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CARACTERIZACAO QUIMICA DE COMPOSTOS BIOATIVOS DO
FUNGO ENDOFITICO  Cochliobolus  intermedius ISOLADO DE
SABONETEIRA (Sapindus saponaria L) E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA.

RESUMO

Os fungos endofiticos sdo organismos que vivem em plantas sadias, dentro de seus tecidos
intercelulares, apresentam, dentre muitas caracteristicas, a capacidade de produzir uma
enorme variedade de metabdlitos secundarios com um amplo espectro de utilizagao. O fungo
endofitico Cochliobolus intermedius ainda pouco conhecido, pode efetivamente ser um bom
produtor de compostos bioativos e foi isolado de Sapindus saponaria L. descrito na literatura,
onde apresentou efeitos antimicrobianos, além de ser encontrado em ervas daninhas doentes.
O objetivo deste trabalho foi o de obter metabolitos secundarios produzidos a partir do fungo
C. intermedius, a caracterizacdo quimica destes e a avaliacdo da atividade antimicrobiana.
Para tanto, o endofitico foi cultivado em caldo BD durante 7 dias, sem agitacdo ¢ a uma
temperatura de 28 °C. Posteriormente foi realizada a separacdo do caldo do micélio através de
filtragcdo seguida de centrifugacdo. O sobrenadante foi particionado com AcOEt resultando em
um extrato que foi fracionado e utilizado para a identificagdo do composto. Apods
procedimentos cromatograficos (CCD e CC) seguidos, as fragdes foram devidamente
submetidas a andlise por RMN de 'H (300 MHz) ¢ *C (75,5 MHz) para demonstragdao dos
componentes quimicos que resultou na identificacdo da curvularina, a partir da fragdao D.
Testes de atividade antibacteriana e antifingica foram realizados demonstrando que a
curvularina € a substancia principal produzida por C. intermedius, com efeito inibitério ao
crescimento dos fungos Moniliphtora perniciosa, Didymella bryoniae e Fusarium solani { sp
glycines, nas bactérias Micrococcus luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Enterococcus hyrae. Os resultados permitem concluir que C.
intermedius ¢ um fungo endofitico que apresenta capacidade de agir contra o ataque de
patdgenos comprovando desta forma sua aplicacdo biotecnoldgica e como controle bioldgico.

Palavras-chave: identificacio quimica, metabolitos secundarios, endofito, teste de
antagonismo.

Xiii



CHEMICAL CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS OF
ENDOPHYTIC FUNGUS Cochliobolus intermedius ISOLETED FROM
“SABONETEIRA” Sapindus saponaria: Antagonism Test.

ABSTRACT

Endophytic fungi are organisms that live in healthy plants, inside of their intercellular tissues,
presenting, among many features, the ability to produce a wide variety of secondary
metabolites with a broad spectrum of use. The endophytic fungus Cochliobolus intermedius
still little known, it may be a good producer of bioactive compounds, and it was isolated from
Sapindus saponaria L. described in the literature because previous studies showed
antimicrobial effects as well as being identified in sick weeds. The aim of this paper is to
obtain secondary metabolites from C. intermedius the chemical characterization of these and
antimicrobial activity. For this, the endophyte was grown in broth PDA (Potato Dextrose) for
7 days without agitation and a temperature of 28 °© C. Afterwards it was done the separation of
the mycelium broth by filtration followed by centrifugation. The supernatant was partitioned
with EtOAc resulting in an extract that was fractionated and used to identify compounds.
After chromatographic procedures (TLC and CC) one after the other, the parts were analyzed
by 1H NMR (300 MHz) and 13C (75.5 MHz) to demonstrate the chemical components that
result in the identification of Curvularina, from part D.Antibacterial and antifungal activities
tests were done showing that curvularin is the main substance produced by C. intermedius,
with inhibitory effect on growth of fungi Moniliphtora perniciosa, Didymella bryoniae,
Fusarium solani f sp glycines, and bacteria Micrococcus luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus hyrae. The results indicate that C.
intermedius is an endophytic fungus that has the capacity to act against the attack of
pathogens, and thus proving their biotechnological applications and as a biological control.

Keywords: chemical identification, secondary metabolites, endophyte, antagonism test.
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INTRODUGAO

1- Interagao Fungo/Planta

Existem associagdes entre os seres vivos, que sdo condi¢des vitais para
sobrevivéncia de determinadas espécies, que podem ser incapazes de
conseguir por si mesmas, meios de sobrevivéncia, incluindo nutrientes e
protecdo contra espécies predadoras e parasitarias. E dentre elas, as mais
encontradas e frequentes, estdo as interagdes entre os fungos associados as
plantas. Logo a sobrevivéncia destes organismos depende do sucesso de suas
associagcdes com outros seres vivos, dentre as quais, destacamos a interacao
ocorrida especialmente com as plantas, ou entdo, uma vez que estas podem
também depender de sua capacidade de assimilar nutrientes do meio ambiente
(VIVANCO et al., 2005).

Dentre o grupo de seres vivos, sem sombra de duvidas, o que mais nos
chama a atencdo, € o grupo dos fungos, que durante muito tempo, foram
considerados como vegetais e somente a partir de 1969, passaram a ser
classificado em um reino a parte, o chamado “Reino Fungi’. Os fungos séo
organismos eucarioticos, que nao possuem clorofila, por isso sé&o
heterotréficos, do ponto de vista nutricional, portanto, absorve componentes
organicos como fonte de energia (RAVEN et al., 1992).

Do ponto de vista respiratério, sdo aerébios em sua grande maioria, com
algumas excegdes que sdo anaerdbios estritos e facultativos. Podem ser uni ou
multicelulares e reproduzem-se sexuada ou assexuadamente (CARLILE,
WATKINSON e GOODAY, 2001).

A parede celular esta presente e geralmente é formada por um agucar
denominado quitina, além de outros compostos como a galactose e a manana
apresentando também celulose B-glucano. Apresentam formas filamentosas
com células tubulares, denominadas hifas e o seu conjunto de micélio. O
micélio dos fungos apresenta como principal fungdo absorver nutrientes,
podendo também apresentar fungbes especificas (GRIFFIN, 1994;
ALEXOPOULOS et al., 1996; KAVANAGH, 2005).

Os fungos sao aclorofilados, heterotroficos (quimiorganotréficos) com
nutricdo por um processo chamado de absorcdo, através da liberagdo de
exoenzimas sobre o alimento. As moléculas sdo degradadas em formas mais

simples, para possibilitar a absor¢cdo pelos fungos. Os fungos necessitam,
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basicamente de Carbono (C), Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Calcio
(Ca) e Magnésio (Mg), além dos micronutrientes.

Podem ainda apresentar fototropismo, necessitando de luz para o seu
desenvolvimento, frutificagcdo e pigmentacdo. A temperatura de crescimento
varia entre 0 a 35°C. Apresentam uma variagdo de pH entre 3-8, com uma
relativa tolerancia a pH acido (ALEXOPOULQOS, et al., 1996).

Os fungos apresentam dois tipos de frutificagdes, uma forma chamada
teleomorfica, que antigamente era denominada "forma perfeita" ou sexual, a
outra é conhecida como frutificacbes assexuais ou clonais, anteriormente
denominadas "forma imperfeita" e atualmente, anamorfica. Costumeiramente
observamos que para cada espécie existe urna forma anamoérfica e uma forma
teleomérfica (GRIFFIN, 1994).

O modo de alimentagdo associado a fonte de nutrientes dos fungos
permite separa-los em dois grupos principais:

Fungos sapréfitos — fungos que vivem sobre matéria organica morta,
criando estruturas reprodutoras a partir do micélio. Este tem grande
importancia nos ecossistemas, pois sao decompositores, reciclando os
elementos quimicos vitais, como por exemplo, carbono, nitrogénio, fésforo,
entre outros compostos . No entanto, esta capacidade de decomposi¢ao dos
fungos pode ser um problema para o homem, uma vez que existem fungos
capazes de destruir os cultivos, os alimentos, as roupas, 0s navios e mesmo
certos tipos de plastico. A melhor maneira de proteger de fungos qualquer
material € manté-lo num meio o mais seco possivel (CARLILE et al., 2001).

Fungos simbiontes — fungos que estabelecem relagdes simbidticas com
seres autotréficos, tornando-os mais eficientes na colonizagcdo de habitats
pouco hospitaleiros (CARLILE et al., 2001).

Uma importante associagao simbiotica dos fungos sdo os micorrizos,
associacdes entre as hifas e as raizes de arvores. Calcula-se que cerca de
90% das arvores de grande porte tenham micorrizos, sendo inclusive
encontradas no registro fossil. Este fato leva os cientistas a concluir que os
micorrizos podem ter tido um importante papel na colonizagdo do meio terrestre
pelas plantas (BARBIERI; CARVALHO, 2001).

O fungo recebe da planta, nutrientes organicos e fornecem nutrientes

minerais como o fésforo, cobre, zinco e agua entre outros. As micorrizas
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também ajudam na protegdo das raizes contra infec¢gdes por parte de outros
microrganismos do solo.

Segundo RAVEN et al.,, 1992 as micorrizas apresentam dois tipos
principais:

Endomicorrizas — de longe as mais comuns, ocorrem em cerca de 80%
das plantas vasculares, principalmente nos trépicos, onde os solos pobres e
carregados positivamente impedem uma facil absorcao de fosfatos pelas raizes
das plantas.

As hifas penetram na raiz e mesmo nas células vegetais, facilitando a
absorcao de nutrientes minerais. Estas associacbes ndo sao especificas,
existindo mais de 200 espécies de fungos em todo o mundo que formam
endomicorrizas com 0s mais variados organismos vegetais;

Ectomicorrizas — caracteristicas de certos grupos especificos de arvores
ou arbustos de zonas temperadas, como as faias, carvalhos, eucaliptos e
pinheiros.

As hifas formam um invélucro em torno das células das raizes, nunca as
penetrando, porém aumenta enormemente a area de absorgdo, 0 que,
aparentemente, as torna mais resistentes as rigorosas condi¢coes de seca e de
baixas temperaturas além de prolongar a vida das raizes.

As ectomicorrizas desempenham o papel dos pelos radiculares,
ausentes nestas circunstancias. Neste caso, parece existir um elevado grau de
especificidade nestas relacbes simbidticas, estando mais de 5000 espécies de
fungos, principalmente cogumelos, envolvidas na formacao de ectomicorrizas.

Nas associagdes parasitarias o fungo vive dentro da planta, recebendo a
designacao de fitopatdgeno, de onde obtém o alimento necessario para seu
desenvolvimento, em detrimento ao hospedeiro (RICHARDSON, 1999).

Neste caso, geralmente o metabolismo secundario do fungo é prejudicial
a planta, quer pelo consumo de seus elementos vitais ou quer pela biossintese
de substancias téxicas para a mesma, onde entdo podemos dizer que existe
patogenicidade podendo, eventualmente, levar a planta a morte (AGRIOS,
1988).

As plantas sao organismos fixos, fato este que as obrigam a reconhecer
os diferentes organismos que se encontram no seu entorno e responder aos

mesmos, tais respostas ao seu ambiente, seja bidtico ou abidtico, permitem as
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plantas uma melhor distribuicdo de seus recursos para crescimento,
reprodugao e principalmente para defesa (VIVANCO et al., 2005).

Por isso ndo é surpresa que grande parte das suas reagdes de defesa,
tenha reflexo direto na grande diversidade bioquimica ndo encontrada em
nenhum outro grupo de organismos vivos. Fator este que nos leva a
considerarmos o repertério bioquimico das plantas como sendo uUnico e
grandioso (VIVANCO et al., 2005).

A grande diversidade fitoquimica e o longo tempo de evolugédo deste
metabolismo resultaram em interacbes de complexidade cada vez mais
crescente (BARBIERI; CARVALHO; 2001).

Sabe-se também, que muitos dos metabdlitos secundarios acumulados
e por sua vez produzidos pelas plantas sdo, denominados de fitoalexinas, sédo
induzidos por microrganismos fitopatogénicos (PAXTON, 1981; BAILEY;
MANSFIELD, 1984; DESJARDINS; SPENCER, 1989).

A idéia de que os compostos fitoquimicos, apresentavam uma funcao
defensiva avancou por volta da primeira década do século XX, no momento em
que, Marshall Ward, no ano de 1905 postulou que os “anticorpos” e as toxinas
produzidas pela planta, desempenhavam uma funcao importante para bloquear
todo tipo de processo infeccioso (VIVANCO et al., 2005).

Tais compostos defensivos poderiam potencialmente, ser encontrados,
pré-formados, antes mesmo da instalacdo de uma infeccdo, ou entdo seriam
sintetizados em resposta a esta infeccdo, sendo, portanto, induziveis ou
subsequente ao processo infeccioso (VIVANCO et al., 2005).

Existe ainda um extenso repertério de “metabdlitos secundarios”,
presentes em concentragdes variaveis, em todos os tecidos vegetais adultos,
cuja funcao primordial parece ser a defesa contra invasdes microbianas, além
de servirem como uma barreira inicial contra a propagag¢ao de bactérias ou
fungos dentro dos tecidos da planta, exercendo assim uma pressao seletiva
sobre os patdégenos potenciais (BARBIERI; CARVALHO, 2001; VIVANCO et
al., 2005).

Com o passar do tempo percebeu-se que as plantas apresentavam uma
enorme diversidade quimica de produtos, por ela produzidas, o que poderia ter
ocasionado mutacbes em seus mecanismos de resisténcia, e sobrevivéncia,

assim sendo, determinadas plantas tornavam-se agora, resistentes ao que
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antes era um patdgeno, tornado o mesmo um simples hospede (ZHANG,
SONG e TAN, 2006).

O que antes era uma relagao desarmdnica de parasitismo transforma-se
agora em uma relagdo harménica conhecida como simbiose, nestas
associagdes simbidticas, a convivéncia entre fungos e plantas é pacifica, tendo
em vista que estes organismos sobrevivem assintomaticamente a esta
associacao, portanto, convivem sem causar dano aparente ao seu hospedeiro,
além de viver no interior das plantas e interagir diretamente com diferentes
espécies (ZHANG, SONG e TAN, 2006).

Contudo, a presenca destes microrganismos certamente influencia
varias caracteristicas presentes nas plantas conferindo as mesmas certas
beneficios como, por exemplo, a producéo de antibiéticos além da producgao de
metabolitos secundarios, que sao de suma importdncia para a sua
sobrevivéncia, levando a um melhor desempenho destas (CLAY, 1988),
aumentando consideravelmente sua area foliar e também seu numero de
ramificagbes (LATCH; CHRISTENSEN, 1985); concedendo-lhes uma maior
tolerancia ao ataque de insetos (CARROLL; CARROLL, 1986; CLAY, 1988;
CARROLL, 1986; AZEVEDO, 2000); além, é claro, da resisténcia a doencas,
parasitas e herbivoria pela producao de toxinas (WHITE Jr.; MORROW, 1990).

