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RESUMO

As interacdes entre fungos e plantas, especialmente fungos endofiticos, sao
consideradas importantes fontes geradoras de metabdlitos secundarios. A
deteccdo destes microrganismos no interior de plantas sadias abriu novas
perspectivas para o estudo das interagdes fungos-planta. O presente trabalho
teve como objetivo isolar e identificar por analise molecular os fungos
endofiticos de Mikania laevigata (Asteraceae) e realizar a analise quimica por
CLAE-DAD dos extratos obtidos destes fungos. As folhas de Mikania laevigata,
cultivadas em horto florestal, foram submetidas a procedimento de isolamento
dos fungos endofiticos que resultou em 40 isolados. Destes, 15 foram
selecionados e caracterizados pelos aspectos morfolégicos como ascomicetos
da familia Xylariaceae. A investigacdo molecular através do sequenciamento
da regido ITS rDNA resultou na identificacdo de 3 cepas de Nodulisporium sp.,
3 cepas de Hypoxylon sp., 1 cepa de Daldinia sp. e 1 espécie identificada como
Xylaria luteostromata. Nao foi possivel identificar em nivel molecular as demais
amostras submetidas ao seqienciamento. A analise por CLAE-DAD revelou
grande diversidade quimica entre os extratos analisados. Notou-se a presenca
de uma maior quantidade de metabdlitos nos extratos externos em comparacao
com o0s extratos micelares. Os extratos metandlicos mostraram a presenca de
um maior numero de metabdlitos quando comparados aos extratos em acetato
de etila.

Palavras-chaves: Planta medicinal. Mikania laevigata. Metabdlitos secundarios



ABSTRACT

The interactions between fungi and plants, especially endophytic fungi, are
considered important sources of secondary metabolites. The detection of these
microorganisms inside healthy plants has opened new perspectives for the
study of fungus-plant interactions. This study aimed to isolate and identify the
molecular analysis of endophytic fungi of Mikania laevigata (Asteraceae) and
perform chemical analysis by HPLC-DAD extracts of these fungi. The leaves of
Mikania laevigata grown in tree farm were subjected to the isolation procedure
that resulted in endophytic fungi isolated 40. Of these, 15 were selected and
characterized by morphological features as Xylariaceae ascomycetes family.
Molecular investigation by sequencing the rDNA ITS region resulted in the
identification of three strains of Nodulisporium sp., 3 strains of Hypoxylon sp.
Daldinia sp 1 strain. and a species identified as Xylaria luteostromata. Could not
be identified at the molecular level the other samples subjected to sequencing.
The analysis by HPLC-DAD showed a large chemical diversity among the
analyzed extracts. It was noted the presence of a greater amount of metabolites
in the extracts compared to the external micellar extracts. The methanol
extracts showed the presence of a greater number of metabolites when
compared to extracts in ethyl acetate.

Keywords: Medicinal plants. Mikania laevigata. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo consideradas importantes fontes de
compostos bioativos e assim se destacam como precursores de novos
farmacos. Entre os compostos utilizados como medicamentos podemos citar 0s
terpenos, carotenos e esterdides que sdo metabdlitos secundarios extraidos de
plantas medicinais. Muitas ac0es terapéuticas destas plantas devem-se ao seu
metabolismo secundario, cuja funcdo esta ligada principalmente a
sobrevivéncia do vegetal.

Os processos biossintéticos utilizados pelas plantas para a formacéo de
metabdlitos envolvem sequéncias de reacdes que levam a diferentes tipos de
componentes secundarios. (ROBBERS, et al., 1997). Estas reacdes, também
chamadas rotas biossintéticas, compreendem um numero limitado de vias
metabdlicas chamadas de vias do acido acético, acido chiquimico, acido
mevaldnico e suas inter-relacdes. Estas vias levam a formac&o de uma grande
diversidade de compostos quimicos, com diferentes propriedades
farmacoldgicas. (SERAFINI et al., 2001).

