosol concentration of 100 mM, bleached
lesions reached ~10 mm in diameter (Figures 2 and 3). The ghyotoxic effect
was observed on E. heterophylla resistant to ALS-inhibiting herkici@nce
bleaching of leaves is the first symptom observed aiterculation of A
euphorbiicola on E. heterophylla, these findings suggest that tyrosoplag a

major role in the early process of infection of hasstues by the fungus.
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Figure 2. Phytotoxic damage on E. heterophylla leaves. A, control;rBsty at 1

mM; C, tyrosol at 100 mM.
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Figure 3. Dose-response relationship for tyrosol on punctured $eade E.

heterophyllaBars represent standard deviation; n = 3.

The punctured leaf assay was also utilized to investitjaeeffects of
tyrosol on leaves of various weed and crop plants (Figurédd3ayed at 100 mmol

L (the maximum concentration tested agains E. heterophyllajsdyproduced
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strong phytotoxicity only against Desmodium tortuosum (dixie tickti)efanother
weed known from unpublished results of previous experiments tedoally
susceptible to direct inoculations with suspensions of fusrggagules. This is also
a highly important agricultural weed. To this plant, tyrosolliappons produced
complete bleaching of leaves rendering it impossible touatalthe effect of the
toxin through lesion diameter (Figure 5). Defoliation wa® abserved after 72 h of
application. Even at high concentrations, very low é$facere produced on leaves
of the other tested plants, including corn and soybean, divthe main crops
impacted by infestations of both E. heterophylla and D. tortuosoterestingly,
strong phytotoxic effects were also observed on a biotyfe beterophylla known

to be resistant to ALS herbicides.

12

10 - i i

Lesion diameter (mm)

Figure 4. Effect of tyrosol at 100 mM on various weed and croptplarsing a

punctured leaf assay. Bars represent standard deviatio®; n =
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Figure 5. Phytotoxic effects of tyrosol (100 mM) on leaves of Desmodamuosum

using a puncuted leaf assay.

The phytototoxic activity of tyrosol against E. heterophylla waso al
assessed by means of a leaf spray assay. When sprajiesblitions of tyrosol at
concentrations from 40 to 100 mM, plants developed wiltinigss than 24 h (Figure
6), followed by necrosis (Figure 7), general leaf blight aratlda up to 7 days after

application (Figure 87 and 9). No symptoms were produced lpotiteol.

Figure 6. Effects of the spray application of tyrosol [40 mM pldR% (v/v)

Agral®] on leaves of E. heterophylla 24 h after application.
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Figure 7. Effects of the spray application of tyrosol [40 mM $I0,2% (v/v)

Agral®] on leaves of E. heterophylla 72 h after application.
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Figure 8. Effects of the spray application of tyrosol on leawesE. heterophyllas
days after application. A, controle (0,2% (v/v) Agral®); tidpsol at 40 mM plus

0,2% (v/v) Agral®].
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The results from the present work indicate that tyrasamy constitute either
in itself, or as a starting point in search for analogagstomising finding for the
development of a novel selective herbicides for the gmment of very important

weeds.
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Figura 8. Espectro de RMN de (300 MHz, CQOD) do tirosol.
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APENDICE 2

Analise da fase aquosa resmanescente da extracao do

filtrado de cultura com acetato de etila

Apos extragdo do filtrado de cultura do fungo com acetatetitle a fase
aquosa remanescente foi avaliada quanto a atividade fitat@tiavés de ensaio em
camara umida. Tendo produzido lesbes necroticas sobras fdbln planta, a fase
aquosa foi concentrada para um volume final de 500 mL aigxtcom 1 L de
acetonitrila, a frio. A mistura foi mantida a temperatiea- 17 °C por 24 h. Apos o
congelamento da fase aquosa, a fase em acetonitrilepfaiagla por decantacéo e
secada sobre MgS@ solvente foi removido a 45 °C sob vacuo, fornecendatext
obtido com 370 mg. O extrato foi avaliado (5 mg HLcontra folhas de E.
heterophylla utilizando ensaio com punctura de folhas e ndo puodtizidade
fitotoxica. A solucdo aquosa remanescente da extracdo com acktditrentao
tratada com resina polimérica adsorvente Amb&ritaD 4 (50 g), sob agitacdo em
temperatura ambiente por 16 horas. A resina foi separaddtiz@pdo, empacotada
em coluna de vidro e eluida com 500 mL de metanol. O selfentemovido a 45
°C sob vacuo, fornecendo extrato sélido com 1,4 g. OteXtsasubmetido a ensaio
sobre folhas de E. heterophylla e, tendo produzido lesdestinasr foi fracionada
em coluna de silica-gel 60 (70-230 mesh), eluida com mistlerasetato de etila-
metanol 1:1 (v/v) a 0:1 (v/v) [200 mL cada]. A fracdo eluidanccloroférmio-
metanol 1:9 apresentou atividade fitotoxica. A analise por CDEt-MeOH 1:6

(v/v)] mostrou um unico ponto ¢(®,23). A andlise da fracdo p6G-EM (Figura 1)
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mostrou dois picos que, por comparagdo com a bibliotecagdpamento, foram
identificados como 2,3-diidro-3,5-diidroxi-6-metil-4H-piran-deo (1) e 5-
(hidroximetil)-2-furancarboxialdeidd2) (Figura 2). Estes compostos constituem
produtos de degradacéo de aglcares em meio acido (Shawlé&al. Nishibori &
Kawakishi, 1994; Arribas-Lorenzo & Morales, 20 HRpresentam atividades toxicas
para diferentes tipos de organismimglusive para o ser humano (Henares-Rufian &
Morales, 2007; Linden et al., 2008; Capuano & fogliano, 2011)

Estes resultados indicam que ndo se trata de compostdszidas pelo
fungo, mas sim artefatos do meio de cultura, a fracaofgidsubmetida a etapas
adicionais para o0 isolamento e caracterizacdo esgedpica dos compostos e

avaliagdo das suas atividades fitotoxicas.