Observamos entdo, que existe uma série de organismos que vivem em
associacdo com as plantas, onde temos varios conceitos diferentes, onde o
conceito de simbiose, que € estendido aos microrganismos das raizes. Além
dos chamados enddfitos, portanto diferem totalmente dos organismos
denominados epifitos que crescem sobre os vegetais, além é claro dos
fitopatdgenos, que ocasionam doengas quando instaladas, dentro ou fora
destes vegetais (BARBIERI; CARVALHO; 2001).
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2- Fungos Enddfiticos

A palavra enddfito significa dentro da planta (endon Gr. dentro; phyton,
planta), podendo colonizar qualquer 6rgao do hospedeiro. O uso desse termo &
tdo amplo quanto a sua defini¢cao, espectro do potencial de plantas hospedeiras
e habitantes, incluindo bactérias, fungos, algas e insetos (SCHULZ; BOYLE,
2005).

Muitos desses fungos possuem fungdo importante na adaptacéo e
selegcdo de diferentes espécies vegetais. Ao longo da evolugéo, a presencga de
alguns deles em determinadas plantas permitiu que estas se desenvolvessem
melhor e fossem mais resistentes tanto a ataques de insetos e outros animais
herbivoros e de organismos que causam doencas, quanto a condi¢des
ambientais adversas, como baixa umidade ou elevadas temperaturas (OKI,
FERNANDES e CORREA; 2008).

Como em qualquer outra relagdo parasita-hospedeiro ou hospedeiro-
predador, ou hospedeiro-mutualista, fungos endofiticos e plantas apresentam
uma relacdo ecologica representada por vales e picos: com 0s picos
adaptativos ocupados pelos gendtipos fungo-planta mais bem adaptados e os
vales pelos menos adaptados. Uma simbiose especializada requer uma
arquitetura morfoldgica, fisioldgica e origens evolutivas bastante sodlidas, de
forma que tais interacbes possam evoluir e persistir ao longo do tempo
(SAIKKONEN, WALI, HELANDER e FAETH; 2004).

Todos os micro-organismos que habitam, pelo menos por um periodo de
seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, podem ser considerados um
enddfito, cujos exemplos mais conhecidos sdo, os fungos e bactérias que
formam ndédulos nas raizes das plantas, as quais estdo associados, sao
bastante estudados, devido sua importancia na agricultura, particularmente por
sua participacado na fixagao de nitrogénio pelas plantas. Entretanto se observa
uma distingdo entre os enddfitos, epifitas, que sdo aqueles organismos que
vivem na superficie da plantas e fitopatdgenos, que sdo causadores de
doencas (ARNOLD, 2007).

Os fungos sao denominados endofiticos particularmente quando se
acredita que a associacdo é mutualistica ou pelo menos nao patogénica, ou
ainda, seja uma infeccdo latente onde um patdégeno latente estda envolvido
(LARRAN et al., 2002).
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Agrios (1988) definiu infecgdes latentes como um estado onde o
hospedeiro € infectado pelo patdégeno, ndo demonstrando sintomas, persistindo
a infecgao até que os sinais ou sintomas forem solicitados a aparecer devido as
condigdes ambientais ou nutricionais ou ainda pelo estagio de maturidade do
hospedeiro ou do patégeno.

Alguns fungos endofiticos sdo conhecidos por produzir compostos que
proporcionam aos tecidos da planta menor atracdo aos herbivoros, enquanto
outras linhagens podem aumentar a resisténcia de plantas hospedeiras a seca,
evidenciando assim que quando tais plantas passam por pressdes de fatores,
quer bidticos ou abiodticos, a sua relagao planta/endoéfito mostra-se ainda mais
importante (ARNOLD, 2007).

O estudo da distribuicdo de endofiticos, biodiversidade e suas
caracteristicas bioquimicas também sao de extrema importancia dentro da
fitopatologia para entender e melhorar a resisténcia da planta (LARRAN et al.,
2002).

Os enddfitos das partes aéreas dos vegetais tém despertado cada vez
mais o interesse da comunidade cientifica, gragcas a indicios da grande
potencialidade dos endofiticos, e da descoberta cada vez mais constante de
caracteristicas como a produgcdo de compostos biologicamente ativos,
antibidticos, fungicidas e herbicidas, fato este que nos leva a observar uma
explosao de pesquisas sobre os endoéfitos de aproximadamente 0,8 artigos/ano
na década de 70 para mais de 200 artigos/ano ao longo dos ultimos seis anos
(ARNOLD, 2007).

Varios tipos de hospedeiros estudados durante os ultimos 20 anos
apresentaram a colonizacao por enddfitos. Os enddfitos foram detectados em
plantas crescendo em florestas tropicais, temperadas e boreais, com
hospedeiros que vao desde plantas herbaceas em varios habitats diferentes,
com uma distribuicdo geografica que vai desde os polos e passando pelos
desertos. Além de serem encontrados em bridfitas, pteriddfitas, gimnospermas
e angiospermas (ZHANG, SONG e TAN, 2006).

Alguns exemplos do uso de endofiticos € o controle de insetos, que sao
amplamente descritos na literatura, envolvendo as interagdes entre fungos e
pastagens de gramas de paises de clima temperado. Os mecanismos pelos

quais os fungos endofiticos controlam os ataques de insetos incluem, fatores
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genéticos, condicbes ambientais, a producdo de toxinas além da influéncia
destes compostos em plantas e animais (VIEGAS, 2003).

O controle biologico tem sido frequentemente utilizado, apoiado pelo
desenvolvimento da pesquisa basica e aplicada na agricultura no Brasil e em
toda América do Sul como relatam LECUONA, 1996; ALVES, 1998 e MELO;
AZEVEDO, 1998.

De acordo com Souza et al., (2004), por apresentar vastas areas
agricultaveis e pelo fato da maioria do seu territério estar na regiao tropical, o
Brasil e os demais paises da América Latina tem sua agricultura gravemente
infectada por pragas agricolas. O uso de agrotdoxicos, embora mesmo
diminuindo o ataque de insetos e microorganismos fitopatdégenos, ainda
representa um alto risco para trabalhadores de campo e para os consumidores,
e além do fato de seu uso ser, em certos casos, economicamente inviavel.

Por este motivo o controle de pragas e doencas através de processos
biolégicos, ou seja, pelo uso de microrganismos entomopatogénicos ou
aqueles que inibem/ antagonizam outros microorganismos patogénicos as
plantas, € uma alternativa que pode contribuir para reduzir ou eliminar o uso de
produtos quimicos na agricultura (SOUZA et al., 2004).

Os endodfitos foram inicialmente considerados neutros, ndo causando
beneficios nem prejuizos aparentes para as plantas, mas conforme os estudos
foram se aperfeicoando e tais organismos comegaram a ser melhores
estudados, observou-se que embora sem prejuizo aparente, eram essenciais
ao desenvolvimento das plantas em que eles se instalavam como hospedeiros
(AZEVEDO, MACCHERONI, PERREIRA e LUIZ ARAUJO; 2000).

A transmissdo desses fungos de uma planta para outra ocorre
verticalmente ou horizontalmente. A transmissao vertical se da de uma planta
para suas ‘filhas’ por meio de sementes infectadas com material genético do
fungo (ARNOLD et al., 2003; OKI, FERNANDES e CORREA; 2008). Assim
sendo, algumas plantas, como por exemplo o capim pode ter uma maior
protecdo contra herbivoros gracas a presenga de fungos endofiticos em suas
sementes, pois estes produzem substancias toxicas denominadas alcaldides,
do grupo da cafeina e da cocaina dentre outras (OKI, FERNANDES e
CORREA; 2008).
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Ja a transmissao horizontal ocorre no momento em que uma planta é
infectada por esporos de fungos liberados por outra, que sdo por sua vez
dispersados pelo vento, chuvas, animais e outros meios (ARNOLD et al., 2003;
OKI, FERNANDES e CORREA; 2008).

O numero de espécies de fungos endofiticos pode variar de acordo com
a espécie de planta, a parte onde o invasor se instala (folha, caule e raiz,
dentre outras) e a fase de desenvolvimento dessas partes, em geral, a riqueza
desses fungos € maior nas folhas, e o numero aumenta a medida que a folha
se desenvolve. Outro fator que pode influenciar a quantidade desses fungos
em uma planta é a estacdo do ano. Em regides tropicais, porém, nao foram
verificadas variagées na quantidade de fungos endofiticos entre as estagdes do
ano (OKI, FERNANDES e CORREA; 2008).

A duragao da fase de endofiticos, a capacidade de crescer dentro de
meristemas vegetais, a reproducdo e o modo de transmissdo de fungos
foliares, sdo os principais tracos que devem corresponder as caracteristicas
morfolégicas e da histéria de vida das plantas hospedeiras para persistir no
tempo evolutivo. O tamanho e arquitetura, vida util prevista, e idade de
maturidade sexual da planta, restringe fortemente o padrao de crescimento do
fungo no hospedeiro e também a frequéncia dos modos verticais e horizontais
de transmisséo, bem como a duragao do periodo de laténcia de fungos foliares
(SAIKKONEN, WALI, HELANDER e FAETH; 2004).

3- Metabdlitos Secundarios:

Os metabdlitos secundarios tiveram um papel fundamental no
desenvolvimento da quimica organica moderna. E fato histérico que o
desenvolvimento da quimica organica ocorreu conjuntamente ao estudo das
plantas, principalmente a partir do século XIX, quando deram inicio aos
primeiros estudos a respeito das plantas, com interesse puramente cientifico, e
como resultado obtiveram isolamentos de alguns principios ativos de plantas
entdo chamadas de medicinais, de onde destacamos o isolamento e
identificacdo dos principios ativos, até hoje empregados no tratamento de
certas doencas, como por exemplo, a morfina, a quinina dentre outros
(MONTANARI; BOLZANI, 2000).
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O desenvolvimento alcangado com as atuais técnicas de isolamento e
identificacdo de produtos levaram nos dias de hoje, a um numero proximo de
um milhdo de produtos naturais isolados a partir das mais variadas fontes,
diversos fatores que tem levado a este acentuado desenvolvimento, dentre os
quais destaca-se o surgimento de novas demandas, quer no tratamento de
doencgas, humanas ou em animais e na agricultura. Dentro das principais fontes
de produtos naturais, os micro-organismos sdo as mais abundantes e uma das
menos estudadas, oferecendo grandes possibilidades para a obtencédo de
novas estruturas e atividades bioldgicas (BRIZUELA, GARCIA, PEREZ e
MANSUR; 1998).

Muitas das moléculas encontradas sao usadas como alternativa ao uso
de herbicidas, inseticidas e nematicidas, a maioria delas provem de um
conjunto diversificado de compostos chamados metabdlitos secundarios, um
termo utilizado por fisiologistas vegetais e colocado em uso geral para produtos
microbianos. Entretanto ao contrario dos compostos intermediarios e co-fatores
que participam na estrutura celular de sinteses e transdugédo de energia, os
metabdlitos secundarios ndo sao essenciais para o crescimento e metabolismo
reprodutivo, entretanto tais compostos nao podem de maneira alguma serem
considerados como compostos sem importancia (FERREIRA; AQUILA, 2000;
TEODORO, 2004).

Os metabdlitos Secundarios tém estruturas quimicas diversas, e uma
intrincada estrutura molecular. Normalmente sao produtos diferenciados de
grupos especificos de alguns organismos, mesmo que de uma unica espécie,
algumas de suas especificidades, juntamente com o conjunto restrito e as
condigdes fisioldgicas, normalmente necessarias para sua produgéo, reforcam
a idéia de que os metabdlitos secundarios ndo tém funcdo essencial
metabdlica, contudo sdo produtos do metabolismo especializado e util ao
préprio organismo (TEODORO, 2004).

Os primeiros pesquisadores concentraram sua ateng¢ao sobre plantas,
por causa da abundéancia de material de origem e a relativa facilidade com que
poderiam ser recolhidos, no entanto, no século XX, a riqueza de metabdlitos
secundarios produzidos por microrganismos comegou a ser reconhecida e
muito do interesse inicial consistia em estabelecer a estrutura quimica dos

metabdlitos. Os produtos pesquisados foram, geralmente, os produzidos em
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grandes quantidades sob condigdes de cultivo bastante simples e facilmente
isolado como compostos puros. Nao surpreendentemente, muitas vezes eram
as substancias que tinham uma aparéncia conhecida pela sua cor ou entido
pela sua cristalinidade (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

Antes da conhecida Era Antibiética, conheciam-se, poucos produtos
microbianos, e poucos foram realmente descobertos como resultado de sua
atividade biolégica. Uma das excecgdes foi o grupo de metabdlitos de fungos,
chamados alcaldides da cravagem ou esporao do centeio, de onde se purificou
e isolou o principio farmacologicamente ativo conhecido como ergotamina em
1907, de onde mais tarde também se isolou a substancia conhecida como
acido lisérgico (LSD) (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

O uso de antibiéticos pelo homem tem relatos muito antigos, como por
exemplo, o uso de sapatos mofados por chineses para curar feridas
infeccionadas nos pés (3000 anos a.C.), entretanto, o primeiro metabdlito
fungico, reconhecido por sua eficacia foi, a penicilina, que é produzida pelo
fungo Penicillium chrysogenun, cuja capacidade de inibir o crescimento
bacteriano foi descoberta acidentalmente por Alexander Fleming, em 1928, e
posteriormente isolado por ele mesmo (GALLO et al., 2008).

Entretanto o emprego em larga escala somente ocorreu no inicio da
década de 40, resultado dos esfor¢os dos pesquisadores ingleses Forey e
Chain, que diminuiu o indice de mortandade de soldados de 39% durante a
Primeira Guerra Mundial, para 3,9%, na Segunda Guerra, portanto o sucesso
no resultado do uso da penicilina motivou sua produgao industrial, tornando-se
o primeiro medicamento produzido em grande escala, dando assim origem
industria farmacéutica (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

Paul Vuillemin (1889) foi o primeiro a utilizar o termo antibiético, mas
Waksman, em 1941, definiu os antibidticos, como sendo substancias
produzidas por microrganismos com a capacidade de inibir o crescimento de
outros microrganismos ou ainda, de destrui-los, mesmo em solugdes diluidas,
quando fez o isolamento da estreptomicina (Figura 01), que combate o bacilo
da tuberculose (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).
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Figura 1: Molécula estrutural da Estreptomicina.

Waksman e equipe foram ainda responsaveis pelo isolamento e
identificacdo do composto chamado de actinomicina (Figura 02), altamente letal
para tuberculose, mas com efeitos colaterais graves aos humanos, além de ser
utilizado como quimioterapico (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).
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Figura 2: Molécula Estrutural da Actlnomlcma, isolado a partir de bactérias do

género Streptomyces.
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A descoberta dos antibiéticos levou a um éxito momentaneo no combate
as doencas onde, na década de 80, as industrias farmacéuticas acreditavam
que a guerra contra as infec¢gdes estava ganha, gragas ao surgimento dos
antibiodticos produzidos a partir da fermentacdo microbiana e ao
desenvolvimento de farmacos sintéticos, estes fatores levaram a um declinio
das pesquisas nesta area, principalmente pesquisas ligadas a busca de novos
antibidticos, a partir de fontes naturais. No entanto tem-se observado uma
importante mudanga no paradigma das grandes industrias farmacéuticas, que
tem feito com que os produtos de origem natural passassem novamente a
ocupar papel de destaque e levado a um retorno do interesse em novas
classes de substancias com atividade antibiotica (MONTANARI; BOLZANI,
2000).

