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RESUMO

O crescente numero de genomas sequenciados de fungos tem revelado um grande namero de clusters
biossintéticos de metabdlitos secundarios que ainda sao desconhecidos, o que revela a real e vasta
capacidade biossintética ainda ndo explorada e permite ainda compreender novas rotas de sintese,
substancias e propriedades biolégicas em grupamentos genéticos silenciados. O objetivo desse trabalho foi
detectar novos produtos naturais oriundos do cultivo de microrganismos em diferentes condicdes de
fermentacéo utilizando estratégias como o OSMAC. Foram analisados trés extratos brutos (A, B e C), obtidos
do fungo endofitico Diaporthe sp. isolado de Clitoria guianensis, por CLAE-DAD e RMN de 'H. As andlises
mostraram diferengca na producdo de metabdlitos secundarios nos diferentes meios de cultivo. O extrato C
produziu um maior nimero de metabdlitos secundarios. Os extratos brutos foram submetidos a atividade
antioxidante e aleloguimica, os trés extratos brutos apresentaram atividade positiva para os dois ensaios.
Foram identificados flavonas, flavonéis e xantonas em todos os extratos bruos, alcaloides nos extratos A e C, e
esterdides e triterpendides no extrato C.

Palavras-chave: Fungos endofiticos. Atividade antioxidante. Atividade aleloquimica. OSMAC. Diaporthe sp.
ABSTRACT

The increasing number of sequenced genomes of fungi has revealed a large number of biosynthetic
clusters of secondary metabolites that are still unknown, which reveals the real and vast biosynthetic capacity
not yet explored and allows to understand new routes of synthesis, substances and biological properties in
silenced genetic clusters. The objective of this work was to detect new natural products from the cultivation of
microorganisms under different fermentation conditions using strategies as OSMAC. Three crude extracts (A, B
and C) obtained from the endophytic fungus Diaporthe sp. isolated from Clitoria guianensis, were submitted to
HPLC-DAD and 'H-NMR analyses. The analyzes showed differences in the production of secondary
metabolites in the different culture media. Extract C led to a higher number of secondary metabolites. The crude
extracts were submitted to antioxidant and allelochemical activity, the three crude extracts presented positive
activity for both assays. Flavones, flavonols and xanthones were identified in all crude extracts, alkaloids in
extracts A and C, and steroids and triterpenoids in extract C.

Keywords: Endophytic fungi. Antioxidant activity. Allelochemical activity. OSMAC. Diaporthe sp.
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1. INTRODUCAO:

Compostos biologicamente ativos e
anicos podem ser produzidos por
microrganismos, como fungos e bactérias e
terem aplicacbes em diversas areas, como na
agricultura: na prospecc¢do e producdo de novos
compostos inibitérios ou estimulantes de
crescimento vegetal; nas industrias alimenticias e
farmacéutica: em suplementacdo alimentar,
producdo de pigmentos e conservantes naturais,
assim como novas substancias antimicrobianas,
antioxidantes e anticancerigenas. Entretanto, a
maioria dos genes responsaveis pela biossintese
desses compostos podem estar desativados sob
condi¢cbes de cultura padréo (Pang et al., 2018;
Seyedsayamdost, 2019). Desta forma, a
abordagem de métodos, como o one strain many
compounds (OSMAC), termo que foi introduzido
em 1999 por Schiewe e Zeeck, sdo essenciais
para ativar a expressdo desses genes, onde
pequenas alteragbes nas condi¢cdes de cultivo,
como por exemplo, diferentes temperaturas,
meios de cultura, condi¢bes de luz, pH, fonte de
carbono, nitrogénio e concentragéo de sal podem
ser eficientes no acimulo de produtos naturais
(Pang et al., 2018; Seyedsayamdost, 2019;
Abdelwahab et al., 2018). Um estudo realizado
por Zhang et al. (2019), comprova a eficiéncia do
método OSMAC para gerar diversidade de
compostos pelo fungo Verticilium dahliae, onde
este produziu mais metabdlitos quando
acrescentado Mg?* extra na fermentacéo, e que
com a adicdo de MgSO, 7H,O, sete novos
diterpendides tipo guanacastano foram
produzidos.