Outra importante fonte de produgcdo de metabdlitos secundarios sdo os
fungos. As rotas biossintéticas utilizadas por estes micro-organismos para a
construcdo dos seus metabdlitos apresentam as mesmas caracteristicas gerais
daquelas encontradas em plantas diferindo apenas em pequenos detalhes.
(HANSON, 2008).

Diversas substancias com atividade farmacolégica foram isoladas a
partir destes microrganismos como, por exemplo, a descoberta da penicilina
por Alexandre Fleming em 1928 (BERDY, 2005; KELLER et al., 2005) que
representa, ainda hoje, uma importante ferramenta no tratamento de diversas
infecgdes bacterianas.

As interacdes existentes entre fungos e plantas destacam-se também
como fontes geradoras de metabdlitos secundarios. Esta simbiose inclui os
fungos endofiticos que podem fornecer substancias uteis, com propriedades

farmacoldgicas consideraveis.



Os fungos endofiticos compreendem uma classe de micro-organismos
gue vivem no interior de tecidos vegetais em pelo menos um periodo de seus
ciclos de vida sem lhes causar sintomas evidentes de doencas. (PETRINI,
1992). A deteccdo destes microrganismos no interior de plantas sadias e a
relacdo que estes fungos estabelecem com seus hospedeiros abriram novas
perspectivas para o estudo das interacdes fungos-planta.

Além da producgédo de substancias oriundas do metabolismo secundério
como a maioria dos antimicrobianos, a simbiose entre plantas e fungos
endofiticos pode fornecer outros beneficios para as plantas hospedeiras como
substancias que melhoram o crescimento e a competitividade dos hospedeiros
na natureza. Além do potencial farmacolégico, estes microrganismos podem
destacar-se também pela capacidade de producao de substancias de interesse
para a agricultura, como reguladores de crescimento de plantas, inseticidas,
etc, desempenhando desta forma importante papel do ponto de vista ecolédgico
e contribuindo de maneira significativa para a preservacao da diversidade
biologica. (SOUZA, 2004).

Dentre os fungos endofiticos, a familia Xylariaceae destaca-se como
uma fonte de metabdlitos secundarios, apresentando uma grande variedade de
estruturas quimicas e atividades biol6gicas. Como exemplo, podemos destacar
o taxol, um derivado diterpendide que tem se mostrado efetivo como agente
anticancerigeno. (STIERLE et al., 1993).

A investigacdo quimica de fungos da familia Xylariaceae aponta-os
como fontes potenciais de produtos biotecnoldgicos, principalmente com
propriedades farmacoldgicas.

Na tentativa de descobrir novas fontes de obtencdo de principios
bioativos, ha atualmente, uma preocupacdo mundial em ampliar as pesquisas
fitoterapicas. Apesar das constantes descobertas de novos produtos naturais
com potencial terapéutico, a investigacdo cientifica a respeito dos metabolitos
gerados das interacdes fungos-plantas ainda constitui um vasto campo de
pesquisa, ja que somente um pequeno percentual de plantas medicinais e de
fungos endofiticos ja foram investigados do ponto de vista fitoquimico. (RATES,
2001).

Devido as propriedades terapéuticas apresentadas, algumas plantas

adquiriram fundamental importancia na medicina popular e representam fontes



tradicionais de metabolitos secundarios bioativos. O interesse no estudo de
plantas medicinais e a extracdo de compostos farmacologicamente ativos
cresce a cada dia no intuito de encontrar novas alternativas terapéuticas.
(BERDY, 2005; GURIB-FAKIM, 2006).

O Brasil apresenta grande tradicdo no uso da matéria prima vegetal
como forma de tratamento alternativo, ndo somente pela abundancia e
diversidade da flora, como também por questdes culturais. Entre as plantas da
flora brasileira utilizadas destaca-se a Mikania laevigata (Asterceae), conhecida
popularmente como cipo-catinga, coracdo-de-jesus, erva-de-cobra, guaco,
guaco-trepador. (GUPTA, 1995). A planta é utilizada principalmente pelas suas
propriedades sobre as vias respiratérias (TESKE; TRENTINI, 1997),
propriedades antimicrobianas (AMARAL et al., 2003) e antiinflamatorias
(FALCAO et al.,, 2005), também sdo atribuidas & espécie os efeitos
broncodilatadores, antiespasmadicos, antiulcerosos e antireumaticos. (GUPTA,
1994; PEREIRA et al., 1994, MOSADDIK; ALAM, 2000).