Tais fatores de interesse sao, por exemplo, o surgimento de novos alvos
bacterianos ligados a evolugcdo de doencas infecciosas, bem como o
desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos existentes pelas bactérias
patogénicas, fator ligado ao uso indiscriminado de tais medicamentos, muitas
vezes sem prescricdo meédica, ou ainda em subdosagens, ou entdo por um
periodo de tempo insuficiente; toxicidade de alguns antibiéticos em uso clinico,
como € o caso da gentamicina, limitando seu uso; custo elevado da
antibioticoterapia, principalmente para pessoas de baixa renda, que costumam
ser mais susceptiveis a doencgas infecciosas por estarem frequentemente
expostas a condi¢gdes sanitarias precarias; demanda de novas classes de
pacientes ou de melhor adequagdo da antibioticoterapia a individuos
imunossuprimidos, como por exemplo, portadores do virus HIV, idosos, recém-
nascidos e alérgicos dentre outros. Todos estes fatores, que justificam a
necessidade por novas classes de antibidticos, talvez 0 mais sério seja a
demanda por novos agentes antifungicos, mais eficientes e de acdo mais
rapida, uma vez que segundo LEVY e MARSHAL em 2004, existem estimativas
que mostram que cerca de 40% de todas as mortes por infeccdes hospitalares
nos ultimos anos tenham sido causadas por fungos. Observa-se que o uso de
antibiéticos pelo homem esta limitado somente ao tratamento de infecgdes
humanas, uma vez que tais substancias podem também ter um amplo emprego
na agricultura, em especial, os antibiéticos com atividade fungicida, pois

prejuizos econdémicos causados pelas perdas de lavouras, de grédos e frutas
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armazenados, causados pela presenga de fungos, s&o preocupantes e
altissimos (LEVY; MARSHAL, 2004).

SCHULZ et al., (2002) isolaram, em doze anos de estudos, mais de seis
mil e quinhentos fungos endofiticos de arvores e herbaceas, sempre em busca
de novos metabdlitos com potencial industrial, sugerindo que a associagéo
entre fungos endofiticos e seus hospedeiros leve a producao de metabdlitos
secundarios com atividade algum tipo de agado, quer seja antimicrobiana ou
anti-herbicida.

Portanto todos estes fatores tornam os metabdlitos secundarios uma
ampla e vasta fonte de pesquisa que visa o surgimento de novas substancias
quimicas, que possam ajudar na tanto na industria farmacéutica como na

agricultura.

4- Caracteristicas do Fungo Endofitico e da Planta Hospedeira:

Drechsler (1934) criou um novo género denominado de Cochliobolus,
onde ele incluiria o grupo de espécies ascoégenas com esporos de formato
helicoidais e com anamorfos que sao pertencentes ao género
Helminthosporium, que inicialmente teriam sido referidos no género Ophiobolus
(TINLINE, 1951), porém nao transferiu O. sativus para o novo género
(TINLINE, 1951). Dastur (1942) transferiu a referida espécie para o novo
género, usando o bindmio Cochliobolus sativus (TINLINE, 1951).

De acordo com WORAPATTAMASRI et al.,, (2009) O Cochliobolus
intermedius R.R. Nelson (SIVANESAN, 1984) é a fase teleomorfica de
Curvularia intermédia, Boedjin, cujo habitat € o caule de plantas lenhosas e
herbaceas e também hospedeiros comuns de, trigo, arroz, soja, algodao, feijao,
milho, sorgo, cenoura, tomate, girassol, azevém, ervilha e cebola (HANLIN;
MENEZES, 1996).

Os niveis taxon6micos deste organismo s&o: Dominio Eukaria; Reino
Fungi; Filo Ascomycota; Classe Dothideomycetes; Ordem Pleosporales;
Familia Pleosporaceae e por fim o Género Cochliobolus. C. intermedius possui
conidios assimétricos, retos ou levemente curvos, elipséides ou fusiformes,
marrom com células apicais mais claras, usualmente com septo central e célula
basal frequentemente mais estreita. Os conidiéforos possuem cerca de 1 mm.

Telemorfo obtido por pareamento de isolados compativeis em meio de Sach,
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cujo hospedeiros mais comuns seriam plantas daninhas doentes (LIMA;
FURTADO, 2007)

Drechsler (1925) foi o primeiro que incluiu a fase teleomorfica de
espécies de Helminthosporium no género Ophiobolus (1° heterostrophus). Mais
tarde, o proprio Drechsler criou um novo género, Cochiliobolus, o qual foi
distinguido de Ophliobolus por possuir ascos grandes e ascésporos largos,
sendo descrito por Drechsler em 1934, incluindo fungos com forma
teleomorfica produtora de ascos com ascosporos helicoidais filiformes; tais
ascos sdo raros na natureza (TINLINE; DICKSON, 1958; SIVANESAN, 1987).

Inicialmente o C. intermedius, foi isolado de capim-colchdo (Digitaria
sp.), doente, plantado e avaliado em estudos dentro de estufa pelo seu
potencial como herbicida e de controle microbiano do capim-colchao (Digitaria).
Alguns resultados indicaram que C. intermedius, poderia realmente ser um
herbicida microbiano usado para o controle de capim-colchdo em grandes
culturas como soja, algodao e amendoim (TILLEY; WALKER, 2002).

Recentemente o C. intermedius foi encontrado e isolado por Garcia
(2009) como endofito dos espacos inter e intracelulares das folhas de Sapindus
saponaria L. (Figura 03), pertencente a familia Sapindaceae, conhecida
vulgarmente por saboneteira, saboeiro, sabao-de-macaco, sabonete e fruta-de-
sabdo, que é uma arvore nativa, perenifdlia ou semidecidua, helidfita, de
pequeno porte, podendo atingir até 8m, utilizada em paisagismo e em modelos
de recuperacgao de areas degradadas (PAOLI; SANTOS, 1998).

Apresenta copa densa e perfeitamente globosa. As folhas séao
compostas imparipenadas. Suas flores sao brancas, dispostas em paniculas.
Os frutos contém saponina. As sementes esféricas e duras, conhecidas como
salta-martim, sado utilizadas em artesanato (ALBIERO et al., 2001; LORENZI
2004; REYES 2008).
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Figura 3: Sapindus saponaria L., seus respectivos frutos e raizes (Grisi, 2008)

Apresenta florescimento durante os meses de abril e junho. Seus frutos
amadurecem durante os meses de setembro e outubro. A dispersdao é
barocoérica e zoocoérica, como por exemplo, morcegos frugivoros (PAOLI;
SANTOS, 1998).

Sua ocorréncia vai desde a Regido Amazdnica até Goias e Mato Grosso,
nas florestas pluviais e semideciduas. A madeira é pesada, dura, compacta, de
baixa durabilidade natural, pode ser empregada na construgcéo civil e para
confecgdo de brinquedos. E uma planta ristica e de crescimento moderado,
indispensavel para a composicdo de reflorestamento destinado a areas
degradadas de preservagao permanente (PIO-CORREA, 1984 e LORENZI,
1992).

A casca, raiz e o fruto de Sapindus saponaria, sao amplamente
utilizados na cultura popular como calmante, adstringente, diurético,
expectorante, tonico, depurativo do sangue, contra a tosse e tem propriedades
cicatrizantes (ALBIERO et al., 2001; REYES 2008). O extrato do fruto

31



apresenta uma ampla atividade antifungica (TSUZUKI et al., 2007), larvicida
(SILVA et al., 2004; FERNANDES et al., 2005; BARRETO et al., 2006) e anti-
hemorragica (CASTRO et al., 1999).

A planta da espécie Sapindus saponaria tem sido ainda muito estudada
como produtora de interessantes metabdlitos secundarios, conhecidos como

saponinas (Figura 4).

L
s

Figura 4: Molécula estrutural de um tipo de saponina conhecida como

Solamina.

As saponinas em solugdo aquosa formam espuma, que diminui a
tensdo superficial da agua. Essa atividade provém, como nos outros
detergentes, do fato de apresentarem na sua estrutura, uma parte lipofilica,
denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofilica constituida por um
ou mais acucares (HOSTETTMANN; MARSTON; 1995).

As saponinas possuem atividades biolégicas diversas como: agao
moluscicida, atividade piscicida, e téxica para varios animais, principalmente os
de sangue frio, anti-inflamatoria, analgésica, expectorante, antioxidante,
espermicida, redutora de colesterol, antiviral, antibacteriana e antifungica. Uma
das teorias mais aceita para explicar a alta concentragdo de saponinas em
muitas espécies de plantas de muitas familias diferentes, € que estas
funcionariam como protecdo ao ataque de patdgenos, sejam estes fungos,
bactérias ou virus (SIMOES, 2007).
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A partir disso, surge um crescente interesse no estudo mais aprofundado
desses compostos, através de analises que venham a identificar e caracterizar
os compostos encontrados. Esta planta foi escolhida por seu grande potencial
medicinal e por apresentar como fungo endofitico o Cochliobolus intermedius,
que apresenta, segundo a literatura, um potencial herbicida (TILLEY; WALKER,
2002).

5- Técnicas Cromatograficas e de Ressonancia Magnética Nuclear:

Inicialmente, os extratos brutos obtidos, ndo poderiam ser plenamente
identificados, entdo somente a partir do século XVII, com o desenvolvimento da
quimica moderna, e das técnicas de separagao, purificagdo que se tornou
possivel, finalmente, analisar as verdadeiras propriedades de tais extratos.
(COLLINS; BONATO, 1990).

Estudos mais recentes demonstram varios compostos que foram
isolados a partir de fungos endofiticos, dentre os quais destacamos os
alcaldides, terpendides, flavondides e esterdis, que apresentam as mais
variadas acbes, como antibidtica, imunossupressora, enzimatica e ainda
antitumoral (GUO et al., 2008).

Dentre as muitas técnicas de separagdo, destaca-se a cromatografia,
meétodo introduzido pelo pesquisador e botanico russo chamado Michael
Tswett, que em 1906 utilizou estes termos para descrever suas experiéncias
com extratos de folhas e gema de ovo, usou para tanto, uma coluna cheia de
carbonato de calcio em pé, fazendo a lavagem com éter de petréleo (SKOOG
et al., 2002).

De acordo com o trajeto percorrido pela amostra na coluna, foram
surgindo bandas separadas com cores distintas, surgindo dai o nome da
técnica, palavra de origem grega, onde “chrom” significa cor e “graphe” significa
escrita, ou seja “escrita em cores” (SKOOG et al., 2002).

Dentre os diferentes tipos de métodos de analises, as técnicas
cromatograficas ocupam um lugar de destaque tanto na quimica quanto na
bioquimica, gragas a sua grande eficiéncia na separagdo, identificacédo e
quantificacdo das espécies quimicas presentes em uma amostra, mesmo que
constituida de misturas complexas (COLLINS; BONATO, 1990).
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Das técnicas usadas, destacam-se duas, que foram aplicadas no
desenvolvimento das atividades de laboratorio: Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e a Cromatografia em Coluna Liquida (CCL), que serdo
brevemente descritas a seguir.

A cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica de execugao
mais facil e costumeira em laboratério de quimica organica, e consiste na
analise de amostras muito pequenas (1-100ug). A CCD trata-se de uma técnica
de adsorcdo liquido—sdlido, onde a separacdao acontece pela diferenca de
afinidade dos componentes de uma mistura pela fase estacionaria. Por ser um
método simples, rapido, visual e econbmico, a CCD é a técnica
predominantemente escolhida para analises rapidas, além de estabelecer se
dois compostos sdo ou néo idénticos, verificar a pureza de um determinado
composto, determinar o numero de componentes diferentes em uma dada
mistura, bem como determinar o solvente apropriado para separagao em uma
coluna de cromatografia (DEGANI et al., 1998).

Na preparagdo da CCD, aplicamos uma camada fina do adsorvente
finamente pulverizado, por exemplo, a silica, podendo ser também usado,
oxido de aluminio, e ainda adicionado algum material fluorescente a luz
ultravioleta sobre uma placa lisa e plana de vidro. Alguns micro-litros (uL) da
amostra sdo aplicados em uma das bordas da placa, a uma distancia de 1 cm,
através de um capilar delgado de vidro e a mesma imersa alguns milimetros
em um solvente de eluicdo, mantido em recipiente fechado. O solvente, por
forca da capilaridade, faz o carreamento dos componentes da amostra, de
forma ascendente e variando de acordo com sua polaridade, portanto
diferentes compostos ascendem a diferentes alturas dependendo de suas
estruturas moleculares, lembramos ainda que, esta técnica € especialmente util
no caso de compostos pouco volateis ou sensiveis ao calor (DEGANI, CASS;
VIEIRA; 1998).

Os compostos em analise, separados por meio de cromatografias, se
apresentam incolores, acarretando desta na forma a necessidade se usar
reveladores, que tem como finalidade mostrar a posicdo do composto na placa
cromatografica. Os reveladores mais costumeiramente sio: vapores de iodo,
para visualizagdo em lampada ultravioleta (UV) visivel, indicadores de

fluorescéncia, considerados ndo destrutivos. Dentre os métodos destrutivos
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temos o aquecimento das misturas de solventes, que colorem o rastro do
analito, aquecimento a 150C em chapa aquecedora como por exemplo o
terpeno, acido sulfurico, dragendorf além de outros reveladores especificos
para certos grupos funcionais tais como: nitrato de prata (para derivados
halogenados), 2,4-dinitrofenilidrazina (para cetonas e aldeidos), verde de
bromocresol (para acidos) e ninidrina (para aminoacidos) (AQUINO NETO;
NUNES, 2003).

A segunda técnica muito utilizada é a cromatografia em coluna, aplicada
na separagao preparativa, purificacdo e também no fracionamento de
substancias organicas, geralmente utilizada apés a CCD.

A cromatografia liquida em coluna (CC) é dividida em dois grupos
distintos: a cromatografia liquida classica, realizada em colunas de vidro, sob
pressdo de 1 atm, ou seja, atmosférica, com o fluxo da fase moével ocorrendo
gracas a forca da gravidade, e a cromatografia liquida de coluna metalica, de
altas pressodes e fases moveis elevadas, conseguida gracas ao auxilio de uma
bomba de alta pressdo que empurra a fase moével com uma vazao maior e
portanto mais eficiente. Este processo € chamado de “high performance liquid
cromatografy” (HPLC) e no Brasil de CLAE, designado por “cromatografia
liquida de alta eficiéncia” gracas a sua elevada eficiéncia atingida na separacao
(COLLINS et al., 2006).