A ocorréncia de classes de metabdlitos
secundarios como xantonas é relatada sendo
produzida pelo género Diaporthe (Chepkirui,
Standler, 2017). Esses compostos apresentam
multiplas atividades biologicas como
antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral
(Mineiro et al., 2017). Cui et al. (2017), relatam a
identificacdo de seis novos alcal6ides do fungo
endofitico Diaporthe phaseolorum, isolado de
ramos da planta Acanthus ilicifolius, dois
alcaloides mostraram efeitos inibidores do
crescimento em linhagens celulares de cancer.

Ja a presenca de esterbides e
triterpendides citado por Li (2016), que identificou
esterdides e triterpendides produzidos por
Diaporthe sp. isolados de folhas de Mahonia
fortunei coletas em Xangai na China. Os
esterbides sdo promissores para o tratamento de
diferentes classes de canceres (Nikoli¢a et al.,
2018), enquanto os triterpendides apresentam

atividades hepatoprotetora, hipoglicémica,
imunomoduladora, anti-inflamatoria, antioxidante
e antitumoral (Zhou et al., 2017). O género
Diaporthe é uma rica fonte de novos compostos
bioativos (Souza et al., 2017), por isso a
importancia de se detectar 0s metabdlitos
secundarios produzidos por este género de
fungos, bem como utilizar estratégias que
possam ativar genes para aumentar a producao
metabdlica. Neste intuito o objetivo deste
trabalho foi utilizar o método OSMAC para
maximizar a diversidade metabdlica do fungo
endofitico Diaporthe sp. Este trabalho descreve a
variagio na  producdo de  metabdlitos
secundarios de acordo com os diferentes meios
de fermentacado do fungo endofitico Diaporthe sp.

bem como a avaliagdo das atividades
antioxidante e aleloquimicas dos extratos
obtidos.

2. DESENVOLVIMENTO:
2.1. Isolamento e Identificacdo do fungo endofitico

O fungo endofitico codificado como CG-

isolado de folhas sadias de Clitoria
guianensis Benth, coletada na Estagéo
Experimental da Universidade Federal do
Tocantins no campus Universitario de Gurupi
(11°43'45"S  49°04°07’W), de acordo com
metodologia descrita (Silva et al., 2005; Chapla
et al, 2013). Uma exsicata da planta foi
depositada no Herbario do Tocantins -
UFT/Porto Nacional com o nimero 10.637.

F6 foi

Para caracterizagdo molecular, foi
realizado a extracdo do DNA do micélio do fungo
seguindo o protocolo de CcTAB adaptado
(Venkateswarulu et al., 2018). As amostras de
DNA foram amplificadas usando os primers ITS-1
e ITS-4 e purificadas com Kit Purilink PCR
Purification (Invitrogen®). A amostra de DNA foi
sequenciada por eletroforese capilar em aparelho
ABI3730, utilizando-se polimero POP7 e BigDye
v.3.1.

A sequéncia de nucleotideos obtida foi
comparada com as depositadas no banco de
dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information), utilizando o programa BLASTn.
Foram escolhidas algumas sequéncias baseadas
no melhor valor obtido relacionado a similaridade
e também foi utilizado sequéncias utilizadas por
Souza et al. (2017). Apdés as sequéncias
determinadas foram submetidas ao alinhamento
utilizando o programa MAFFT, e utilizando o
programa MEGA versdo 6.0 foi construido a
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arvore filogenética pelo método neighbor-joining
com bootsrap 2000.

2.2. Cultivo do fungo endofitico para obtencao dos
extratos brutos

O fungo endofitico foi repicado para
placas de Petri contendo meio BDA (Batata
Dextrose Agar) e incubado a temperatura de
25°C por 7 dias. A seguir foi realizado a
inoculacdo em meio liquido e em meio sélido.