{TIC

30e6-]

1066
e I A_JL__,_,_._. R SV

T VR T T AT AT TR T Rl AL T AR~ F AR AR~ AN T AL T AR

Figura 1. Andlise por CG-EM da fracao fitotdxica.

O

HO OH 0
| HO” \ / Yo
0
(1) (2)

Figura 2. Estrutura quimica dos constituintes da fracao fitotdxica.
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CAPITULO 6

Metabdlitos Fitotoxicos Isolados de filtrados de Cultta de
Alternaria euphorbiicola patégeno de Euphorbia

heterophylla

Resumo

A espécie fungica Alternaria euphorbiicola foi isolada de tecidy®ramente
infectados de Euphorbia heterophylla (leiteiro ou amendoim-brawag, das mais
novicas plantas daninhas tropicais e causadora de grand€égzqeejm importantes
culturas como a soja e o milho. Estudos anterioresranast que a aplicacao de
esporos do fungo sobre a planta hospedeira agseltn rapido desenvolvimento de
severas necroses de inflorescéncia, queimas de folhasceos da haste. Estes
resultados levaram a conjectura de que o fungo produziriabdiigos fitotdxicos
responsaveis, ao menos em parte, pelos sintomas. Nsengretrabalho, o
fracionamento guiado por bioensaio de extrato organico dadbls de cultura de A
euphorbiicola levou ao isolamento dos compostos (Rijrevalonolactona
anidromevalonolactona e dalicetopiperazina ciclo(Ig-L-Pro). Testados na
concentracgéo de 1 e 3 mg Mlos compostos produziram necrose e despigmentacao

em folhas de E. heterophylla.

Plavras-chave: amendoim-bravo, ciclopeptideos, dicetopiperazina, fitotoxina

mevalonolactongplanta daninha.

12¢



1. Introducao

Euphorbia heterophylla, popularmente conhecida como amendoim-twavo
leiteiro, € uma planta nativa da América tropical e regiital, sendo considerada
uma das principais plantas daninhas na agricultura tropicadsgonsavel por
prejuizos a varias culturasm diversos paises (Wilson, 1981). No Brasil, E.
heterophylla se tornou uma das mais importantes plantas invasormsportantes
culturas como milho, cana-de-acucar, feijao e sojezéRil et al., 2004; Carvalho et
al., 2010; Cury et al. 2011). Este problema vem sendo agravaacocrgsicente
ocorréncia de populacdes de E. heterophylla resistentes aidestiom diferentes
mecanismos de acéo (Trezzi et al. 2005; Cerdeira et al. 2011).

Durante levantamentos de fungos fitopatogénicos associadplnéas
daninhas no Brasilima espécie identificada como A euphorbiicola foi encontrada
infectando plantas de E. heterophylla (Barreto & Evans, )1E&udos prévios
sobre o potencial do fungo como agente para o contrdiggimo de E. heterophylla
mostraram que a aplicacdo de suspensdes de esporos do fiongoasplanta
hospedeira resultava na producdo de extensas necroseeemlos de tempo entre
algumas horas e 2 dias apdés a aplicacdo. Estes Ioterde tempo foram
considerados insuficientes para o desenvolvimento dosssagele germinacao de
esporos, penetracdo e colonizacdo de tecidos e desenvdtvimes sintomas
comumente observados em interacdes planta-patdogeno.obstagacoes levaram
conjectura de que o fungo produza metabdlitos fitotoxicos capazemusar danos a
planta hospedeira.

O objetivo do presente estudo foi isolar, identificarvaliar a atividade

fitotoxica de metabdltios produzidos por A euphorbiicola.



2. Secao Experimental

2.1. Procedimentos Gerais

Extragbes e procedimentos cromatograficos foram eskliz utilizando-se
solventes de grau analitico. As separacdes cromatografioa coluna foram
realizadas utilizando-se silica-gel (Merck, Kieselgel 60, 0@&@8- mm). Para
cromatografia em camanda delgada (CCD) analitica e pteafaram utilizadas
placas de silica gel (Merck, Kiesegel 60, F254, 0.25 and 0.5 nspeativamente)
reveladas com luz ultravioleta (254 e 366 nm) seguida por nabéat com solucao
alcodlica de acido fosfomolibdico e aquecimento a 110 °C paonid0Os espectros
no infravermelho (IV) foram obtidos em espectrometro afarFT-IR 660-IR
equipado com acessorio Pike GladiATR. Os espectros dend&@xia magnética
nuclear de'H e *°C foram registrados em espectrometro Varian MERCURY (300
MHz e 75 MHz, respectivamentesando cloroformio deuterado como solvente e
tetrametilsilano (TMS) como referéncia £ 0). As constantes de acoplamentp (J
sdo dadas em Hertz. Os espectros de massas foram obtidiospscto de elétrons
(70 eV) em equipamento Shimadzu GCMS-QP5050A. Pontos de fusam for
obtidos com equipamento digital MQAPF301 e os valoreses&o corrigidos. As
rotacdes especificas foram medidas em polarimetro m@dualS) Bellingham +
Stanley Ltd. dl-mevalonolactona e reagerfteam adquiridos da Sigma Aldrich

(Milwaukee, WI, USA) e usados sem purificacao adicional.