A coluna liquida simples, faz uso de um tubo de vidro de tamanho e
calibre especifico, montados de forma vertical, contendo o suporte sélido
finamente dividido, a chamada fase estacionaria, que em geral é de silica gel
ou oxido de aluminio. A substancia que se deseja purifica ou a mistura que se
quer fracionar é aplicada no topo da coluna, ela sera chamada de fase movel e
a eluicdo da substancia efetuada mediante a percolagdo com solvente
adequado. Na parte inferior da coluna recolhe-se um numero de fragdes, nas
quais se encontram os componentes da mistura separados. A velocidade de
trafego de uma substancia pela coluna depende de sua polaridade, da
polaridade da fase estacionaria e da polaridade do solvente (eluente) utilizado.
Quando o composto é atraido pela fase estacionaria e ndo pelo solvente,
ocorre uma migracao de forma lenta, entretanto se sua afinidade for maior pelo

solvente, ocorrera uma migragdo mais rapida, logo o éxito de uma coluna
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depende da escolha do suporte soélido e do tipo de solvente adequados
(DEGANI et al., 1998).

Apos o fracionamento realizado por cromatografia, fazemos uso de outra
técnica que ajuda na caracterizagao e identificagdo quimica dos compostos,
esta técnica é chamada de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ou
espectroscopia.

O RMN é uma técnica importante para a investigacao da molécula, pois
permite obter a informacdo estrutural e dindmica para qualquer estado da
matéria, apresenta varias aplicacbes em diversas areas cientificas, por
exemplo, na quimica esta técnica é frequentemente usada no estudo da
estrutura dos compostos usando técnicas uni ou bidimensionais simples
substituindo deste modo, as técnicas de cristalografia por raios X. Esta técnica
nao € destrutiva, permitindo a analise de compostos organicos e também
inorganicos (CORREIA, 2002).

A base teodrica da espectroscopia de RMN foi proposta em 1924, por Pauli
em 1924, sugerindo que determinados nucleos atdbmicos teriam as
propriedades de spin e momento magnético e que consequentemente, a
exposi¢ao a um campo magneético deveria levar a um desdobramento de seus
niveis de energia. A partir dos postulados de Pauli, Bloch e Purcell descobriram
em 1946, trabalhando de forma independente, demonstraram a capacidade
que os nucleos apresentam de absorver radiagdo eletromagnética em um
campo magneético intenso como consequéncia do desdobramento de niveis de
energia induzido pelo campo magnético levando ambos ao premio Nobel de
1952 (SKOOG et al., 2002)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica muito utilizada
na Quimica, Biologia dentre outras. Esta técnica de ressonancia é utilizada
para identificar diversos tipos de nucleos presentes em um composto quimico,
existe ressonancia magnética nuclear de 'H, C, ?’Al, *P e ™N. Os
espectrofotometros RMN utilizados neste trabalho mais comumente analisados
como o de "H e de *C (NETO, 2006).

Os aparelhos de 'H utilizam imas supercondutores de campos
magnéticos muito intensos e com pulsos curtos de radiacdo de radiofrequéncia,
provocando a absorgdo de energia pelos nucleos de "H. A excitagdo destes

nucleos condiciona um fluxo de pequena corrente elétrica em uma bobina que
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envolve a amostra. O instrumento por sua vez amplifica a corrente exibindo o
sinal, através de um pico ou entdo uma série de picos, que por sua vez
exibindo um espectro legivel (CORREIA, 2002).

Os espectros de RMN de 3c por sua vez, sdo mais complexos e
apresentam muitas linhas, gragas aos diversos acoplamentos escalares com os
nucleos de hidrogénio, em sua versao mais comum os nucleos de hidrogénio
sao irradiados durante todo o experimento, essa técnica € conhecida como
desacoplamento heteronuclear em banda larga (MACEDO JUNIOR, 2007).

A técnica de RMN é aplicada, principalmente, em substancias liquidas e
também em sdlidas, em solugdes, existindo também, RMN de sdlidos.
Comumente se analisam substancias liquidas, dissolvidas em solventes
apropriados para cada tipo de analise, por exemplo, para se fazer um RMN de
'H de uma substancia que se dissolve em cloroférmio, este solvente necessita
ser deuterado (CDCI3) para que os sinais do proprio solvente nao interfira na
analise, outros tipos dede solventes utilizados também sao, acetona-dg,
CDs;CN, DMSO-dg, MeQOD, D0, dentre outras (NETO, 2006).
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Graphical abstract

A curvularina ¢ um composto derivado originalmente de Curvularia lunata, foi indicado
como um composto de acdo antimicrobiana.

Research Highlights

Isolamento e caracterizagdo da curvularina derivado originalmente de Curvularia
lunata, endofito de Sapindus saponaria L.

Composto bioativo curvularina, isolado de fungo endofitico, com atividade
antimicrobiana.

52



CARACTERIZACAO QUIMICA DE COMPOSTOS BIOATIVOS DO
FUNGO ENDOFITICO  Cochliobolus  intermedius ISOLADO DE
SABONETEIRA (Sapindus saponaria L.) E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA.

Daniel Ataides *, Jodo Alencar Pamphile *, Maria Helena Sarragiotto b , Edmar Clemente b,

* Laboratério de Biotecnologia Microbiana — Departamento de Biologia Celular, Universidade
Estadual de Maringd, Parand, Brasil;
b DQI - Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil;

*Autor para correspondéncia. Tel.: +55 3011 3659; Endereco de email: eclemente@uem.br (E. Clemente).

Resumo

Os fungos endofiticos sdo organismos que vivem em plantas sadias, dentro de seus tecidos
intercelulares, apresentam, dentre muitas caracteristicas, a capacidade de produzir uma
enorme variedade de metabolitos secundarios com um amplo espectro de utilizagdo. O fungo
endofitico Cochliobolus intermedius ainda pouco conhecido, pode efetivamente ser um bom
produtor de compostos bioativos e foi isolado de Sapindus saponaria L. descrito na literatura,
onde apresentou efeitos antimicrobianos, além de ser encontrado em ervas daninhas doentes.
O objetivo deste trabalho foi o de obter metabolitos secundarios produzidos a partir do fungo
C. intermedius, a caracterizacdo quimica desses compostos e a avaliagdo da atividade
antimicrobiana. Para tanto, o endofitico foi cultivado em caldo BD durante 7 dias, sem
agitacdo e a uma temperatura de 28 °C. Posteriormente foi realizada a separacao do caldo do
micélio através de filtracdo seguida de centrifugagdo. O sobrenadante foi particionado com
AcOEt resultando em um extrato que foi fracionado e utilizado para a identificagdo do
composto. Apods procedimentos cromatograficos (CCD e CC) seguidos, as fragdes foram
devidamente submetidas & analise por RMN de 'H (300 MHz) ¢ ’C (75,5 MHz) para
demonstra¢do dos componentes quimicos que resultou na identificagdo da curvularina, a partir
da fracdo D. Testes de atividade antibacteriana e antifiungica foram realizados demonstrando
que a curvularina € a substancia principal produzida por C. intermedius, com efeito inibitdrio
ao crescimento dos fungos Moniliphtora perniciosa, Didymella bryoniae e Fusarium solani f
sp glycines, nas bactérias Micrococcus luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Enterococcus hyrae. Os resultados permitem concluir que C.
intermedius ¢ um fungo endofitico que apresenta capacidade de agir contra o ataque de
patogenos comprovando desta forma sua aplicagdo biotecnoldgica e como controle bioldgico.

Palavras-chave: identificacio quimica, metabolitos secundarios, endofito, teste de
antagonismo.
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Abstract

Endophytic fungi are organisms that live in healthy plants, inside of their intercellular tissues,
presenting, among many features, the ability to produce a wide variety of secondary
metabolites with a broad spectrum of use. The endophytic fungus Cochliobolus intermedius
still little known, it may be a good producer of bioactive compounds, and it was isolated from
Sapindus saponaria L. described in the literature because previous studies showed
antimicrobial effects as well as being identified in sick weeds. The aim of this paper is to
obtain secondary metabolites from C. intermedius the chemical characterization of these
compounds and antimicrobial activity. For this, the endophyte was grown in broth PDA
(Potato Dextrose) for 7 days without agitation and a temperature of 28 ° C. Afterwards it was
done the separation of the mycelium broth by filtration followed by centrifugation. The
supernatant was partitioned with EtOAc resulting in an extract that was fractionated and used
to identify compounds. After chromatographic procedures (TLC and CC) one after the other,
the parts were analyzed by 1H NMR (300 MHz) and 13C (75.5 MHz) to demonstrate the
chemical components that result in the identification of Curvularin, from part D. Antibacterial
and antifungal activities tests were done showing that curvularin is the main substance
produced by C. intermedius, with inhibitory effect on growth of fungi Moniliphtora
perniciosa, Didymella bryoniae e Fusarium solani f sp glycines, and bacteria Micrococcus
luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Enterococcus hyrae. The results indicate that C. intermedius is an endophytic fungus that has
the capacity to act against the attack of pathogens, and thus proving their biotechnological
applications and as a biological control.

Keywords: chemical identification, secondary metabolites, endophyte, antagonism test.
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CAPITULO 2
1- Introducao

Os fungos endofiticos recebem este nome pelo fato de viverem em tecidos internos de
vegetais de seus hospedeiros sem, contudo causar-lhes danos aparentes (Peixoto - Neto et al.,
2002; Pamphile & Azevedo, 2004).

Estudos tem indicado que a presenca destes microrganismos influenciam varias
caracteristicas presentes nas plantas, conferindo as mesmas, determinados beneficios como,
por exemplo, a produ¢do de substancias de acdo antibiotica, além da producio de metabolitos
secundarios, que sdo de suma importancia para a sua sobrevivéncia, levando a um aumento na
capacidade de desenvolvimento e desempenho destas (Clay, 1987) aumentando
consideravelmente sua arca foliar e bem como seu numero de ramificagdes, concedendo
também a estas, uma maior tolerancia ao ataque de insetos (Azevedo, 2000; Peixoto - Neto et
al., 2002); além ¢ claro, da resisténcia a doencas e parasitas (Stone; Bacon & White, 2000) e
antiherbivoria pela produ¢ao de toxinas (Stone; Bacon & White, 2000).

O Cochliobollus intermedius, foi isolado pela primeira vez da planta conhecida
popularmente como capim-colchdo que apresentava aspectos de doencas: a Digitaria sp. Esta
planta foi avaliada em culturas controladas, afim de indicar o verdadeiro potencial como
herbicida ou ainda de controle microbiano do fungo previamente identificado. Tais estudos
realizados indicaram que C. intermedius, poderia apresentar potencial herbicida e
antimicrobiano, com capacidade para ser utilizado para o controle de capim-colchido, bem
como, em grandes culturas como soja, algoddo e amendoim (Tilley & Walker, 2002),
posteriormente, a espécie do fungo endofitico utilizado neste estudo foi isolada da espécie
Sapindus saponaria L. uma arvore que compdem a vegetagdo do Pantanal, por Garcia (2009)
com avaliacdo positiva de sua acdo antimicrobiana. Os extratos metabdlicos fracionados do
fungo foram testados no presente trabalho, visando a detec¢do do composto quimico
majoritario presente neste extrato fingico, bem como, a deteccdo de sua possivel atividade
antimicrobiana.

A atividade antimicrobiana dos metabolitos produzidos pelas espécies do género
Cochliobolus ¢ pouco conhecida, porém a interacdo desta espécie endofitica com o seu
hospedeiro vegetal pode proporcionar uma variabilidade na composicdo dos metabolitos
secundarios induzido pela presenca de um ou outro patéogeno. Portanto, testes de atividade

antibacteriana e antifingica sdo costumeiramente realizados visando identificar o potencial
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bioldgico deste endofito no controle de patdogenos conhecidos, tanto de plantas quanto de
humanos (Azevedo, 1998; Azevedo et al., 2002).

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo, realizar o isolamento seguido de
identificacdo dos componentes quimicos do extrato metabolico produzido por Cochliobolus
intermedius, além de avaliar o potencial destes componentes isolados em testes de atividade

antifiingica e antibacteriana de patdgenos humanos ou de plantas.

2. Resultados e discussao

Um trabalho que apresenta o potencial biotecnologico da espécie fungica em analise,
no controle bioldgico foi o de Tilley et al. (2002).

Os processos de cromatografia tiveram como resultados a obtencdo de 11 fragdes
finais a partir do extrato de acetato de etila do fungo endofitico Cochliobolus intermedius.
Destas fragdes, a analise em cromatografia de camada delgada demonstrou que algumas
fracdes como a C e D, apresentaram um grau de mistura menor e similaridades no padrao de
cromatografia em camada delgada, possibilitando o isolamento e a identifica¢do da substancia
curvularina, podendo assim ser considerada majoritaria, dentre o conjunto de metabolitos
secundarios produzidos por C. intermedius.

A fragdo D revelou um espectro de RMN 'H caracteristico. As anélises dos dados de
RMN 'H e °C (Tabela 1; Figura 2) comparados com dados publicados na literatura (Zhan e
Gunatilaka, 2005), permitiram a identificacdo do composto majoritario como a curvularina
(Figura 1).

A Curvularina ¢ um macrolideo produzido por um numero de espécies de fungos
espalhados por diversos géneros, dentre eles a Curvularia, Penicillium e Alternaria, foram
recentemente encontrados como inibidores da proteina 90 - HSP 90, uma chaperona que ¢
envolvida no processo de sinalizagdo, proliferagdo e sobrevivéncia celular (Aly et al., 2010),
representando assim um alvo promissor para o tratamento de cancer, além de exibir um perfil
bioldgico bem variado, podendo agir também como antibiotico, e de grande potencial
herbicida (Jiang et al., 2007; Tilley & Walker, 2002).

Este importante macrolideo foi primeiramente isolado de Curvularia spp. e
posteriormente, a partir de Penicillium steckii (Vesonder et al., 1976).

Jiang et al. (2007), isolou um composto similar chamado de b-dehidrocurvularina, a
partir do fungo endofitico conhecido como Curvularia eragrostidis, de interesse devido ao

seu potencial como controle bioldgico da erva daninha Digitaria sanguinalis.
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De acordo ainda com Jiang e seus colaboradores (2007), a fitotoxina teve acdo
inibitoria significativa na germinacdo de sementes de D. sanguinalis, além de causar intensa
necrose em folhas de muitas ervas daninhas conhecidas, enquanto milho e soja ndo
apresentaram sensibilidade a ela, portanto, b-dehidrocurvularina foi considerado como um
bioherbicida natural.

As demais fragdes obtidas, identificadas pelas siglas Ccristal, EF € I, embora tenham
sido testadas, apoOs varios fracionamentos cromatograficos encontravam-se com pouca massa
para a purificacdo, permanecendo as mesmas em estado de mistura e inviabilizando, portanto,
a identificacdo das espécies quimicas por RMN. Tais fragdes e compostos podem ser
estudadas com mais detalhes em trabalhos futuros.