O fungo endofitico foi inoculado em 6
frascos de Erlenmeyer (500 mL) contendo 300
mL de meio de cultivo CBD (Caldo de Batata e
Dextrose), sendo que em 3 frascos foi adicionado
NaBr (5 g.L™). Os 6 frascos foram mantidos em
modo estatico a temperatura 25°C por 15 dias.
Apos esse periodo os caldos foram separados do
micélio por filtragdo. O filtrado dos meios liquidos
CBD e CDB + NaBr foram submetidos a particdo
liquido/liquido com acetato de etila (3 x 300 mL
AcOEt), a seguir foram secos com Mg,SO,,
filtrados e concentrados em evaporador rotativo
fornecendo o extrato bruto AcOEt CBD (0,172 g,
Extrato A) e o extrato bruto AcCOEt CBD + NaBr
(0,308 g, Extrato B).

Em 3 sacos de polietiieno foram
adicionados 180 g de arroz (CRISTAL®) e 160
mL de &gua destilada que foram autoclavados
durante 20 minutos a 121°C, por um periodo de
dois dias consecutivos, a cada 24 horas. Apés a
esterilizacdo do meio, o fungo endofitico foi
inoculado no arroz esterilizado e incubado em
camera BOD (Demanda Bacteriologica de
Oxigenio) por 21 dias a 25°C. Apods este periodo,
0 meio de cultivo foi macerado com AcOEt (4x a
cada 12 h). O liquido filtrado foi concentrado em
evaporador rotativo, fornecendo o extrato bruto
AcOEt, que foi solubilizado em cloroférmio e
submetido a uma particdo liquido/liquido com
agua destilada (3 x 50 mL). A fracdo cloroférmio
foi concentrada em evaporador rotativo
fornecendo o extrato bruto CHCIl;. Este foi
solubilizado em solu¢do aquosa de metanol 80%
e submetido novamente e wuma particdo
liquido/liquido com hexano (3 x 50 mL). A fase
hexanica e metandlica resultantes foram
concentradas em evaporador rotativo,
fornecendo os extratos brutos da fase hexano
(1,450 g) e metanol (0,348 g, Extrato C).

2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H
(RMN de 'H)

Os cromatogramas dos extratos A, B e C
foram obtidos em aparelho de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu:
bomba Shimadzu LC-10AD; auto injetor
Shimadzu SIL-10A; detector Ultravioleta, em
arranjo de diodos, Shimadzu SPD-M10A. Foi
utilizado gradiente exploratério com coluna
analitica Phenomenex tipo Luna (C-18, 250 x
4,60 mm e 5 um) e eluicdo com H,O:CH;0OH
(95:05 wviv a 0:100% em 45 minutos
permanecendo nesta condi¢do por mais 10 min.),
com uma vazdo de 1,0 mL min .

Os espectros de RMN de 'H (600 MHz)
dos extratos A, B e C foram obtidos em
espectrofotbmetro Bruker Avance 1l HD 600
utilizando sinal de solvente residual nao
deuterado como referéncia.

2.4. Avaliagdo das classes de metabdlitos

secundarios

Os extratos A, B e C foram analisados
para detectar as principais classes de
metabdlitos secundarios pelas reagdes quimicas
gque resultam no aparecimento de cor ou
precipitado. A presenca da classe de metabdlito
secundario foi registrada como positivo (+) e a
auséncia de cor e precipitagcdo como negativo (-)
seguindo a metodologia de Barbosa et al. (2004).

As classes antocioninas, antocionidinas,
flavonas, flavonois, xantonas, chaconas, auronas
e flavanonois foram identificadas dissolvendo 20
mg dos extratos seco em 20 mL de agua
destilada e filtrando-o com algodao. Logo apds 3
mL da solugéo foram transferidos para trés tubos
de ensaio, o primeiro tubo foi acidulado a pH 3
com solugdo de HCI 0,5 mol/lL, e os dois
restantes foram alcalinizados a pH 8,5 e 11 com
solugdo de NaOH 0,5 mol/L. Observou-se a
mudanca de coloracéo (Barbosa et al.,2004).

A lIdentificacdo de leucoantocianidinas,
catequinas e flavonas foi realizada utilizando a
solucdo dos extratos preparada anteriormente,
adicionou-se 3 mL da solucdo em dois tubos de
ensaio, o primeiro tubo foi acidificado com
solucéo de HCI 0,5 mol/L a pH 1-3 e o0 segundo
tubo foi alcalinizado com solugdo NaOH 0,5
mol/L a pH 11. Em seguida os tubos foram
submetidos a um aquecimento durante 2 minutos
e observou-se mudancas na coloracdo (Barbosa
et al.,2004).