2.2 Fungo, Meio de Cultura e CondicGes de Cultivo

Alternaria euphorbiicola foi isolado de plantas de E. heterophylla

naturalmente infectadas coletadas no Brasil e encomteymazenado a 5 °C na
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colecdo de culturas fungicas do Departamento de Fitopatottzy Universidade
Federal de Vigosa. O fungo foi cultivado em meio Caldo de tdegégar (Pereira
et al. 2003)* a 25 °C por 7 dias. Para a producéo e isolamento de Gtiboabh

frascos erlenmeyer (1 L) contendo meio de Fries (300 mL) forameados, cada
um, com cinco discos de micélio (10 mm de diametidatidos de coldénias em
crescimento ativo As culturas foram incubadas estaticamente a 25°C poa8thdi

escuro

2.3. Extragdo, Fracionamento e Purificagdo de Metabdlitos Fitotoxicos

Aposo periodo de cultivo, o micélio foi removido por filtrac&aos filtrados
(2,6 L) foram liofilizados, testados para atividade fitotoxiea extraidos
exaustivamente com acetato de etila. Os extratos coggarioram combinados,
secados sobre MgQ@ filtrados. O solvente foi removido em evaporador ro@ri
o residuo solido obtido (186 mg) foi avaliado quanto a ativifitmi®xica. Tendo
produzido amarelecimento e necrose em folhas de E. heterophyHaterial foi
fracionado por cromatografia em coluna utilizando hexacetato de etila 9:1 (v/v) a
0:1 (v/v) e acetato de etila-metanol 1:1 (v/v) (200 mL cada)frages 5, 8 e 11
apresentaram atividade fitotoxica e foram submetidas aginoeertos adicionais de
fracionamento (Esquema.l)

Apds remocao do solvente, o residuo da fracdo 5 (28,8 roddlaecom
hexano-acetato de etila 1:1 (v/v), foi purificada por sicas separacdées em CCD
preparativa [hexano-acetato de etila 1:1.5 (v/v)], fornégero composto
posteriormente identificado como anidromevalonolactdn®,l mg, R0,40) como

um Oleo amarelo palido (Esquema 2)
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Cromatografiaem coluna de silica-gel

(186 mg)

Extrato organico

y

y

y

i

l

i

F1 F3 F5 F7 F9 F11
r mg ’ mg ,0 Mg ,2 M £ M ]
(5,2 mg) (6,3 mg) (28,8 mg) (4,5 mg) (10,2 mg) || |(67,3 mg)
L 4 v L 4 L W
F2 F4 F6 F8 F10
(7,6 mg) (5,0 mg) (4,6 mg) (24,3 mg) (19,7 mg)
W l
CCD preparativa CCD preparativa Cromatografia
Hexano-acetato de etila CHCl3-i-prOH em coluna
1:1,5 (v/v) 19:1 (v/v) CHCl3-i-prOH
l l 19:1 (v/v)
anidrovemalonolactona | | (R)-(—)-mevalonoclactona
(6,1 mg) (7,9 mg)

Esquema 1 Fracionamento do extrato em acetato de etila.

O residuo obtido da fracdo 8 (24,3 mg) da coluna inielalda com hexano-
acetato de etila 1:4 (v/v), foi submetido a sucessivas ®tdpaCCD preparativa
[CHCI3-iso-PrOH 19:1 (v/v)] para fornecer o composto (R}evalonolactona(

7,9 mg, R0,31), obtido como cristais incolores a partir de hexasetato de etila

Apds a evaporacao do solvente, a fracdo 11 da colunal,iréttidda com
acetato de etila-metanol 1:1 (v/v), forneceu um residu® (®@) que foi submetido
a um segundo fracionamento em coluna cromatogrd@fiefC-iso-PrOH 9:1 (v/v)].

As fracBes (5 mL caddoram coletadas e agrupadas com bases nos perfis em CCD
obtando-se 7 fracbes (Esquema 2). O residuo da fracgd0LfR CHC-iso-PrOH
9:1 (v/v)] cristalizou durante a evaporacédo do solvente, dent 5,5 mg de um

cristal incolor posteriormente identificado como aiicilprolina (3).
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Fracdo 11
(67,3 mg)

Cromatografiaem coluna de silica-gel

i y i y v Y

F11.1 F11.2 F11.3 F11.5 F11.6 F11.7
(7.5 mg) (6,3 mg) (8,3 mg) 48mg)| [(132mg)| [(191mg)
F11.4
(5,5 mg)

v

| Cicloglicilprolina |

Esquema 2 Isolamento da cicloglicilprolina.

Anidromevalonolactona (1):6leo amarelo palidoCCD [silica gel, hexano-acetato
de tila 1:1.5(viv), R=0,4Q IV (filme) vmax cmi* 2981, 29482908, 1714, 1643,
1398, 1220, 1149, 1062, 850. RMN ¢ (300 MHz, CDC}) § 2,01 (m, 3H, H-7),
2,38 (m, 2H, H-4), 4,38 (t, 2H, J = 6,6 Hz, H-3), 5,82 (séxt 1,41 Hz, 1H, H-6);
RMN de *C (75 MHz, CDCJ) 6 23,2 (C-7), 29,4 (C-4), 66,1 (C-3), 116,9 (C-6),
158,1 (C-5), 164,8 (C-1).EM, m/z (%) 112 [M] (47.9), 82 (100), 67 (6.63), 54

(68.4),39 (84.4).