Embora a Curvularina seja isolada de um grande numero de plantas e fungos
endofiticos, inclusive do género Curvularia ainda ndo existem relatos da produgdo deste
composto pelo género Curvularia, que ¢ a fase anamorfica do Cochiliobolus intermedius

isolado de Sapindus saponaria L. (Tilley e Walker, 2002).

2.1. Teste de atividade antifungica

A avaliacdo do potencial biotecnologico das fracdes metabdlicas Ceristal, D, EF e 1
obtidas a partir do endofito C. intermedius, contra diferentes fungos fitopatogénicos (Tabela
2), apresentaram resultados relevantes contra Moniliphtora perniciosa (figura 6), Didymella
bryonae (tigura 7) e Fusarium solani f sp glycines (Figura 8).

A curvularina € o principal constituinte da fracdo D e pode ser o responsavel pela
atividade inibitdria contra os fungos patogénicos M. perniciosa, D. bryonae e F. solani f sp
glycines. No caso das fragdes Cerisial, EF € I, observaram-se uma atividade inibitéria muito
parecida com a atividade da fracdo D, contra esses mesmos fitopatogenos. A andlise
estatistica apresentou resultados estatisticamente significativos, em relacdo aos controles. Os
resultados também mostraram que ndo houve inibi¢ao contra S. sclerotiorum e Colletotrichum
sp. Tanto com S. sclerotiorum, como com Colletotrichum sp., houve crescimento padrao do
micélio por toda a extensdo da placa com exceg¢do do controle positivo, uma das possiveis
explicagdes pode ser o rapido crescimento rapido dos fitopatdgenos.

Similarmente, Zhang e seus colaboradores (2008) trabalhando com o endoéfito
Microdochium bolleyi isolado de Fagonia cretica, identificaram 4 metabolitos: monocerinas,

hidroximonocerinas e fusarentinas. Tais metabodlitos foram testados afim de detectar suas
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propriedades antifingica, antibacteriana e algicida contro os organismos, Microbotryum
violaceum, Escherichia coli, Bacillus megaterium, e Chlorella fusca. Os resultados obtidos
demonstraram que os compostos isolados revelaram potencial de inibi¢ao aos 4 organismos.
Caféu et al., (2005) identificaram a partir do extrato bruto produzido pelo fungo
endofitico Xylaria sp., 5 compostos identificados como, dacido 2-hexilideno-3-
metilbutanodiodico, citocalasina D, 7-declorogriseofulvina, citocalasina B e griseofulvina.
Estes compostos foram entdo selecionados para estudos gracas a atividade apresentada por
seu extrato bruto contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum, indicando a produg¢do de metabdlitos com atividade

antifingica em potencial.

2.2. Teste de atividade antibacteriana

Nos testes contra as bactérias, foram usadas seis espécies patogénicas (Microccocus
luteus, Salmonella typhi, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae). Foi observada uma acdo das fragoes
metabolicas contra cada uma delas, com uma diferenga estatisticamente significativa em
relagdo aos controles, de acordo com o tipo de fragao (Tabela 3).

Garcia (2009) observou uma ag¢do inibitdria, significativamente positiva, dos
compostos bioativos produzidos pelo endofito C. intermedius contra as bactérias,
Micrococcus luteus, Xanthomonas ax .pv. phaseoli, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Enterococcus hyrae. Contudo, no presente trabalho, quando analisadas as fragdes metabolicas
obtidas desse endofito de forma isolada, foram observados resultados caracteristicos: A
bactéria da espécie Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, nos resultados inicialmente
observados por Garcia (2009) foi inibida pelo extrato metabolico de C. intermedius. No
presente trabalho, houve inibicao significativa da bactéria fitopatogénica pelas fracdes D e EF
(Tabela 3), contudo, na agdo da fracdo I, ndo foi detectada uma agao antibacteriana
significativamente diferente dos controles negativos (Tabela 3). Com relacdo a fragdo Ceristal
nao foi observada a formagao de halo de inibi¢ao. Contra a espécie Micrococcus luteus, todas
as fracdes analisadas apresentaram atividade antibacteriana. Com relacdo a espécie
Staphylococcus aureus, as fragdes Cerisa, D € EF, apresentaram atividade antimicrobiana. A
fragao I ndo apresentou a formacao de halo de inibigdo. Contra a espécie Escherichia coli,

somente a fracdo D apresentou atividade antibacteriana. Com relagdo a espécie Enterococcus
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hyrae, nenhuma fragdo metabolica apresentou atividade antimicrobiana. As fragdes I € Ceyistal
apresentaram atividade inibitoria contra a Salmonella typhi. O controle positivo empregado
foi a tetraciclina, na concentra¢io de 50 pg.mL". Esses resultados, indicam um potencial de
capacidade inibitéria dos metabolitos fungicos do endofito C. intermedius contra as seis
espécies bacterianas analisadas.

E importante se destacar que quanto as avaliagdes da agdo de fragdes metabolicas
fingicas e também de toxinas de uma forma geral, na natureza, tais toxinas raramente estao
presentes isoladamente, uma vez que podem e devem interagir com outras substancias
promovendo um efeito potencializado, que possivelmente ndo ocorreria caso estas fossem
empregadas de forma separada. Tal efeito de sinergia quimica pode ser a chave para o
entendimento de resultados que sdo aparentemente contraditorios, em que a agao
antimicrobiana dos extratos metabolicos fungicos para determinadas fragcdes se apresentam de
forma divergente umas das outras (Cappelletty & Rybak, 1996, Corning, 2000).

Trabalhando com o Cochliobolus intermedius, utilizaram este endofito para o controle
biologico de pragas de gramineas, como o capim-colchdo. Onde o fungo foi aplicado,
observou-se sintomas de doencas tipicas, a morte ou at¢ mesmo o impedimento do
crescimento deste tipo de erva daninha. Seus estudos indicaram que este fungo pode ser
aplicado diretamente sobre as folhas, podendo até mesmo incluir aditivos tais como
surfactantes de glicose, amido ou fécula, afim de melhorar a acdo do fungo. Contudo, pouco
acrescentaram sobre a capacidade desse endodfito de agir contra fungos e bactérias

patogénicas.

3. Parte Experimental

3.1. Material fungico
O fungo endofitico Cochliobolus intermedius foi isolado do interior do tecido foliar da
angiosperma pertencente a familia Sapindaceae, Sapindus saponaria L., por Garcia (2009).
Este endofitico pertence ao laboratorio de Biotecnologia Microbiana da Universidade
Estadual de Maringd (UEM). Depois de purificada, a linhagem foi mantida em meio BDA

suplementado com 1% (p/v) de extrato de levedura e caseina ajustado em pH 6,6.
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3.2. Fermentagdo e extragdo de compostos

O C. intermedius foi inicialmente repicado em placas de petri com o meio BDA sob
temperatura de 28 °C por 7 dias, antes da passagem para o meio liquido (BD).

A metodologia utilizada para obtencdo dos metabdlitos foi proposta por
Rukachaisirikul e seus colaboradores (2008), onde 3 a 4 pedagos (aproximadamente 1 cm?)
do meio de cultura so6lido, contendo o micélio do fungo endofitico, foi inoculado em
erlenmeyers contendo 250 mL do meio BD e deixados em camara B.O.D. por 25 dias, sob
temperatura de 28 °C, em condicdo estacionaria. Apos esse periodo, filtrou-se o contetido dos
frascos, através de uma gaze dobrada quatro vezes e autoclavada, para separa¢do do micélio
do meio liquido fermentado, sendo o micélio descartado em seguida. O meio fermentado
passou ainda por uma centrifugacdo a 3000xg durante 20 minutos para uma separacao de
outros residuos celulares. O sobrenadante foi transferido para funis de separacdo para a
realizagdo, da particdo liquido-liquido com o solvente, acetato de etila. A particdo foi
repetida duas vezes numa propor¢do de 1:1 (100 mL de solvente para 100 mL de meio
fermentado). Em cada repeti¢ao utilizou-se agitacdo manual leve, para ndo formar mistura, os
solventes foram coletados e evaporados em evaporador rotativo Marconi MA 120 a 40°C. O

material concentrado resultou no extrato: acetato de etila.

3.3. Purificagdo e identificacdo dos constituintes quimicos

O extrato de acetato de etila, foi analisado previamente por cromatografia em camada
delgada (CCD), permitindo a visualiza¢do do perfil quimico dos metabdlitos presentes neste
extrato. Posteriormente, foi utilizado outro método cromatografico para a separacdo das
substancias. Foi entdo realizada uma cromatografia em coluna liquida (CCL) com a utilizagao
de uma coluna de silica gel como fase estacionaria, LH-20 e do metanol (MeOH) como fase
movel, resultando em 80 fragdes (numeradas de 1-80).

Essas fragdoes também foram analisadas em CCD para o agrupamento das semelhantes
e daquelas que ainda apresentavam certo grau de mistura, o que resultou em 11 fracdes finais,
nomeadas de A (0,0069g), B (0,0046g), Ceistr (0,0072g), Cs (0,1011g), Ds (0,0625g), D
(0,0077g), EF (0,0435¢g), H (0,0428g), 1 (0,0151g) JK (0,0102g). Dentre as fragdes obtidas as
Fracgdes D, EF e I foram escolhidas para serem analisadas por Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H (300 MHz) e de "*C (75,5 MHz) para elucidagio das estruturas quimicas
presentes nas fragdes, a escolha destas fragdes se deu pelo fato de apresentarem um maior
grau de pureza.
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3.4. Teste de atividade antifungica

Os fungos fitopatogénicos utilizados foram: Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani
f. sp. glycines, Moniliophthora perniciosa, Colletotricum gloesporioides e Didymella
bryoniae, que pertencem também a cole¢do de microrganismos do (Biomic) laboratério de
Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Maringa.

O teste de inibi¢ao dos fitopatdgenos foi realizado de acordo com Gomes-Figueiredo
(2004), com modificagcdes. Os fungos cresceram em meio BDA durante sete dias a 28°C.
Discos com diametro de @ 6mm do micélio das colonias dos fitopatégenos foram inoculados
em placa de petri e, em posi¢do oposta com 4 cm de distancia, foi colocado um disco de papel
filtro esterilizado com didmetro de ¥ 6mm, onde inoculou-se 10 pL das fra¢des: Cesista, D, EF
e I. As placas foram incubadas a 37 °C durante sete dias.

Foi avaliado o potencial de inibi¢do medindo-se a distancia percorrida pelo micélio, a
partir do disco micelial inoculado na direcdo do disco de papel tratado. As medigdes
ocorreram aos sete dias de crescimento, comparando-se os resultados com o controle negativo
(agua e MeOH) e positivo. No controle positivo foi utilizado o fungicida Derosal plus®, com

diluicdo de 107",

3.5. Teste de atividade antibacteriana

Durante a analise antibacteriana foi utilizada a técnica denominada “cup plate” ou
difusdo em disco. As fragdes purificadas da extracdo com acetato de etila foram inoculadas
em discos de papel. As bactérias utilizadas no teste pertencem a cole¢do de microrganismos
do laboratorio de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Maringé (Biomic) e
sdo as espécies patogénicas: Microccocus luteus, Salmonella typhi, Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae. As bactérias
cresceram por 24 horas em meio Luria-Bertani (LB) de acordo com o trabalho descrito por
Sambrook e Russel (2001), ajustadas a uma concentragdo de 10° células por mL.

As bactérias foram semeadas (100 pL) em placas de petri com meio LB, sendo
espalhadas com alga de Drigalsky, posteriormente, foi colocado quatro discos de papel
Whatman n° 4 esterilizados com didmetro de @ 6mm, eqiiidistantes e embebidos com 10 pL
das fragdes: Cerisa, D, EF, € I, que foram previamente diluidas em MeOH na mesma
concentragdo do antibidtico utilizado como controle. As placas permaneceram incubadas a

uma temperatura de 37°C durante 24 horas. A atividade bacteriana foi avaliada pela formagao
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do halo de inibi¢ao de acordo com Souza e colaboradores (2004). Foi utilizado como controle
positivo o antibidtico Tetraciclina (Sigma), na concentragio de 50 pg.mL™" , diluido em etanol
absoluto. Os controles negativos utilizados foram a agua destilada autoclavada e o MeOH. O

teste foi sempre realizado em triplicata.

3.6. Analise Estatistica

Todos os experimentos de analise da atividade inibitoria das fragdes do extrato
metabolico contra patégenos foram analisados utilizando-se o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) com 3 repeti¢des. Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente
por meio de andlise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste de Tukey (p<0,05) para

comparag¢do de médias, com auxilio do programa Statistical Analysis System (SAS, 2001).

4. Conclusoes

Conclui-se que o fungo endofitico Cochliobolus intermedius isolado da planta
Sapindus saponaria L. apresenta uma produg¢do metabdlica cuja composi¢ao majoritaria € de
curvularina, conhecido ja como uma toxina vegetal e fingica produzida inclusive por fungos
endofiticos do género Curvularia. Entretanto, este ¢ o primeiro relato desta toxina produzida
pela espécie do género Cochliobolus, endofitico de S. saponaria L.

A fracdo D que revelou a identificagdo da curvularina apresentou um bom potencial

biotecnoldgico, com atividades antifingica e antibacteriana.

5. Agradecimentos
Agradeco a meus orientadores Edmar Clemente e Jodao Pamphile de Alencar, ao
programa de Pds Graduagdo em Biologia Comparada na pessoa da Professora Dra, Carmem

Lucia pelo voto de confianca e ensinamentos acima do cientifico.

6. Referéncias

Abdou, R., Scherlach, K., Dahse, H.M., Sattler, 1., Hertweck, C. 2010. Botryorhodines A-D,
antifungal and cytotoxic depsidones from Botryosphaeria rhodina, and endophyte of the
medicinal plant Bidens pilosa. Phytochemistry, 71, 110-116.

62



Alves, S.B., Padua, L.LE.M., Azevedo, EM.V.M., Almeida, L.C. 1985. Controle da broca da
cana-de-agucar pelo uso de Beauveria bassiana. Pesquisa Agropecudria Brasileira, 20, 4, 403-
406.

Alves, S.B., Rossi, L.S., Lopes, R.B., Tamai, M.A., Pereira, R.M. 2002. Beauveria bassiana
yeast phase on agar medium and its pathogenicity against Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae) and Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae). Journal of Invertebrate
Pathology, 81, 2, 70-77.

Aly, A.H., Debbab, A., Edrada-Ebel, R.A., Miiller, W.E.G., Kubbutat M.H.G., Wray, V.,
Ebel, R. & Proksch, P. 2010. Protein kinase inhibitors and other cytotoxic metabolites from
the fungal endophyte Stemphylium botryosum isolated from Chenopodium album.
Mycosphere, 1, 2, 153-162.

Azevedo, J.L. Microorganismos Endofiticos. 1998. In: Melo, I.S.E, Azevedo, J.L. Ecologia
Microbiana. Jaguariuna: Editora Embrapa, 117-137.

Azevedo, J.L.; Maccheroni, J.R.; Pereira, J.O. Araujo, W.L. 2000. Endophytic
microrganisms: a review on insect control and recent advances on tropical plants. Electronic
Journal of Biotechnology, 3, 40-65.