Os esteroides e triterpendides foram
identificados pela dissolucdo de 5 mg dos
extratos em 10 mL de cloroformio. Filtrou-se com
algodao e transferiu o filtrado para um tubo de

Periodico Tché Quimica. ISSN 2179-0302. (2019); vol.16 (n°32)
Downloaded from www.periodico.tchequimica.com

872



ensaio completamente seco. Foi adicionado 1 mL
de anidrido acético e agitou-se suavemente, logo
em seguida foi adicionado 3 gotas de H,SO,
concentrado e tornou-se a agitar. Foi observado
se havia rapido desenvolvimento de cores, que
iam do azul efervescente, ao verde persistente
gue indicavam resultado positivo (Barbosa et
al.,2004).

Para a identificacdo de alcaloides, foi
preparado previamente o reativo de Bouchardat
(4 g de iodeto de potassio, 2 g de iodo
ressublimado em 100 mL de agua destilada). Foi
entdo dissolvido 5 mg dos extratos em 2 mL de
solugdo de HCI a 5%, filtrou com algodédo e
adicionou algumas gotas do reativo, onde a
formacéo de um precipitado laranja avermelhado
indicava resultado positivo (Barbosa et al., 2004).

A presenca ou auséncia dos grupos de
metabolitos secundarios foi verificada a partir da
observacao da reacédo caracteristica esperada ou
nao, indicando a presenca de resultado positivo
Ou negativo para cada grupo e constituinte
analisado (Barbosa et al.,2004).

2.5. Avaliacéo da atividade antioxidante

Os extratos A, B e C foram avaliados
guanto a reatividade com @ 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) utilizando o método por
cromatoplaca (Simbes-Pires et al., 2005). Os
extratos foram aplicados em placa de silica gel
60 F254 pré-prontas (Filter-Bio) e eluidas com
acetato de etila:hexano (3:7 v/v). A cromatoplaca
foi borrifada com uma solu¢cdo metandlica 0,2%
de DPPH, depois deixada sob a luz artificial por
cerca de 20 minutos. O potencial antioxidante foi
evidenciado pela presengca de manchas
amarelas.

2.6. Avaliacéo da atividade aleloquimica

Para avaliagdo da atividade aleloquimica
dos extratos A, B e C foi seguindo a metodologia
descrita por Paula et al. (2014) com algumas
adaptacbes, onde foram utilizadas placas de
Petri forradas com papel filtro, previamente
autoclavadas por 20 minutos a 121° C, apés foi
adicionado 1 mL da solugdo dos extratos, que
foram preparados nas concentracdes de 2000,
1000, 500 e 100 ug.mL'l, e deixado em bancada
por 24 horas para a evaporacédo do solvente.

Apbs as 24 horas, foi adicionado 5 mL de
agua destilada em cada placa e sobre elas foram
semeadas 15 sementes de alface (Lactuca sativa
L.) (ELBA®). Para controle, foi utilizado o mesmo

procedimento, no entanto apenas adicionando 5
mL de agua destilada.

As placas de Petri foram deixadas sob
bancada por 5 dias a +35 °C com fotoperiodo de
12 horas. Foram consideradas germinadas as
sementes que apresentaram 2 mm de protruséo
da radicula. Apds o periodo de 5 dias foi avaliado
a porcentagem de sementes germinadas e
comprimento da raiz e total das plantulas. O teste
foi realizado em triplicata e os valores do
comprimento da raiz e total das plantulas foram
submetidos a andlise de variancia utilizando o
programa SISVAR 5.6 e a comparacdo das
médias foi realizada pelo teste de Tukey com 5%
de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A analise molecular da regido ITS do
fungo endofitico CG-F6 mostrou similaridade
com diversas espécies do género Diaporthe. No
entanto, ndo foram encontradas divergéncias
significativas entre estas espécies nesta regido
para permitir a identificagdo ao nivel de espécie.
O clado filogenético formado ndo apoiou a
separacdo das espécies (baixo valor de
bootstrap) (Figura 1). Segundo Mattei et al.
(2013) a identificacdo  por  morfologia,
caracteristicas culturais e associagcdo com o
hospedeiro das espécies do complexo
Diaporthe/Phomopsis nem sempre  sdo
conclusivas e que a identificacdo desses fungos
se baseia principalmente pela analise de
sequéncias da regido ITS, embora outras regides
gendmicas também possam ser utilizadas.