(R)-(-)-Mevalonolactona (2): cristal incolor CCD [silica gel, CHG}iso-PrOH
19:1 (V/v), R 0.26; ]p*°~19.6 (c 0.4CHCH) [lit. [¢]o?®—20.1 (c 1.0, EtOH) (Mash
& Arterburn, 1991), §]0>° —22.0 (c 0.4, CHG) (Shimizu et al., 1997)]; {T24-26 °C;
IR (sdid0) vmax cMi* 3396, 2971, 1700, 1263, 1128, 1068, 759; RMN'tdg300
MHz, CDCk) ¢ 1,38 (s, 3H, H-7), 1,91 (m, 2H, H-4), 2,36 (s |, 1H, OH), 2,50,
17,4 Hz, 1H, H-6a), 2,65 (d,= 17,4 Hz, 1H, H-6b), 4,35 (m, 1H, H-3a), 4,60 (m,
1H, H-30; RMN de**C (75 MHz, CDC}) & 29,9 (C-7), 36,1 (C-4), 44,9 (C-6), 66,3

(C-3), 68,4 (C-5), 170,9 (C-1EM m/z (%) 71 (46,3), 58 (28,7), 43 (100), 31816
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Cicloglicilprolina (3): cristal incolof CCD [silica gel, CHGiso-PrOH 9:1 (V/),
R=0.26; T 216217 °C; IR (s6d0) vmax cmi* 3164, 29331675, 1642, 1451, 1292
880; RMN de'H (300 MHz, CDCY) & 6,20(s |, 1H, NH), 4,194,06 (m, 2H, 3-Ha,
8-Hb), 3,90 (dd, J = 16,9, 4,6 Hz, 1HH), 3,70-3,56 (M, 2H, 6-H), 2,4&,30 (m,
1H, 8Ha), 2,19-1,82 (m, 3H, 7-H e &4b). RMN de*C (75 MHz, CDCJ) & 224
(C-7), 28,4(C-8), 45,3(C-6), 46,6(C-3), 58,5(C-8a), 163,6 (C-4),169,9 (C-1EM,
m/z (%) 155 [M+1] (4,5), 154 [M] (37,1), 126 (7,6), 111 (70,6), 98 (20,1), 83

(78,9), 70 (53,9), 55 (36,6), 41 (100), 30 (42,6).

2.4. Sintese da anidromevalonolactona

A sintese da anidromevalonolactoiidmetil-5,6-dihidropiran-2-ona) foi
baseada em metodologia reportada por Shintani & Hayashi (ZB$tjuema 1)
Uma mistura de (%)-mevalonolactona (79 mg, 0,61 mmol) edoacp-
toluenossulfénico (9,5 mg, 0,05 mmol) em tolueno (2 mL) foi eigiaea 90 °C por
18 horas em tubo selado, sob agitacdo, na presenc&apemdecular 4A. Os
volateis foram removidos sob vacuo em evaporador rata@rio residuo foi
submetido a cromatografia em coluna de silica-gel coti éier-pentano 2:3 a 2:1
(v/v) para fornecer a anidromevalonolactona como afearelo claro (49 mg, 0,44

mmol, 73%6).

OH TsOH
o CH_3CBH5 ,90°C 9)
peneira molcular 4A
18h 73%

Esquema 3 Sintese da anidromevalonolactona.
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2.5. Sintese da cicloglicilprolina

A cicloglicilprolina foi sintetizada segundo metodologipsopostas por
Nitecki et al. (1968) e Costa et al. (1993) (Esquema 2). Araisiaira de Boc-L-Pro
(100 mg, 0,45 mmol), glicina metil éster (57 mg, 0,45 mmol, 1 egqudCC (112
mg, 0,54 mmol, 1,2 equiv.) e HOBT monoidratado (73 mg, 0,54 mnbedyiv.)
foram adicionados 0,125 mL de trietilamina (0,9 mmol, 2,0 eq@va mistura
reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura abebjr 24 horas. A analise
por cromatografia em camada delgada [hexano-acetatolal@:&t (v/v)] indicou o
término da reacdo. Apds evaporacao do solvente, o residdissolvido em AcOEt
(10 mL) e lavado sucessivamente com agua (10 mL), acidooddt®% (m/v) (2 x 5
mL) e solucédo de ¥CO; a 10% (m/v) (2 x 5 mL). O solvente foi removido sob
vacuo, o residuo foi dissolvido em 20 mL de acido férmieoneistura foi mantida
sob agitacdo por 4 horas. Foram adicionados 20 mL dentoki®s solventes foram
removidos sob vacuo. O residuo obtido foi dissolvido em MeQ&bos adicdo de
EtsN (0,250 mL, 4 equiv.), a solucéo foi refluxada por 12 horggsAevaporacéo
dos solventes sob vacuo, o residuo foi submetido a crorafitofiash em coluna de
silica gel (230-400 mesh) utilizando como eluentes misturasiai@rainetano-
propan-2el 3:1 a 1:1 (v/v), fornecendo o produto como sélido incolor [(220yiH#

mmol, 31%)].
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OH i DCC, HOBT NT > CO.Me
HN" >COMe - H “
N_ i CH,Cl,, ta, 24 h N
Boc HCI “Boc
HCOOH l 4h
0
0
NH MeOH, NEt; o
N - - H .
refluxo, 12 h NH,
o *  HCoO

31%

Esquema 4 Sintese da cicloglicilprolina

2.6. Ensaio por Aspersao

Filtrados de cultura contendo Tween 80 a 0,5% (m/v) foranoumé&mente
aspergidos sobre folhas sadias de plantas jovens (2raa®a&®) de E. heterophylla
cultivadas em casa de vegetacdo. Filtrados de meios leacsem crescimento
fungico contendo Tween® 80 a 0,5% (m/v) e solucdo aquo3avden® 80 a 0,5%
(m/v) foram utilizados como controles. ApGs aspersao alasdes, as plantas foram
mantidas em camara umida a 28 °C e o desenvolvimentotdeasfoi monitorado

diariamente por 72 h.