Azevedo, J.L.; Maccheroni Jr,W.; Aratjo, W.L.; Pereira, J.O. Microrganismos endofiticos e
seu papel em plantas tropicais. In: Serafini, L.A.; Barros, N.M.; Azevedo, J.L. 2002 (Eds.).
Biotecnologia: avangos na agricultura e na agroindustria. Caxias do Sul: EDUSC. p. 235-268.

Bernardi-Wenzel, J., Garcia, A., Rubin filho, CJ., Prioli, A.J., Pamphile, J.A. 2010.
Evaluation of foliar fungal endophyte diversity and colonization of medicinal plant Luehea
divaricata (Martius et Zuccarini). Biological Research, 43, 375-384.

Bogorni, P.C. & Vendramim, J.D. 2005. Efeito subletal de extratos aquosos de Trichilia spp.
sobre o desenvolvimento de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) em
milho. Neotropical Entomology, 34, 2, 311-317.

Caféu, M.C., Silva, G.H., Teles, H.L., Bolzani, V.S., Aragjo, A. R., Young, M.C.M, Pfenning,
L.H. 2005. Substancias antifingicas de Xylaria sp., Um fungo endofitico isolado de
Palicourea marcgravii (RUBIACEAE). Quimica Nova. 28, 6, 991-995.

Cappelletty, D.M., Rybak, M.J. 1996. Comparison of Methodologies for Synergism Testing
of Drug Combinations against Resistant Strains of Pseudomonas aeruginosa. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy. 40, 3, 677-683.

Carroll, G.C. 1986. The biology of endophytism in plants with particular reference to woody
perennials. In: Fokkema, N.J., Heavel, J.V. (eds.). Microbiology of the phyllosphere.
Cambridge: Cambridge University Press, 205-222.

Cole, R.J., Cox, R.H. Handbook of toxic fungal metabolites. 1981. New York: Academic
press, 755.

Chomeheon, P., Wiyakrutta, S., Sriubolmas, N., Ngamrojanavanich, N., Isarangkul, D.,
Kittakoop, P. 2005. 3-nitropropionic acid (3-NPA), a potent antimycobacterial agent from

63



endophytic fungi: is 3-NPA in some plants produced by endophytes? Journal of Natural
Products, 68, 103-1105.

Culvenor, C.C.J., Edgar, L.A., Mackay, M. 1989. Structure elucidation and absolute
configuration of phomopsin A, a hexapeptide mycotoxin produced by Phomopsis
leptostromiformis, tetrahedron, 45, 8, 2351-2372.

Elsasser, B., Krohn, K., Florke, U., Root, N., Aut, H.J., Draeger, S., Schulz, B., Antus, S.,
Kurtan, T. 2005. X-ray structure determination, absolute configuration and biological activity
of phomoxanthone A. European Journal of Organic Chemistry, 21, 4563-4570.

Garcia, A. 2009. Atividade antagonistica in vitro de fungos endofiticos isolados de folhas de
Sapindus saponaria L. contra fungos fitopatogénicos e bactérias patogénicas. Dissertagao
(Mestrado em Biologia Comparada) Universidade Estadual de Maringd, Parana.

Gomes-Figueiredo, J.A. 2004.Bioprospec¢do, caracterizacdo morfologica e molecular de
endofitos de Maytenus ilicifolia, com énfase em Pestalotiopsis spp. Dissertacdo. 136f.
(Mestrado em Microbiologia, Parasitologia e Patologia), Departamento de Patologia Bésica,
Universidade Federal do Parana.

Gunatilaka, A.A.L. 2006. Natural products from plant-associated microorganisms:
distribution, structural diversity, bioactivity, and implications of their occurrence. Journal of
Natural Products, 69, 3, 509-526.

Horn, W.S., Schwartz, R.E., Simmonds, M.S.J., Blaney, W.M. 1994. Isolation and
characterization of Phomodiol, a new antifungal from Phomopsis. Tetrahedron Letters, 35, 33,
6037-6040.

Horn, W.S., Simmonds, M.S.J., Schwartz, R.E., Blaney, W.M. 1995. Phomopsichalasin, a
novel antimicrobial agent from an endophytic Phomopsis sp. Tetrahedron, 51, 14, 3969-3978.

Ignoffo, C.M., Garcia, C. and Hostetter, D.L. 1976. Effects of temperature on growth and

sporulation of the entomopathogenous fungus Nomuraea rileyi. Environmental Entomology,
5, 935-936.

Jiang, S.J., Qiang, S., Zhu, Y.Z. & Dong, Y.F. 2007 Isolation and phytotoxicity of a,b-
dehydrocurvularin. Annals of Applied Biology. 152 103—-111.

Kenfield, D., Bunkers, G., Strobel, G.A., Sugawara, F. 1989. Fungal phytotoxins potential
new herbicides. In: Graniti, A., Durbin, D.R., Ballio, A. Phytotoxins and plant pathogenesis.
Berlin: Springer-verlag, 319.

Krohn, K., Michel, A., Roemer, E., Floerke, U., Aust, H.J., Draeger, S., Schultz, B., Wray, V.
1995. Biologically active metabolites from fungi Phomosines A—C. Three new biaryl ethers
from Phomopsis sp. Nat. Prod. Lett., 6, 309-314.

Martinez, S.S. 2002. O nim — Azadirachta indica: natureza, usos multiplos, producao.
Instituto Agronémico do Parana, Londrina.

64



Mohamed, A.K.A. and Nelson, F.R.S. 1984. Toxic effects of Nomuraea rileyi extract on
Heliothis spp. Journal of Agricultural Entomology, 1, 349-353.

Onofre, S.B., Gonzalez, R.R., Messias, C.L., Azevedo, J.L., Barros, N.M. 2004. Lcso of the
peptide produced by the entomopathogenic fungus Nomuraea rileyi (Farlow) samson active

against third instar larvae of Anticarsia gemmatalis (Lep.: Noctuidae). Brazilian Archive of
Biology and Technology, 45, 3, 269-275.

Pamphile, J.A., Rocha, C.L.M.S.C. da, Azevedo, J.L. 2004. Co-transformation of a tropical
maize endophytic isolate of Fusarium verticillioides (synonym f. Moniliforme) with gusA and
niA genes. Genetics and Molecular Biology, 27, 2, 253-258.

Peixoto neto, P.A.S.; Azevedo, J.L. Aratjo, W.L. 2002. Microrganismos endofiticos.
Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, 29, 62-76.

Phongpaichit, S., Rungjindamai, N., Rukachaisirikul, V., Sakayaroj, J. 2006. Antimicrobial
activity in cultures of endophytic fungi isolated from Garcinia species. Fems immunol. Med.
Microbiol., 48, 367-372.

Rukachaisirikul, V., Sommart U., Phongpaichit, S., Sakayaroj, J. and Kirtikara K. 2008.
Metabolites from the endophytic fungus Phomopsis sp. PSU-D15. 68, 783-787.

Sambrook, J. Russel, L.D. W. Molecular cloning: a laboratory manual. 3 ed. New York: Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

SAS. Statistical Analysis System. 2001. SAS Institute inc., Cary, NC, USA.

Schulz, B., Boyle, C., Draeger, S., Rommert, A., Krohn, K. 2002. Endophytic Fungi: a source
of novel biologically active secondary metabolites. Mycological Research, Cambridge, 106,
996-1004.

Souza, L. A. D. et al., Atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de plantas

toxicas da Amazonia: Palicourea longiflora (aubl.) Rich e Strychnos cogens Bentham. Acta
Amazonica. v. 2, 185-195, 2004.

Stone, J. K.; Bacon, C. W.; White, J. F. An overview of endophytic microbes: endophytism
defined. In: Bacon, C. W.; White, J. F. (eds.) Microbial endophytes. New York: Marcel
Dekker, Inc, 3-30.

Strobel, G., Daisy, B., Castillo, U. Harper, J. 2004. Natural products from endophytic
microorganisms. Journal of Natural Products, 67, 2, 257-268.

Tilley, A.M., Walker, H.L. 2002. Evaluation of Curvularia intermedia (Cochliobolus
Intermedius) as a potential microbial herbicide for large crabgrass (Digitaria sanguinalis).
Academic Press: Biology Control, 13-16.

Vesonder, R.F., Ciegler, A., Fennell, D., Tjarks, W., and Jensen, A.H., 1976. Curvularin From
Penicillium baradicum, and Biological Effects. Journey Environment Sci Health, 11, 4, 289-
297.

65



Viegas Junior, C. 2003.Terpenos com atividade inseticida: uma alternativa para o controle
quimico de insetos. Quimica nova, 26, 3, 390-400.

White, J. F.; Reddy, P. V.; Bacon, C. W. (2000) Biotrophic endophytes of grasses: a systemic
appraisal. In: Bacon, C. W.; White, J. F. Microbial endophytes. (Eds.). New York: Marcel
Dekker, 2000. p. 49-62.

Ye, M.Z., Han, G.Y., Fu, C.L. and Bao, J.R. 1993. Insecticidal toxin produced by the
entomogenous fungus Nomuraea rileyi. Acta Agricultural Zhejiangensis, 19, 76-79.

Zhang, H.W., Song, Y.C., Tan, R.X. 2006. Biology and chemistry of endophytes. Natural
Products Reports, 23, 753-771.

Zhang, W., Krohn, K., Draeger, S., Schulz, B. 2008. Bioactive Isocoumarins Isolated from the
Endophytic Fungus Microdochium bolleyi. Journal of Natural Products.71, 6, 1078—1081

Zhan, J., Gunatilaka, A. A. L. 2005. Microbial transformation of curvularin. Journal of
Natural Products, 68, 1271-1273.

66



OH o

Figura 1. Curvularina de Férmula molecular: C;¢H,,O5 ¢ Peso Molecular: 292

2a

L J/ J\_“__,J [w L WJ“ »;_JW_,‘J_L_J

g

- T : - T

5 3 3

s e Lol e [EEE

4.54 8.83 5.41 5.35
5707 5.33 5.51

Figura 2a. Espectro de RMN de 'H (8CD;0D; 300MHz) da fragio D.



2b - w

Adriano-Dg

sample: DANAH
File: exp

Pulse Sequerice: s2pul

———=om
78T

3.311
0
=y

w
13 k. o ~
2 3 e
T2 Ge 2 g
o o 2 2 =
& o 3 § a9 8 =
g “f;}“ o o | IS E Se
8 J N Sa e
P a Y ]
2w ! o N i
8 ‘\ | |
° | | | |
’ \
I ;
| l
I f l
\r,
Il IS
|

sis sl T s s 2s  2ls T T 27 p;;m
Figura 2b. Expansio do Espectro de RMN de 'H (Regido 2,50 a 3,50 ppm) da fragio D.
3 |
200 s 10 1m0 120 100 P

Figura 3. Espectro de RMN de e (6CD;0D; 75,5mHz) da fragdo D.

68



_J/
= N
=
o] ~ -2} w E w ~N = 3
N N T

gl b b b by P g I

w

S ——
100 90 80 70
F1 (ppm)

Figura 4a. Espectro de HSQC (6CD;0D) da fragdo D.

—
60

i - e e
50 40 30 20 10

4b kMMWMMAWWWWWMWJWWMbMluwwwﬂwwmmwww
; o PP PP L,wvvvw\
F2
(ppm
140
—

I

? Zj &=y e

g 1.43 & e

< = =

¢ 162 ; =

=

1.8
2.0
2.2
2.4+

oo GAMME
~
®

L e e g i i o e A B e e !

34 33 32 31 30 29 28 27 26

F1 (ppm)

P et o e

25 24 23 22 21 20

Figura 4b. Expansdo de espectro de HSQC (regido de 20 — 34 ppm) da fragdo D.

s B o e T e S 2 e 3 (L e 2 L

69



FTIWE T bkl e oy FRERpTY g ik i ot Lol A ) kAl Rk 1o bk o N bk bl bttt ekt
AN b i A A Al ‘, A A
\ t
| |
1 1
‘mw. wluw.“’n“LmA“\ i N"':A".J”l o ‘M‘M.‘xvu ”u» n “‘In . ;M. m lr:‘uv.u“L""ume \vi”lnn ‘lJHu‘:."A'.'Anh;,},W W u“ y ‘m[ ,“1” }L. ‘.J KA
A St i 6 il Wil b e S e S it e ol i i i S e s e A e
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm
Figura 5. Espectro de DEPT (8CD;0D) da fragdo D.

Figura 6. Teste de antagonismo e crescimento micelial de fungo fitopatdgeno da espécie M. perniciosa.
Legenda: a) M. perniciosa x Derosal; b) M. perniciosa x agua; ¢) M. perniciosa x MeOH; d) M. perniciosa x
Fragao Ccyisar; €) M. perniciosa x Fragao D; f) M. perniciosa x Fracdo I; g) M. perniciosa x Fragdo EF;
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Figura 7. Teste de antagonismo e crescimento micelial de fungo fitopatdogeno da espécie F. solani f sp glycines.
Legenda: a) F. solani f sp glycines x Derosal; b) F. solani f sp glycines x agua; ¢) F. solani f sp glycines x
MeOH; d) F. solani f sp glycines x Fragao Ccyisar; €) F. solani f sp glycines x Fragao D; f) F. solani f sp glycines
x Fragdo [; g) F. solani f sp glycines x Fragao EF;

Figura 8. Teste de antagonismo e crescimento micelial de fungo fitopatogeno da espécie D. bryonae.
Legenda: a) D. bryonae x Derosal; b) D. bryonae x Fragao Ccyisar; €) D. bryonae x Fragdo D; d) D. bryonae x
Fracdo I; e) D. bryonae x Fragao EF;
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Tabela 01: Dados de RMN 'H e *C (§CDs0D) da fragdo D e da curvularina-7-O-B-

D-glucopranosideo (Referencia)

Curvularina-7-0O-8-D-

Fracdo D ]
glucopranosideo
H/C DEPT | 64 (mult.; J em Hz) dc o (mult.; J em Hz) dc
1 Co - 172,9 - 171,0
3,86 (d; 15,6 Hz)
2 CHy 40,86 3,72 (m) 39,1
3,61 (d; 15,9 Hz)
3 Co - 137,40 - 135,5
4 CH 6,10 (d; 2,1 Hz) 112,38 6,51 (d; 2,1 Hz) 113,9
5 Co - 161,41 - 159,8
6 CH 6,24 (d; 2,4 Hz) 102,84 6,68 (d; 2,1 Hz) 102,7
7 Co - 159,69 - 157,4
8 Co - 121,01 - 124,7
9 Co - 209,91 - 207,0
3,23 (dd; 2,7 Hz) 3,15 (m)
10 CH, 44,79 44,0
3,18 (dd; 2,5 Hz) 2,86 (m)
1,58 (m) 1,79 (m)
11 CH; 24,00 23,4
1,45 (m) 1,35 (m)
1,30 (m) 1,43 (m)
12 CH, 27,87 27,8
1,20 (m) 1,26 (m)
1,42 (m) 1,44 (m)
13 CH, 25,80 24,7
1,28 (m) 1,27 (m)
1,56 (m) 1,65 (m)
14 CH; 33,13 33,4
1,46 (m) 1,41 (m)
15 CH 4,82 (m) 73,94 4,97 (m) 72,8
CH3-15 CHs 1,12 (d; 6,3 Hz) 20,64 1,13 (d; 6,3 Hz) 20,7
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Tabela 2 — Crescimento micelial em dire¢do ao disco (média + desvio padrao).