A andlise fitoquimica desta espécie revelou a presenca de varios
constituintes, principalmente a cumarina e seus derivados. (OLIVEIRA et al.,
1984). As informacdes etnofarmacoldgicas citam o seu cozimento (decocto) em
gararejo e bochecho nos casos de inflamacbes na boca e na garganta e a
aplicacao local da tintura, em friccbes ou em compressas nas partes afetadas
por traumatismos, nevralgias, pruridos e dores reumaticas. (LORENZI; MATOS,
2002). Destas propriedades somente suas a¢fes sobre as vias respiratérias,
justificadas pelo seu efeito broncodilatador, antitussigeno, expectorante e
antiedematogénico, foi confirmada em estudos cientificos. (LOPES, 1997;
LEAL et al., 2000).

A atividade da Mikania sobre os inibidores da MAO (monoaminoxidase)
também foi comprovada. (AMARAL et al., 2003). As folhas de Mikania vém
sendo empregadas exaustivamente em programas de fitoterapia na rede
publica de saude e na medicina popular. A literatura também cita que doses
altas podem provocar vomitos e diarréia, que desaparecem com a suspensao
do uso.

A Mikania laevigata (Asteraceae) é uma trepadeira sublenhosa, de
grande porte, perene, com folhas obtusas na base, de forma quase deltoide, de

cor verde escura e semitorcida, com trés nervuras destacadas, carnosa-



coriacea, presas duas a duas ao longo de ramos voluveis. Flores reunidas em
capitulos congestos, resultado em fruto tipo aquénio. E nativa do Sul do Brasil,
contudo, pela popularidade do seu uso medicinal, vem sendo cultivada em
varios outros estados. (SIMOES et al., 2003). Apesar de ser utilizada
amplamente com finalidade terapéutica na medicina popular, nenhum estudo
sobre os microrganismos endofiticos de Mikania laevigata e a analise de seus
metabdlitos secundarios gerados desta interacdo foram descritos na literatura.
Isto se torna relevante no sentido que estes microrganismos podem modificar

compostos bioproduzidos pela planta gerando compostos bioativos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FUNGOS ENDOFITICOS

O termo endofitico foi utilizado inicialmente para denominar 0s micro-
organismos que vivem no interior de tecidos de plantas hospedeiras, habitando
em geral, raizes, caules e folhas, em situacdes de infec¢des sintomaticas ou
ndo. (PETRINI; MULLER, 1986). Estudos posteriores restringiram o termo
endofito a organismos que causam infeccbes assintomaticas nos tecidos
internos de plantas. (CARROL, 1986). Esta definicdo abrange qualquer tipo de
interacdo simbidtica em que fungos e plantas participam tais como mutualismo
e comensalismo.

Alguns endofiticos ndo provocam efeitos perceptiveis em seus
hospedeiros, entretanto, outros estdo intimamente relacionados com o
funcionamento e a sobrevivéncia dos vegetais. A descoberta que tais micro-
organismos tém a capacidade de proteger as plantas contra patdégenos e
predadores motivaram as pesquisas a cerca da biologia dos enddfitos,
sugerindo que a interacdo entre estes microrganismos e plantas acarreta em
importantes implicacbes para a ecologia e a biodiversidade. (JACOBS et al,
1985; HALLMAN et al, 1997; AZEVEDO et al, 2000).

Segundo Wilson (1995), o termo endofitico pode ser geralmente aplicado
para fungos, bactérias e leveduras que ao invadir os tecidos de plantas vivas
fossem capazes de coloniza-las, em algum tempo de seu ciclo de vida, sem
causar sintomas de doencas.