2.7. Ensaio com Punctura de Folhas

As atividades fitotoxicas de extrato organico, fracdes cragnaficas e
compostos puros foram avaliadas por meio de ensaio sobas falincturadas de E.
heterophylla (Pedras and Ahiahonu, 2004). Folhas sadias de plardas e E.
heterophylla (2 a 3 semanas) cultivadas em casa de vegetagagforcutadas com

auxilio de agulha e gotas (1i0) de cada solucéo-teste foram depositadas sobre cada
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punctua (2 puncturas por folha, 3 folhas por tratamento). As sofuddoeam
preparadas pela dissolucdo de cada material em pequenoevdRinDMSO e
diluidas com 4gua destilada para a concentracéo finghdasé concentracéao final

de DMSO, na qual ndo houve producado de efeitos toxicos, @¥dév/v). Extrato
organico e fracdes cromatografcias foram avaliadosraglL™® e compostos puros
em concentracdes de 1 e 3 mg'mApés aplicacdo das solucdes, as plantas foram
mantidas em camara Umida a 25 °C sob luz natDrdesenvolvimento de sintomas
foi observado diariaente e os diamstdas lesées desenvolvidas foram medidos ap6s

72 h.

3. Resultados e Discussao

Os filtrados de cultura foram ensaiados sobre folhas de tEéropaylla
através de ensaio por aspersdo e causaram amarelecematoses em folhasd
planta. Os filtrados foram entdo extraidos com acetattildee 0 extrato organico
também capaz de causar lesbes em folhas puncturadaant i submetido a
sucessivas etapas de fracionamento por cromatografialenae cromatografia em
camada delgada preparativa, conforme descrito na Secdo EmaiimO
fracionamento dos extratos levou a obtencéo de trébalgos principaisi-3), que
foram caracterizados por comparacdo de seus dados esp&gitos com dados
reportados na literatura e com os obtidos dos compost@sickist As atribuicdoes
dos sinais mostrados por RMN dd e *°C foram confirmados por experimentos

COSYeHETCOR (os espectros estdo apresentados no Apéndice)
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(1) (2) (3)

Figura 1. Metabolitos isolados do filtrado de cultura de A euphorbiicola

O composto 1) foi identificado como anidromevalonolactorigua férmula
molecular GHgO, foi deduzida do espectro de massas (Figura 3), consist@mie C
trés graus de insaturacdo dos quais, por deducao a partir dorespelV (Figura
5), um corresponde a uma dupla ligacdo carbono-carba®4@cm*) e outro a um
grupo carbonilay 1714 cnit). O espectro de RMN d€C (Figura 7) mostra um sinal
ao 164,8, compativel com a presenca de carbonila de lactona aiajagena dupla
ligacdo carbono-carbono cujos sinais aparecenia8,1 e 116,9Estas atribuicdes
estdo em concordancia com os dados inferidos a partispkrteo no 1V. Signais
correspondentes a um grupo metila e dois grupos metilenoscapaemd 23,2,
29,4 e 66,1, respectivamente. O espectro de RMHHdEigura 6) mostra um sinal
caracteristico de hidrogénio olefinico, integrado para qu& aparece como um
sextetoem ¢ 5,82. Conforme evidenciado a partir do espectra'tidH COSY
(Figura 8), este hidrogénio se acopla com o grupo ndefl(lL 3H, m) e com um
grupo metileno & 2,38 2H, m), ambos os grupos ligados ao carbdnala
insaturacdo conjugada & carbonila, conforme verificado egpectro deH-*C
HETCOR (Figura 9). Os dados espectroscépicos de RMRHde *C estdo em
concordancia com aqueles repostados na literatura (Eesa& Kumar, 1999¢

com os dados obtidos para o composto sintético.
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O espectro no IV do compostd) (Figura 12) mostra bandas caracteristicas
de grupo hidroxilay 3396 cn') e carbonila de lactona (700 cnt). O espectro de
RMN de’C de @) (Figura 14) mostra sinais correspondentes a carbonila adac
ao 170,9, um sinal de grupo metila en29,9, de dois grupos grupo metileno ém
36,1 ed 66,3 e um sinal compativel com a presenca de carbonm@ibiem o
68,4. O espectro de RMN dél (Figura 13) confirma os dados &, onde se
observam os sinais dos dois atomos de hidrogéno diastecst@piv 2,50 (d, 1H) e
2,65 (d, 1H) do grupo metileno ligado ao carbono da carboailgjnal dos
hidrogénios do grupo metila end 1,38, e os hidrogénios dos dois outros grupos
metileno emo 1,91 (m, 2H), 4,35 (m, 1H) e 4,60 (m, 1H). As atribuicbes foram
confirmadas por experimentos 4¢-*H COSY e *H-'*C HETCOR (Figuras 15 e
16). Com base na comparacao dos dados espectroscopicospistmoisolado com
os dados da literatai(Fernandes & Kumar, 1999), o metaboli®) foi identificado
como (R}(-)-mevalonolactona. A identificacdo foi confirmada pelanparacdo dos
dados espectroscépicos com os obtidos para o composteginté

O espectro de massas do compo&p(Figura 1§ mostra o pico do ion
molecular em m/z 154, compativel com a formula molectad;(O.N,. A analise
do espectro de RMN déH permitiu identificar o composto como sendo a
dicetopiperazina formada pela ciclizacdo entre os amohms®i@licina e prolina
(cicloglicilprolina). Os multipletos em 1,82-2,19 (3H),0 2.30-2,48 (1H) ed 3,66
3,70 (2H) correspondem aos hidrogénios dos grupos metilenos da poogina. O
multipleto emé 4,06-4,19 (2H) corresponde aos dois atomos de hidrogénio do
carbono ligado a carbonila da prolina e a um dos atomos degéido
diasterotopicos do grupo metileno da porcao glicina. O seguadw @e hidrogénio

do grupo metileno da glicina aparece como um dupleto dupid,80 (1H) e o sinal



do NH aparece e 6,20. A presenca destas estruturas parciais foi confirpelda
correlagcbes observadas no espectro ‘de’H COSY (Figura 22). Os dados
espectroscopicos estdo de acordo com os reportadosratutiee com os obtidos
para o composto sintético (Furtado et al., 2005).