Metabolito C. gloesporiodes  \f perniciosa D. bryonae F SOlaf’ll' fsp S. sclerotiorum
glycines
Agua 4,50+0,66a 5,00+0,00a 4,37+0,14a 4,10+0,10a 4,63+0,15a
MeOH 4,40+0,60a 5,00+0,00a 4,30+0,00a 4,20+0,00a 4,60+0,00a
Derosal 3,10+0,25b 3,47+0,12d 3,00+0,10b 2,47+0,15¢ 3,00+0,10b
Fragdo D 4,40+0,36a 4,40+0,17bc 2,97+1,14b 2,73+0,64bc 4,50+0,10a
Fragdo EF 4,23+0,25a 4,234+0,07¢ 1,63+0,07c 3,03+0,25bc 4,50+0,00a
Fragdo 1 4,50+0,00a 4,40+0,17bc 1,3340,07c 2,83+0,12bc 4,60+0,10a
Fragdo C sl 4,47+0,06a 4,50+0,00b 1,5740,15¢ 2,70+0,00¢c 4,57+0,06a
CV(%) 26,51 1,99 15,84 9,14 2,55
Agua e MeOH: controle negativo, Derosal: controle positivo, CV: coeficiente de variagao.
* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
Tabela 3 — Formagao de halo (mm) de inibigdo de desenvolvimento bacteriano (média + desvio padrio).
Faciodombtio L sty Moo Saphlocoes - Bchercia. s
Fracio Cyu 0,00+0,00¢ 1,1742,02bc 12542,176  1,17+2,02bc 1,1742,02c  0,00+0,00b
Fragio [ 1,33+2,31¢ 4,8343,09b 1,17+1,04b 0,00+0,00c 0,00+0,00¢ 0,00+0,00b
Fracdo EF 3,08+2,74bc 0,00+0,00¢ 2,58+0,00b 4,00+1,73b 0,00+0,00¢ 0,92+1,59b
Fragao D 6,75+0,87b 0,00+0,00c 2,83+0,00b 1,33+1,38bc 6,80+2,02b 2,4242 27b
Tetraciclina 25,41+1,46a 36,75+1,75a 34,67+0,00a 34,9240,29a 35,50+0,25a 33,75+1,25a
Agua 0,00+0,00c 0,00+0,00c 0,00-£0,00¢ 0,00+0,00¢ 0,00+0,00c 0,00+0,00b
MeOH 0,00+0,00c 0,00£0,00¢ 0,00+0,00c 0,00+0,00c 0,00£0,00¢ 0,00+0,00b

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

Legenda: agua e MeOH: controle negativo, Tetraciclina: controle positivo.
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DESCRIPTION

Phytochemistry is the international journal of pure and applied plant chemistry, plant biochemistry
and molecular biology, published 18 times per annum by Elsevier. The majority of these publications
will be Regular Issues covering research on all aspects of pure and applied plant biochemistry,
especially that which leads to a deeper understanding of the factors underlying the growth,
development and metabolism of plants and the chemistry of plant constituents. Phytochemistry is a
primary source for papers dealing with plant secondary compounds, especially with regard to their
biosynthesis and diverse properties. Phytochemistry is the official organ of 'The Phytochemical Society
of Europe' and 'The Phytochemical Society of North America'. The Journal is currently divided into
several sections as indicated below, but papers which cut across these sections or which are on any
other aspect of plant biochemistry will also be considered.

Review articles are published at regular intervals, ranging in scope from primary metabolism and
regulation of plant growth, through plant enzymology to natural product chemistry and the biological
activity of plant products. They deal with significant new areas of research and are intended to
command the interest of the general reader. Authors should consult the Editors before preparing such
articles, by submitting an outline of their proposed review.

Molecules of Interest are invited short reviews (3-4 printed pages) of individual compounds or
macromolecules of plant, fungal or algal origin, which are currently attracting significant applied,
commercial or biological interest. These can be novel compounds or newly discovered properties of
familiar compounds.

The Chemotaxonomy section contains papers on the comparative biochemistry of plants. These may
range from distributional studies on low molecular weight compounds in a group of fungi, algae or
higher plants to the comparative amino acid sequences of related proteins within groups of species.
Papers on infraspecific chemical variation are also included here.

Editorial Comment will be an occasional series where Regional Editors, Board Members or other
scientists will be invited to comment on phytochemistry topics of global interest and debate.

The Protein Biochemistry section will contain reports on the purification of proteins directly from
the organism or by heterologous expression. These will preferentially include information on
enzymological properties, macromolecular structure and exploration of function, by site-directed
mutagenesis and/or subcellular localisation. Reports of work that employ proteomics will be
particularly welcome and are intended to complement the next section.
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The Molecular Genetics and Genomics section contains papers on nucleic acid biochemistry, function
and expression. This section will contain reports of genes and their analysis and expression, which
demonstrate novelty and/or biological significance. Papers and communications that contain only
sequence data or which duplicate studies of gene expression in other species will not generally be
acceptable. Gene discovery using mutants and reverse genetics or exploration of functionality of
genes in transgenic organisms will however be encouraged, if this provides new insight into unknown
or previously known sequences.

The Metabolism section focuses on work in primary, intermediary and secondary metabolism.
Contributions are particularly encouraged on the biosynthesis of macromolecules such as
polysaccharides, lipids and other polymers such as lignin and their assembly in higher orders of
structure such as membranes and cell walls. This section will also contain papers describing the
further elucidation of known pathways and of newly discovered alternatives, as well as all aspects
of metabolic regulation including regulatory molecules and proteins such as protein kinases and
transcription factors. Studies directed toward understanding the regulation and possible cross-talk
between pathways through the use of transgenic organisms are also strongly encouraged, as are
those describing aspects of biochemistry regulated during growth and development at any stage of
the organism.

The Ecological Biochemistry section contains papers on biochemical adaptations in plants
to environmental stress; pollination biochemistry; plant toxins and their effects on animals,
phytoecdysones, antifeedants; herbivory, plant defence and insect feeding preferences; utilization of
plant substances by animals; and all aspects of biochemical plant pathology, including the production
of phytotoxins and phytoalexin elicitation. Contributions on various symbiotic interactions are also
welcomed. Also of considerable interest is the elucidation of the signalling molecules that govern the
nature of the responses involved in the interaction between two or more organisms.

The Bioactive Products section contains papers on novel plant chemistry, where the biological activities
of one or more of the new plant compounds are described. Descriptions of possible pharmacological,
medical or therapeutic use or of dietary significance are encouraged if known. This section may also
contain analysis of genetically modified plants that have been analysed for changes in their profiles
of bioactive plant products. Such bioassay data should include comparable results for a known agent,
so that the reader can judge the relative importance of any new finding. Full experimental details of
the biological tests should be provided, and studies judged significant by the Editors may be invited
to be discussed in the Molecules of Interest section before publication. In such cases, this review will
appear in the same issue as the publication.

The Chemistry section contains papers on: growth substances, macromolecules, primary
metabolites, terpenoids, polyketides, phenylpropanoids, flavonoids, alkaloids and compounds of
mixed biosynthetic origin. Authors investigating the chemistry of a given plant species should aim
to publish their results in a single manuscript rather than in a series of papers which describe each
new compound as it is found. The structural analysis of new plant substances is now so routine that
papers reporting a single novel compound of expectable structure (e.g. a new triterpene fatty acid
ester) are rarely acceptable, unless other novel information on the plant is included.

Symposia and Society announcements will be published, at the discretion of the Publisher. Preliminary
communications will not, however, be considered.

Authors should consult the latest instructions to authors (see Phytochemistry Volume 66, Issue 1)
before preparing their manuscripts. All contributions must be in English and should be submitted
online (www.ees.elsevier.com/phytochem) to the appropriate Regional Editor for their geographical
region. For U.K., Africa, The Commonwealth & Rest of the World: Professor G. P. Bolwell, Division of
Biochemistry, School of Biological Sciences, Royal Holloway, University of London, Egham, Surrey, U.K.
For the Americas and East Asia: Professor N. G. Lewis, Institute of Biological Chemistry, Washington
State University, Pullman, WA, U.S.A. For Continental Europe and Russia: Professor D. Strack, Institut
fur Pflanzenbiochemie, Weinberg 3, Halle (Saale), Germany.
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Phytochemistry invites research articles on all aspects of pure and applied plant chemistry, plant
biochemistry, plant molecular biology and chemical ecology. The Journal is currently divided up into
the following sections:

Editorial Comment, Molecules of Interest, Review Articles, Structural Elucidation and Full Papers.

Editorial Comment will be an occasional series where Regional Editors, Board Members or other
scientists will be invited to comment on phytochemistry topics of global interest and debate.

Molecules of Interest will consist of invited short reviews (3-4) printed pages of individual compounds
or macromolecules of plant, fungal or algal origin. These can be novel compounds or newly discovered
properties of familiar compounds. Please contact Professor Bolwell if you wish to prepare a Molecules
of Interest paper.

Review Articles are published at regular intervals, ranging in scope from primary metabolism and
regulation of plant growth, through plant enzymology to natural product chemistry and the biological
activity of plant products. They deal with significant new areas of research and are intended to
command the interest of the general reader. Authors should consult their Regional Editors with an
outline of their proposed Review before preparing such articles. Published Reviews include a biography
and picture of each author.

Structure Elucidation papers, accepted as full papers in the Chemistry section, should include either
a substantial description of several new compounds without any conclusion as to their significance,
or a description of the study of new compounds with expected structures incorporating conclusions.
These papers with a minimum of 16 pages of double-spaced manuscript should follow the general
style of Full Papers although the Introduction, Results and Discussion may be combined as a single
narrative. Brief abstracts must be included, containing significant facts derived from the work. Reports
of known compounds, however rare, from new plant sources will not generally be accepted unless
they have real chemotaxonomic or other biological significance. Authors are specifically discouraged
from submitting papers as fragmented analyses of particular plant constituents.

Full Papers: Full journal articles will be drawn from areas described in the Aims and Scope:
Bioactive Products

Chemotaxonomy

Chemistry

Ecological Biochemistry

Metabolism

Molecular Genetics & Genomics

Protein Biochemistry & Proteomics

Update in Bioinformatics

They are comprehensive papers, typically 6-8 printed pages in length (a minimum of 20 pages of
double-spaced manuscript). Papers on plant chemistry must be substantial and contain convincing
justification for undertaking the study, as well as having conclusions (e.g. on the biology,
chemotaxonomy, new biosynthetic pathways etc.). Papers submitted under the Bioactive Products
area are unlikely to be accepted if the bioactivity is measured on a mixture of compounds without
further resolution.

Link to full Guide for Authors
Some of the notes shown here do not include all special characters. The full instructions to authors,
including all special characters are available for download as a pdf file. pdf link

BEFORE YOU BEGIN

For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.
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All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it is not
under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that,
if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify
originality, your article may be checked by the originality detection software iThenticate. See also
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed,
or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the
agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to
the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred
to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the paper for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.
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Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission please visit http://webshop.elsevier.com/languageediting or our customer support
site at http://support.elsevier.com for more information.

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to prepare your
article. Via the homepage of this journal (http://www.ees.elsevier.com/phytochem) you will be guided
stepwise through the creation and uploading of the various files. The system automatically converts
source files to a single Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peer-review
process. Please note that even though manuscript source files are converted to PDF at submission
for the review process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place
by e-mail and via the author's homepage, removing the need for a hard-copy paper trail.

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 4 potential
referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used.

Please submit regular articles to the appropriate Regional Editor for your geographical region.
For UK, Africa, The Commonwealth and Rest of the World: Professor G. P. Bolwell.

For the Americas and East Asia: Professor N. G. Lewis.

For Continental Europe and Russia: Professor D. Strack.

e Regular articles go to the appropriate geographical editor.

e MOIs go to Professor Bolwell.

e Special Issue Papers go to the Organizing Editor/Editors.

e Solicited/Commissioned Reviews go to the editor who commissioned them.

PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check" and "grammar-check"
functions of your wordprocessor.

The content of manuscripts must be arranged as follows: (1) a Graphical Abstract; (2) a Title Page
with authors name(s) and address(es); (3) and Abstract, in which contents are briefly stated; (4)
Keywords; (5) Introduction, and (6) the Results and Discussion (preferably combined). Although each
section may be separated by headings, they should form one continuous narrative and only include
details essential to the arguments presented. If a discussion is separately provided, it should not
include a repetition of the results, but only indicate conclusions reached on the basis of them, and
those from other referred works; (7) Conclusions or Concluding Remarks; (8) the Experimental should
include brief details of the methods used such that a competent researcher in the field may be able to
repeat the work; (9) Acknowledgments; (10) Figures and Legends, Formulae, Tables and References.
Authors have to include pagination.
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Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1. (then 1.1.1,, 1.1.2,, ...), 1.2., etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to "the text". Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Specific names (genus, species, authority for the binomial) of all experimental plants must be given
at first mention according to the Index Kewensis (searchable online at http://www.ipni.org) or similar
authority (The Plant-Book: A Portable Dictionary of the Vascular Plants, by D.]J. Mabberley, 2nd
ed., June 1997, Cambridge University Press; ISBN: 0521414210), and preferably be in the form
recommended by the International Code of Botanical Nomenclature. Named varieties of cultivars
are given, e.g. Lactuca sativa cv. Grand Rapids. (The official printed version of the International
Code of Botanical Nomenclature has been published as International Code of Botanical Nomenclature
{Tokyo Code}. Regnum Vegetabile 131. Koeltz Scientific Books, Konigstein. ISBN 3-87429-367-X or
1-878762-66-4 or 80-901699-1-0.)

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Subsections on the Experimental Procedures should be italicized and inserted as part of the first line
of the text to which they apply. Phytochemistry encourages an extensive use of abbreviations (these
are listed at the back of the Instructions to Authors, or the reader is referred to other sources).
The Experimental should begin with a subsection entitled General Experimental Procedures. This
subsection will typically contain brief details of instruments used, and identification of sources of
specialized chemicals, biochemicals and molecular biology Kkits.

The next subsection describes the source(s) and documentation of biological materials used, whether
in reference to whole plants or parts therefrom, crude drugs, or any other plant material from
which identifiable chemical substances are obtained for the first time. Documentation must also
include a reference to voucher specimen(s) and voucher number(s) of the plants or other material
examined. If available, authors should quote the name and address of the authority who identified
each non-cultivated plant investigated. Specimens should preferentially be deposited in a major
regional herbarium where the collection is maintained by state or private institution and which permits
loan of such materials.