Nos extratos brutos do fungo endofitico
Diaporthe sp. analisados CLAE, foi observado a
producdo de diversos compostos que variaram
de polaridade. Foi possivel observar a
sobreposicdo de picos (mesmo tempo de
retencdo) nos trés extratos brutos, mas também
foi observado picos com tempos de retencédo
distintos para cada extrato bruto, indicando
dessa forma a producédo variada de metabdlitos
secundarios de acordo com o substrato da
fermentacéo.

O cromatograma que apresentou maior
namero de picos foi o0 do extrato C, o que implica
em uma maior diversidade na producdo de
substancias em comparacdo com o0s demais
perfis. Essa variabilidade pode estar ligada ao
fato do meio de cultivo do extrato C ser o de
arroz e ser um meio complexo. Assim a
disponibilidade de &gua, nutrientes e salinidade
podem levar a um ambiente diferente do de
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habitat do fungo, onde o mesmo busca se
adaptar as novas condicfes, e assim levando a
producdo de compostos que ajudem nessa
adaptacao (Specian et al., 2014).

Comparando os espectros de RMN de 'H,
observou-se que os espectros dos extratos A e B
apresentaram sinais semelhantes de compostos
arométicos e carbindlicos. Foi possivel identificar
o0 é&cido nitropropidnico (1) como componente
majoritario no extrato A, estando também
presente no extrato B, contudo no extrato C nao
foi identificado a presenca do acido
nitropropiénico. No espectro de RMN de 'H do
extrato C foi possivel identificar um nimero
maios de sinais, evidenciando uma producao
metabodlica variada, superior aos dos demais
extratos.

HOJ\ANO

1
Figura 2. Estrutura do acido nitropropidnico (1)

2

A avaliagdo fitoquimica realizada nos
extratos A, B e C permitiu identificar a presenca
das classes de metabdlitos secundarios. O
extrato C apresentou resultado positivo para um
namero de classes de metabolitos secundarios
superior aos demais extratos (Tabela 1),
demonstrando assim que o fungo endofitico
Diaporthe sp. quando cultivado em arroz foi
capaz de produzir maior diversidade de
metabdlitos. O que esta de acordo com as
andlises de CLAE e RMN de 'H. O género
Diaporthe é relatado pela producdo de xantonas,
alcaloides, esterdides e triterpendides (Chepkirui
et al., 2017; Cui et al., 2017; Li, 2016).

Tabela 1: classes de metabolitos secundarios
identificadas nos extratos brutos de Diaporthe sp.

Classes de metabolitos
secundarios
identificados'®

Extrato bruto

A Flavonas, flavondis,
xantonas e alcaloides.
B Flavonas, flavonoéis e
xantonas.
C Flavonas, flavondis e

xantonas, alcaloides,
esteroides e triterpendides.

A partir da avaliacdo qualitativa dos
extratos A, B e C revelada com solugéo

metandlica do radical DPPH (0,2%), foi possivel
observar a presenca de  substancias
antioxidantes em todos os extratos avaliados.
Esta atividade pode ser devido a presenca de
flavonas, flavonois e xantonas, substancias estas
que ja& foram identificadas e descritas como
possuindo atividade antioxidante.

Em um estudo realizado por
Tanapichatsakul et al. (2018), relata uma grande
atividade antioxidante para extratos de dois
enddfitos identificados como sendo do género
Diaporthe isolados de flores de Melodorum
fruticosum. Ja Nath, Raghunatha e Joshi (2012)
relatam atividade antioxidante para extratos
brutos de endofiticos isolados de Emblica
officinalis, dentre eles o Diaporthe sp., com
atividade antioxidante moderada, desta forma
demonstrando que seu potencial antioxidante
pode ser utilizado como antioxidante natural em
industrias alimenticias e outras preparacdes
farmacéuticas.