A atividade de cada um dos compostos foi avaliada pelaagab de
solucBesa 1 e 3 mg mL* sobre folhas puncturadas de E. heterophylla (Figura 2). A
(R)-(-)-mevalonolactona apresentou a menor atividade fitotosécalo produzido
halos de despigmentacdo com &6 de diametro apenas quando ensaiada a 3 mg
mL™. Anidromevalonolactona e cicloglicilprolina causaram sirgerem ambas as
concentragdes testadas. Na concentracdo de 3 migaslhalos de despigmentacao
produzidos pe& anidromevalonolactona e as lesdes necroéticas produzidas pe
cicloglicilprolina atingiram 3,1 mmne 4,2 mm de diametro, respectivamente

A (R)-(-)-mevalonolactona corresponde a forma ciclica do acelaldnico,
um intermediario chave em processos bioquimicos cedul@ierbert, 1989). Em
fungos, a via do acido mevalbnico € a principal rota métabpara a biossintese de
esterodides e terpenos (Hanson, 2008). Diferentes trabelhotam a sintese da (R)
(-)-mevalonolactona por fungos (Pittayakhajonwut et al., 2002y et al., 2008;
Hemtasin et al.,, 2011). As atividades citotoxica (Hemtasin et 28l11) e
antimalarica (Pittayakhajonwut, 2002) deste composto fofasergadas. Embora a
producdo de varios metabolitos terpendides fitotdxicos pogofsl patdbgenos de
plantas tenha sido reporta(Ballio et al., 1991; Evidente et al., 2006; Sparapano et
al., 2004), o presente trabalho constitui a primeira demamdt da atividade

fitotoxica da cicloglicilprolina.
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Figura 2. Efeitos dos metabdlitos isolados (3 mg tisobre E. heterophylla por
meio de ensaio com puncutura de folhas. A, controle [DMSO 0;28%; B, (R)-(-)-

mevalonolactona; C, anidromevalonolactona; D, cictalgliolina.

Como os filtrados de cultura de A. euphorbiicola apresentarars,@Ha
considerada a possibilidade da anidromevalonolactbnge sido produzida pela
desidratacdo da mevalonolactor#) fo caldo da cultura, em vez de produzida e
secretada pelo fungo. Para verificar esta possibilidadgréparada uma solucao
aquosa de mevalonolactona a 3 mg™nelm pH 5,6 e a possivel formacdo dg (
neste pH foi monitorada por CG-EM. Ap6s 72 h de monitoramensojugdo foi
aguecida a 45 °C por 8 horas e novamente analisada por CG-BMemib sido
detactada a formacdo da anidromevalonolactona nestaéc@esy sua producdo

como artefato do meio foi desconsiderada.
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O composto cicloglicilprolina [ciclo(Gly-L-Pro)] é uma diopiperazina
reportada como sendo produzida por diferentes microorganismehsndo fungos
do solo (Furtadeet al., 2005) e fungos patégenos de plantas (Trigos et al., £997)
apresenta atividade inibitéria de quitinases (Houston et al., 2@04céao
antibacteriana (Furtado et al., 200%)icetopiperazingsos menores peptideos
ciclicos, sao biossintetizadas por direrentes organisnagpsesentam uma variedade
de atividades biolégicas (Martins & Carvalho, 2007). Embgrenducédo de diversas
dicetopiperazinas fitotdxicas por fungo fitopatogénicos tesitha reportada (Trigos
et al., 1997; Stierle et al., 1988) presente trabalho constitui o primeiro relato de
atividade fitotoxica da cicloglicilprolina

Os efeitos produzidos pelos compostos isolados foram similaoss
primeiros sintomas observados apds inoculacdo de asderd. euphorbiicola em
E. heterophylla, o que sugere a participacdo conjunta destes to$npos estagios
iniciais da interacdo entre o patdgeno e a planta. €dtados mostraram que tais
compostos podem constituir-se em modelos naturais panéeaestle analogos com
maior atividade fitotoxica que possam ser utilizados para oejmade E.

heterophylla.

14C



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BALLIO, A.; MORELLI, A. C.; EVIDENTE, A.; GRANITI, A.; RANDAZZO, G.;
SPARAPANO, L. (1991). Seiricardine a, a phytotoxic sesquiterpeom three
Seiridium species pathogenic for cypress. Phytochemistry, 301 3&1-

BARRETO, R. W.; EVANS, H. Fungal pathogens of Euphorbia heterophylla and E
hirta in Brazil and their potential as weed biocontrol ag€1®98) Mycopathologia
141, 21-36.

CARVALHO, L. B.; BIANCO, S.; GUzZzO, C. D. (2010) Interferéncia de
Euphorbia heterophylla no crescimento e acimulo de macronutridatemja.
Planta Daninha, 28, 33-39.

CERDEIRA, A. L.; GAZZIERO, D. L.; DUKE, S. O.; MATALLO, MB. (2011).
Agricultural impacts of glyphosate-resistant soybeanivaiion in South America.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59, 5799-5807.

COSTA, B. R.; HE, X-S.; LINDERS, J. T. M.; DOMINGUEZ, QQU, Z. Q.;
WILLIAMS, W.; BOWEN, W. D. (1993). Synthesis and evaluatioof
conformationally restricted 8- (3,4-Dichlorophenyl)ethyl]-N-methyl-Z4-
pyrrolidinyl)ethylamines at Receptors. 2. Piperazines, bicyclic amines, bridged

bicyclic amines, and miscellaneous compoudd#led. Chem.,36, 2311-2320.