With other microorganisms, the culture collection from which they were either accessed and/
or deposited should be included, together with identification of the strain designation code. The
Experimental Procedures employed should be concise but sufficiently detailed that a qualified
researcher will be able to repeat the studies undertaken, and these should emphasize either truly new
procedures or essential modifications of existing procedures. Experimental details normally omitted
include: (1) method of preparation of common chemical and biochemical derivatives, (2) excessive
details of separation of compounds, proteins and enzymes, e.g. preparation of columns, TLC plates,
column and fraction size.

Compound characterization: Physical and spectroscopic data for new compounds must be
comprehensive, and follow the order shown below: compound name (and assigned number in text);
physical state of compound (e.g. oil, crystal, liquid, etc.), melting and/or boiling point; optical rotation
and/or circular dichroism measurements, if optically active; UV; IR, 1H NMR; 13C NMR; MS. For all
new compounds, either high-resolution mass spectral or elemental analysis data are required.
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Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible. "New" and "novel" are not allowed within title and
abstract.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name, and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate (marked by an asterisk) who will handle correspondence
at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and
the complete postal address.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent address") may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself. The
abstract should not contain compound numbers which refer to other parts of the manuscript, full
chemical or known trivial names of compounds should be given.

Graphical abstract

Please provide, when submitting your article, a graphical abstract. This comprises the title, authors,
identical to the article itself, a summary of about 25 words, and a pictogram: one figure representative
of the work described. Maximum final dimensions of the pictogram are 5 x 5 cm: bear in mind
readability after reduction, especially if using one of the figures from the article itself. Compound
numbers can be given in the graphical abstract if they refer to a graphic also shown there. Graphical
abstracts will be collated to provide a contents list for rapid scanning. For an example of recent
graphical abstracts please download this pdf file. pdf link

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters per bullet point including spaces). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Authors must give 3-10 keywords or phrases, which identify the most important subjects covered by
the paper. They should be placed at the beginning of the manuscript in the following order: name of
plant species examined (Latin binomial); plant family; common epithet (where applicable); type of
investigation; class of compound; protein or gene; name of compound(s); protein(s) and gene(s).

About, approximately: ca.

Anhydrous: dry (not anhyd.)

Aqueous: aq.

Circular dichroism: CD

Concentrated (or mineral acids): conc.

Concentrations: ppm (never ppb!), uM, mM, M, %

Dry weight: dry wt; fresh weight: fr. wt

Electricity: V, mA, eV

Force due to gravity (centrifugation): g; rpm (revolutions/min)
Gas chromatography: GC
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Gas chromatography-mass spectrometry: GC-MS

trimethylsilyl derivative: TMSi (TMS cannot be used as this refers to the internal standard
tetramethylsilane used in 1H NMR)

High performance liquid chromatography: HPLC

Infrared spectroscopy: IR

Length: nm, pm, mm, cm, m

Literature: lit.

Mass: pg, ng, Hg, mg, g, kg

Mass spectrometry: m/z [M]+ (molecular ion, parent ion)

Melting points: uncorr. (uncorrected)

Molecular mass: Da (daltons), kDa

Molecular weight: Mr

Nuclear magnetic resonance: 1H NMR, 13C NMR, Hz, &

Numbers: e.g. 1, 10, 100, 1000, 10,000: per or -1

Optical rotatory dispersion: ORD

Paper chromatography: PC

Precipitate: ppt.

Preparative thin-layer chromatography: prep. TLC

Radioactivity: dpm (disintegrations per min), Ci (curie), sp. act (specific activity), Bq (1 becquerel
= 1 nuclear transformation/sec)

Repetitive manipulations: once, twice, x3, x4, etc.

RRt (relative retention time), Rt (Kovat's retention index), ECL (equivalent chain length - term
frequently used in fatty acid work)

Saturated: satd.

Solution: soln.

Solvent mixtures including chromatographic solvents: abbreviate as follows n-BuOH-HOAc-H20
(4:1:5)

Statistics: LSD (least significant difference), s.d. (standard deviation), s.e. (standard error)
Temperature: (with centigrade), mp, mps, mmp, bp

Temperature: temp.

Thin-layer chromatography: TLC, Rf

Time: s, min, h, day, week, month, year

Ultraviolet spectrophotometry: UV, A (absorbance, not OD - optical density)

Volume: [ (litre), pl, ml

Weight: wt

For preparation of Inorganics and Organics please see the full instructions to authors, including all
special characters, available for download as a pdf file. pdf link

For further terms used in biochemistry and molecular biology the authors should see the websites of
the nomenclature committees. http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Chemical nomenclature, abbreviations and symbols must follow IUPAC rules. Whenever possible,
avoid coining new trivial names; every effort should be made to modify an existing name. For example,
when a new compound is described, it should be given a full systematic name according to IUPAC
nomenclature and this should be cited in the Abstract or in the Experimental section. Isotopically-
labeled substances should be written with the correct chemical nhame of the compound. The symbol
for the isotope should be placed in square brackets and should precede that part of the name to which
it refers, e.g. sodium [14C]formate.

In Table headings and legends on graph axes numerical data should be identified in the form data
name/units.
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For Presentation of Data please see the full instructions to authors, including all special characters,
available for download as a pdf file. pdf link

Mass spectral data should be presented in full as Supplementary Information for all newly identified
compounds. If the data are already published elsewhere then relevant references should be quoted.
Presentation of mass spectral data should in general follow the recommendations given in Int. J. Mass
Spectrom. Ion Processes, 142, 211-240 (1995), and must indicate the method used (EIMS, CIMS, GC-
MS, TOFMS, FABMS, SIMS, APCI etc.) and the relevant experimental details (ionizing energy, voltages
etc). The data should give only diagnostically important ions, the character of the fragmentation ions
in relation to the molecular ion and the intensity relative to the major ion. For example-EIMS (probe)
70 eV, m/z (rel. int.): 386 [M]+ (36), 368 [M - H20]+ (100), 353 [M - H20 - Me] + (23), 275 [M -
111] + (35), etc. CIMS (iso-butane, probe), 200 eV, m/z (rel. int.): 387 [M + H] + (100), 369 [(M
+ H) - H20] + (23), etc. High-resolution spectra can be given in more detail if necessary for [M] +
and the more important fragment ions.

X-ray crystallography

Only essential data (e.g. a three-dimensional structural drawing with bond distances) should
be included in manuscripts. A complete list of data in CIF (Crystallographic Information File)
format should be prepared separately and deposited with the Cambridge Crystallographic Data
Centre (see http://www.ccdc.cam.ac.uk for further information) before the paper is submitted.
A footnote indicating this fact is to be included in the manuscript. "CCDC...contains the
supplementary crystallographic data for this paper. These data can be obtained free of charge via
http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html (or from the CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2
1EZ, UK; fax: +44 1223 336033; e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk)". Crystal structures of proteins
should be submitted to the Protein Data Bank (see http://www.rcsb.org/pdb; e-mail: info@rcsb.org).
Please submit a copy of the CIF data when you submit your manuscript.

Elemental analysis results for compounds which have been adequately described in the literature
must be given in the form: (Found: C, 62.9; H, 5.4. Calc. for C13H1304N: C, 63.2; H, 5.3%.)
New compounds must be indicated by giving analytical results in the form: (Found: C, 62.9; H, 5.4.
C13H1304N requires: C, 63.2; H, 5.3%.)

Thin-layer chromatography

(@) For analytical TLC, dimensions of the plates can be deleted if layer thickness is 0.25 mm.

(b) Abbreviate common adsorbents: (but use silica gel, not SiO2 as this does not describe the material
accurately), AlI203 (alumina).

(c) Preparative forms of the technique should include details of (i) layer thickness (preparative TLC
only), (ii) amount of sample applied to the layer, (iii) method of detection used to locate the bands
and (iv) the solvent used to recover the compounds from the adsorbent after development.

(d) Special forms of TLC on impregnated adsorbents can be abbreviated, e.g. AgNO3-silica gel (1:9),
by wt can be assumed.

(e) Solvent mixtures should be specified as under Abbreviations above.

Gas chromatography

(@) Detector used should be specified, e.g. dual FID, EC, etc.

(b) Carrier gas and flow rate or inlet pressure should be given, e.g. N2 at 3 ml min-1/10 psi.

(c) Operating conditions, such as injector and detector heater temperatures, oven temperature
programme, should be included.

(d) Packed columns, e.g. 6 m x 3 mm (i.d. measurement only) packed with 1% SE-30 (support
material and mesh size can be omitted unless unusual).

(e) Capillary columns the type (e.g. WCOT, SCOT), manufacturer's designation (e.g. DB5) and
dimensions (length, internal/external diameter, film thickness) should be specified.

High performance liquid chromatography

(@) Solvent or solvent gradients used together with flow rate should be given.
(b) Column dimensions (length x i.d. only) and packing used.

(c) Method of detection employed, e.g. UV or refractive index.

Biochemical conventions
Unless a common biochemical term (e.g. ATP, NADH), biochemicals that are abbreviated should be
spelled out in full (in brackets) immediately following their first usage in the text.
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Enzyme names are typically not abbreviated, unless there are accepted abbreviations, such as
ATPase. Where possible, E.C. numbers should be used for enzymes, and the recommendations of the
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)
should be used (see below).

Enzyme characterization

(a) Enzyme activity is expressed in units of katals (symbol kat), the conversion of one mol of
substrate per sec. It should be made clear that the measurements were made under specified optimum
conditions and were not seriously affected by losses during extraction and analysis.

(b) pH optima should be given together with pH values for half maximal activity.

(c) Kinetic parameters should be expressed as Vmax, Km etc.

(d) Enzyme inhibitors-effectiveness should be expressed as Ki or concentration for half-maximal
activity.

(e) Optimal temperature of enzymes should not be given. This should be expressed in terms of "Energy
of Activation" and "Energy of Activation for Denaturation”.

(f) Enzyme nomenclature is now given in "Enzyme Nomenclature, Recommendations", Academic Press
(1992) (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb).

(g) Labeling of proteins and nucleic acids-use of labeled precursors in assessing the rate of synthesis
of macromolecules must be validated by evidence of real, direct incorporation. The possibility of
occlusion or adsorption of isotopic material should be noted and it should be shown that the labeled
precursor is incorporated without prior catabolism.

Protein and nucleotide sequences

The Experimental must contain explicit documentation of the ends of nucleotide probes used in the
study if previously unpublished, or by appropriate reference to published nucleotide humbers and/or
restriction map. In manuscripts to be published in Phytochemistry, any new protein and/or nucleotide
sequence must have been submitted to EMBL, GenBank™ or DNA Data Bank of Japan databases,
with designated accession number(s) obtained prior to paper acceptance by the Regional Editor.
The Author(s) must ensure access to this database information by timely release of data prior to
publication, as well as providing necessary documentation to those already in the databases.

Nucleotide sequence data can be submitted either electronically (e-mail) or in computer-readable
format, GenBank™, EMBL and the DNA Data Bank of Japan addresses are:

GenBank Submissions, National Center for Biotechnology Information, Building 38A, Room 8N-803,
Bethesda, MD 20894. Tel.: +1 301 496-2475; e-mail (submissions): gb-sub@ncbi.nlm.nih.gov; e-
mail (information): info@ncbi.nlm.nih.gov

EMBL Nucleotide Sequence Submissions, European Bioinformatics Institute, Hinxton Hall, Hinxton,
Cambridge CB10 1SD, UK. Tel.: +44 (0) 1223-494401; fax: +44 (0) 1223-494472; e-mail:
datasubs@ebi.ac.uk; world wide web: http://www.ebi.ac.uk/embl

DNA Data Bank of Japan, Center for Information Biology, National Institute of Genetics,
Mishima, Shizuuoka 411-8540, Japan. Tel.: (+81) 559-81-6853; fax: (+81) 559-81-6849; e-mail:
ddbjsub@ddbj.nig.ac.jp (for data submissions); world wide web: http://www.ddbj.nig.ac.jp.
Contributors must obtain the designated accession number, which will be incorporated into the paper,
prior to printing.

Only novel DNA sequences will be published. Sequences that show close similarity to known coding
or other sequences such as promoters will not be published and will be cited by accession number.
Translated protein sequence information should be published as alignments against other gene family
members. Papers containing such information about genes already known in other species should
have sufficient novelty and biological significance. Sequence only papers or papers which duplicate
work in another species will not be published.

Genes known by three letter names should be written in italics. The corresponding cognate protein
should be written in capital, non-italic text.

Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their respective
research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession numbers
(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained
below.
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Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with the
actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link
in the online version of the article.

Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online article to the following databases (examples of citations are
given in parentheses):

e GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI)
(GenBank ID: BA123456)

e PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP)

e CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AI631510)

e TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)

e NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573)

e OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240)

e MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

e MI: EMBL-EBI IntAct database for Molecular Interactions (MI ID: 0218)

e UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9HOH5)

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

e Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Produce images near to the desired size of the printed version.

e Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save as" or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office applications
please supply "as is".

Please do not:

e Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Colour in print: The charge for printed colour will be given on request by contacting
authors@elsevier.com.

Colour on the web: Any figure can appear free of charge in colour in the web version of your article,
regardless of whether or not this is reproduced in colour in the printed version. Please note that if
you do not opt for colour in print, you should submit relevant figures in both colour (for the web)
and black-and-white (for print).

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. Citation
of a reference as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Reference management software

This  journal has standard templates available in key reference management
packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al.
(2000) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr.,, W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal titles should be abbreviated (e.g. Carbohydr. Res.) following the Chemical Abstracts
Service Source Index (CASSI) style (a list of abbreviated journal titles is available online at
http://www.cas.org/sent.html).

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it
should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video
file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

e E-mail address

e Full postal address

e Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

e Keywords

e All figure captions

e All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
e If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

Is the subject matter really appropriate to Phytochemistry—-

Is the work described both new and significant?

Have you supplied a Graphical Abstract-

Is the Title both short and informative-

Does the Abstract fully represent your scientific contribution? Is it self-contained? (Avoid formulae,
numbers and abbreviations given in the text.)

Have you avoided repeating yourself? Have you avoided presenting the same data more than once?
Can you really justify writing separate 'Results' and 'Discussion' sections?

Have you checked plant names? Are you sure of the identity of the plants examined? Have you
indicated the part of the plant you extracted? Have you deposited a voucher specimen and given
access information?

Have you remembered to add the accepted IUPAC systematic names for new plant products?

Have you used all the suggested abbreviations in the Experimental?

Have you remembered to enclose with (or cite in) your manuscript and other relevant papers (e.g.
reprint of previous paper in a series, any manuscripts of papers in press referred to in the paper, etc.)?
Is your manuscript double-spaced throughout with adequate margins and consists of one file
containing all your text, figures and tables with a file name extension, plus separate original graphic
files ready for online submission?

AFTER ACCEPTANCE
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The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken
from a document in the journal Physics Letters B):

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are guaranteed never
to change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files
will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/systemregs.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies
to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line
number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages
and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for
publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything
possible to get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure
that all of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is
received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article
is accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes
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