Em relagdo a atividade aleloquimica
(Tabela 2) os extratos brutos ndo influenciaram
significativamente a germinacdo das sementes
de alface quando comparado com seus
respectivos controles. Isto pode ser devido a
germinagdo normalmente ser o processo menos
afetado pelos aleloquimicos e que em alguns
casos o efeito destes podem ocorrer sobre outro
parametro, como crescimento da plantula (Paula
et al., 2014).

Avaliando-se o crescimento das plantulas
(Tabela 2), observou-se que quando comparado
0s valores obtidos com seus respectivos
controles, os trés extratos provocaram reducao
do comprimento, tanto da raiz, com excecao
apenas da concentracdo de 100 pg.mL™ do
extrato C, quanto do crescimento total.

Comparando o0 efeito em cada
concentracdo observou-se que a concentracao
2000 pg.mL* foi a que mais afetou tanto o
crescimento da raiz quanto o crescimento total.
Este efeito pode ser devido a maior concentragéo
dos compostos quimicos presentes. O extrato
que mais contribuiu para a reducdo do
comprimento da plantula foi o extrato C sob
influéncia da concentracdo 2000 pg.mL™*, com
68,7% e 67,8 % de inibicdo do crescimento da
plantula e da raiz, respectivamente,
provavelmente o maior efeito aleloquimico deste
pode estar ligado a presenca de alcaloides,
esteroides e triterpendides (Oliveira et al., 2014).

Estudos realizados por Zamberlam et al.
(2012) relatam o efeito aleloquimico das
citosporonas A, B e C que foram isoladas de
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fungos endofiticos como o Diaporthe sp. A
citosporona A foi a que apresentou melhores
resultados inibindo 100% da germinacdo das
sementes na concentracdo 2,5 mg.mL?, e
reduzindo o crescimento da raiz e da parte aérea
em todas as concentra¢cfes avaliadas.

4. CONCLUSOES:

Os diferentes tipos de substrato para o
cultivo influenciaram na producdo metabdlica do
fungo endofitico Diaporthe sp., isolado de Clitoria
guianensis Benth, demonstrando a eficacia em
se utilizar o método OSMAC para gerar
diversidade na producdo de metabdlitos
secundéarios. Foi possivel verificar que o cultivo
do fungo em arroz foi o que gerou maior
diversidade metabdlica, sendo identificado, por
ensaio quimico, as classes flavonas, flavonadis,
xantonas, esteroides, triterpendides e alcaloides.

Todos os extratos apresentaram atividade
antioxidante qualitativa, esta atividade pode ser
devido a presenca de flavonas, flavonois e
xantonas presentes nos extratos. A atividade
aleloquimica foi evidenciado em todos os
extratos. No entanto a concentracdo de 2000
ug.mL™* do extrato C foi 0 que mais se destacou
pela reducdo do crescimento das plantulas.
Evidenciado o fungo endofitico Diaporthe sp.
como uma fonte promissora de compostos
bioativos.
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Figura 1: Arvore filogenética obtida a partir do método neighbor-joining com bootsrap 2000 utilizando
sequéncias da regido ITS de 26 estirpes fungicas
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Tabela 2. Valores médios do comprimento (mm) total de plantulas e da raiz de plantulas de alface
frente aos extratos A, B e C.

Fator\tratamento  Controle” 2000ug.mL™  1000ug.mL™ 500ug.mL™  100ug.mL™ CV(%)~

Germinacédo 71% 62 % 66 % 66 % 64 % -
Extrato Plantulas total 47,80 a 18,80 e 29,60d 38,50 ¢ 43,60 b 6,62
A Raiz 23,60 a 13,20d 12,00d 16,00 c 18,00 b 7,42
Germinacédo 75 % 66 % 75 % 82 % 68 % -
Extrato Plantulas total 46,40 a 2480 e 31,30d 39,40 ¢ 44,10 b 3,62
B Raiz 20,80 a 10,00d 15,60 c 17,70b 18,70 b 5,56
Germinacéo 75 % 60 % 80 % 75 % 77 % -
Extrato Plantulas total 45,10 a 14,10d 15,30d 36,10 ¢ 43,20 b 4,61
C Raiz 24,20 a 7,80d 10,30 ¢ 16,70 b 24,00 a 7,90

Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. CV = Coeficiente de variacéo.
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