CURY, J. P.; SANTOS, J. B.; SILVA, D. V.; CARVALHO, F. P.;.B&A, R. R;
BYRRO, E. C. M., FERREIRA, E. A. (2011). Dry matter produectand distribution

of bean cultivars under weed competiti®tanta Daninha, 29, 149-158.

DING, L.; QIN, S.; LI, F.; CHI, X.; LAATSCH, H. (2008) Isolatiomntimicrobial
activity, and metabolites of fungus Cladosporium sp. adgsaciavith red alga

Paphyra yezoensi<urr. Microbiol., 56, 229-235.

EVIDENTE, A.; ANDOLFI, A.; CIMMINO, A.; VURRO, M.; FRACCHIOLIA,
M.; CHARUDATTAN, R. (2006). Herbicidal Potential of OphioboliRsoduced by
Drechslera giganted. Agric. Food Chem., 54, 1779-1783.

141


http://lattes.cnpq.br/1266870341647896

FERNANDES, R. A.; KUMAR, P. (1999). Enantioselective sgsih of (R)-0)-
mevalonolactone via cyclic sulphate methodology. TetrahedAsgmmetry 10,
4349-4356.

FURTADO, N. A. J. C.; PUPO, M. T.; CARVALHO, |.; CAMPO, V. LDUARTE,
M. C. T.; BASTOS, J. K. (2005). Diketopiperazines produced by speillus
fumigatus Brazilian strain. J. Braz. Chem. Soc., 16, 1448-1453.

HANSON, J. R. Chemistry of fungRoyal Society of Chemistry: Cambridgz008.

HEMTASIN, C.; KANOKMEDHAKUL, S.; KANOKMEDHAKUL, K.,
HAHNVAJANAWONG, C.; SOYTONG, K.; PRABPAI, S.; KONGSAEREE, P.
(2011). Cytotoxic pentacyclic and tetracyclic aromatic sésrpgnes from
Phomopsis archerd. Nat. Prod., 74, 609-613.

HERBERT, R. B. The Biosynthesis of Secondary Metabolites, 2nd Edn;n@imap
and Hall: London, 1989.

HOUSTON, D. R.; SYNSTAD, B.; EIJSINK, V. G. H.; STARK, M. R;;
EGGLESTON, I. M.; VAN AALTEN, D. M. F. (2004). Structure-basexploration
of cyclic dipeptide chitinase inhibitors. J. Med. Chem.,5¥7,3-5720.

MARTINS, M. B.; CARVALHO, I. (2007). Diketopiperazines: biologicactivity
and synthesis. Tetrahedron, 63, 9923-9932

NITECKI, D. E.; HALPEN, B.; WETSLEY, J. W. (1968). Simpleute to sterically
pure diketopiperazines. J. Org. Che®3, 864-866.

PEDRAS, M. S. C.; AHIAHONU, P. W. K. (2004). Phytotoxin productiand
phytoalexin elicitation by the phytopathogenic fungus Sclerotinia ciedeum J.
Chem. Ecaol., 30, 2163-2179.

PITTAYAKHAJONWUT, P.; THEERASILP, M; KONGSAEREE, PR

RUNGROD, A; TANTICHAROEN, M.; THEBTARANONTH, Y. (2002)

Pughiinin A, a sesquiterpene from the fungus Kionochaeta pughii BCC 3@irgaP
Med., 68, 1017-1019.

142



RIZZARDI, M. A.; BIANCO, S.; GUZZO, C. D. (2004) Interferenoé populations
of Euphorbia Heterophyllaand Ipomoea ramosissimgolated or in mixture in
soybean crofPlanta Daninha, 22, 29-34.

SHINTANI, R.; HAYASHI, T. (2011) Rhodium-catalized asymmetrid-adittion of
sodium tetraarylborates t6 f-disubstitutedo,f-unsaturated esters. Org. Let., 13,
350-352.

SPARAPANO, L.; BRUNO, G.; FIERRO, O.; EVIDENTE, A. (2004). Studis
structureactivity relationship of sphaeropsidins—# phytotoxins produced by
Sphaeropsis sapinea f. sp. cupressi. Phytochemistry, 65, 189-198.

STIERLE, A. C.; CARDELLINA, J. H.; STROBEL, G. A. Maasin, a host-
specific phytotoxin for spotted knapweed from Alternaria alternBtec. Natl.
Acad. Sci. USA, 85, 8808-8011, 1988.

TREZZI, M. M.; FELIPPI, C. L.; MATTEI, D.; SILVA, H.L.; NUNES, A. L.,
DEBASTIANI, C.; VIDAL, R. A. MARQUES, A. (2005). Multiple reistance of
acetolactate synthase and protoporphyrinogen oxidase inhibitofSuphorbia
heterophylla biotypes. J. Environ. Sci. Health,40, 101-109.

TRIGOS, A.; REYNA, S.; GUTIERREZ, M. L.; SANCHEZ, M. (1997).
Diketopiperazines from Cultures of the Fungus Colletotrichum gloespordidés
Prod. Let., 11, 13-16.

VIDAL, R. A,; TREZZI, M. M.; PRADO, R.; RUIZ-SANTAELLA,J. P.; VILA-
AIUB, M. (2007) Glyphosate resistant biotypes of wild poinaetfictuphorbia
heterophylla (L.)) and its risk analysis on glyphosate-totesmybeans. J. Food
Agric. Environ., 5, 265-269.

WILSON, A. K. (1981). Euphorbia heterophylla: a review of distribution,

importance and control. Tropical Pest Manag., 27, 32-38.

145



APENDICE 1

Espectros de massas, IV e RMN da anidromevalonolactona
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Figura 3. Espectro de massas por impacto de elétrons (70 e¥®) d
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Figura 4. Principais fragmentacdes da anidromevalonolactbnpdr espectrometria

de massas com impacto de electrons (70 eV).
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APENDICE 2

Espectros de massas, IV e RMN da (R)}-f-mevalonolactona
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Figura 11. Principais fragmentacbes da (R)-(nevalonolactona 2) por

espectrometria de massas com impacto de electrons (70 eV).
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APENDICE 3

Espectros de massas, IV e RMN da cicloglicilprolina
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho teve como objetivo o isolamento etifilsacdo de compostos
fitotoxicos produzidos por Alternaria euphorbiicola. Este fungo foladko de
tecidos severamente infectados de Euphorbia heterophylla, umamtas planinhas
tropicais mais nocivas a agricultura brasileira e nespeel por grandes prejuizos em
importantes culturas como a soja, o milho, o feij@ocatgodao.

Os estudos iniciais mostraram que o fungo € capaz de pradgeicretar
metabolitos fitotoxicos quando cultivado em meio de cultiaido e que a
fitotoxicidade dos filtrados de cultura € influenciada pela c@mpo do meio de
cultura pelas condicbes de cultivo utilizadas. Os resudtatiostraram que a
producéo in vitro de fitotoxinas pelo fungo esta diretamemdicimnada por fatores
nutricionais. Ainda, o cultivo sob agitacdo e na auséheilz favorece a producéo
de metabdlitos fitotoxicos pelo fungo. O filtrado da culemameio de Jenkins-Prior
modificado, crescida sob agitacdo, no escuro e a 2pr&sentou a maior atividade
fitotoxica, tendo inibido em 100 % a germinacdo de sementesdazulo extensas
necroses foliares e desfolha em E. heterophylla. Este filtdalocultura foi
submetido a sucessivas etapas de fracionamento e levoackedaacdo de uma
fracdo constituida majoritariamente por acidos graXasconcentracédo de 1 mg mL
! a fracdo causou lesbes de despigmentacdo com diaméttio de 3,5 cm sobre
folhas puncturadas de E. heterophylla. O fracionamento do fildtadocultura em
meio de Jenkins-Prior levou também ao isolamento eiidagéio do metabdlito
fitotoxico denominado tirosol. O fracionamento guiado porrsa®s de filtrados de

cultura de A. euphorbiicola em meio de Fries, cultivado esta¢inte, a 28 °C ean



auséncia de luz levou ao isolamento de trés metabdtiestificados como
anidromevalonolactona, (Ry¢mevalonolactona e cicloglicilprolina.

As atividades fitotoxicas dos compostos isolados foram aealiam ensaios
sobre folhas puncturadas utilizando diferentes espécieslat@agp Todos os
compostos apresentaram atividade fitotoxica contra E. heteraplglleoncentracao
de 3 mg mL, (R)-(-)-mevalonolactona e anidromevalonolacarfaram capazes de
produzir halos de despigmentagdo com 2,8 mm e 3,1 mm detdiaiNa mesma
concentracgdo, cicloglicilprolina produziu les6es necrétices 4,2 mm de didmetro
em médiaO presente trabalho constitui o primeiro relato dédede fitotdxica da
cicloglicilprolina, bem como da (R))-mevalonolactona e da
anidromevalonolactona.

A atividade fitotoxica do tirosol contra E. heterophylla fantnstrada
através de ensaios sobre folhas puncturadas. A menomt@gé® de tirosol capaz
de produzir lesbes de despigmentacéo (1,8 mm de diameti®) leerophylla foi de
1 mM. Nas concentracdes de 40 e 100 mM, as lesbes atingiradiametro médio
de 4,7 e 10,4 mm de diametro, respectivamente. Os mesmoss efi@iton
observados quando aplicado sobre folhas de biétipo de E. heteaagsystente a
herbicidas inibidores da acetolactato sintase. Os efa®stirosol sobre E.
heterophylla foram avaliados também através de ensaiosspersao. Solucdes
aguosas de tirosol a partir de 40 mM, contendo adjuvamfackante comumente
empregado em formulacdes herbicidas, foram capazes dsarcaintomas
observaveis em menos de 24 horas apds aplicacdo, mdsuéten queima e morte
total das plantas 7 dias apos aplicacéo.

Ensaios com punctura de folhas foram também utilizad@s ipgestigar os

efeitos de tirosol sobre diferentes espécies de pldatashas e cultivaveis. Mesmo
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em concentragdes tdo elevadas quanto 100 mM, tirosol puogoaco ou nenhum
efeito sobre soja e milho, duas das mais importantearaslimpactadas por E.
heterophylla Dentre as diferentes espécies daninhas utilizadas, apemasdles
tortuosum (outra planta daninha responséavel por grandes prejueizibsra da soje
também reconhecida como hospedeira de A. euphorbiicola) ajesemnisibilidade
ao composto, desenvolvendo lesdes cloréticas que atingrdana superficie das
folhas.

Como o amarelecimento e a necrose de folhas comestitos primeiros
sintomas observados apoés a inoculacdo de A euphorbiicola. &eterophylla, os
resultados do presente trabalho sugerem a participacdontargos compostos
identificadosnos estagios iniciais do processo de invasao de tecidos da pkiot
fungo. Os resultados mostraram, ainda, que o tirosobamie atividade fitotoxica
seletiva contra plantas hospedeiras do fungo que comstiaspécies daninhas
responsaveis por grandes prejuizos agricolas, indicand@spge composto pode
constituir-se um ponto de partida promissor para a sidesnalogos com atividade

herbicida para o controle de importantes plantas daninhas.
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