Os fungos, ao contrario das plantas, sdo incapazes de sintetizar
moléculas organicas a partir de moléculas inorganicas. Eles se associam de
maneira simbidtica as raizes das plantas que cedem ao fungo parte das
substancias organicas produzidas através da fotossintese, fornecendo-lhe
desta forma, parte do alimento. Micorrizas sdo associacbes mutualisticas entre
fungos e raizes vegetais, onde os denominados fungos micorrizicos facilitam a

absorcdo de agua e nutrientes do solo pelas plantas hospedeiras. Em troca os



fungos recebem os nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia. (RODRIGUEZ
et al., 2009). As plantas que apresentam estas associagcdes prestam funcdes
adaptativas essenciais ao hospedeiro tornado-se mais resistentes a micro-
organismos patogénicos e a condi¢des de estresse. Portanto, de certa forma os
fungos micorrizicos podem ser considerados endofiticos, exceto o0s
ectomicorrizicos, pois colonizam raizes externas. (SERAFINI et. al, 2001).

A divisdo entre fungos endofiticos, patogénicos e oportunistas é apenas
didatica e varia conforme as condicbes ambientais as quais estes micro-
organismos sdo expostos. Um endofitico pode se comportar como um
patbgeno quando os mecanismos de defesa da planta sédo reduzidos.
(ARAUJO et al., 2002).

Os métodos usados nos estudos de penetracéo e colonizacdo endofitica
sdo os mesmos utilizados nos estudos de infec¢des por fungos fitopatdgenos.
No entanto, a investigacdo endofitica enfatiza, sobretudo, a biodiversidade dos
fungos ao infectar hospedeiros em seus ambientes naturais. (CARROLL,
1995).

A transmissdo dos endofitos de uma geracdo para outra pode ocorrer
verticalmente, através de sementes, por meio da reproducdo de plantas, ou
horizontalmente onde os esporos fungicos sao transmitidos por via aérea, pela
agua ou por insetos. (CARROLL, 1988). Os endofiticos podem habitar
principalmente as partes aéreas das plantas especialmente nas folhas,
entretanto podem também ser encontrados vivendo nos espacos intracelulares
de raizes as quais constituem uma das principais portas de entrada para estes
micro-organismos. (KOBAYASHI; PALUMBO, 2000).

Os fungos endofiticos podem estar presentes em todos os tecidos de
uma planta. (PETRINI et al., 1992). Entretanto, eles sdo encontrados em maior
abundéancia em tecidos velhos quando comparados as folhas jovens que séo
geralmente menos colonizadas. As condicbes ambientais sdo também
relevantes no que diz respeito a colonizacédo endofitica. O regime de chuvas
pode ser citado como exemplo, quanto maior for o regime de chuvas, maior € a
taxa de endofiticos presentes no hospedeiro. (CARROL; CARROLL, 1978).

Os fungos endofiticos sdo amplamente distribuidos entre as espécies
vegetais. E provavel que todas as plantas sejam colonizadas por varios

endofitos, a presenca e a diversidade de endofitos na microbiota vegetal variam



de acordo com o hospedeiro ou tecido especifico. (SHULZ; BOYLE, 2005). Um
fungo endofitico € capaz de colonizar mais de um hospedeiro, no entanto nao
interage com estes hospedeiros da mesma maneira, a interagdo com o0
hospedeiro pode demonstrar especificidade ecoldgica e funcional.

Os fungos endofiticos tém despertado interesse especialmente por
prestar a seus hospedeiros importantes beneficios como agentes de controle
biolégico de inUmeras doencgas, como promotores de crescimento vegetal e no
controle de patdégenos e de pragas, desempenhando também um importante
papel na sobrevivéncia dos vegetais em seus ecossistemas Do ponto de vista
agricola, traz importantes implica¢cdes para comunidades, para a agricultura e
biodiversidade. Além disso, certos enddfitos sdo considerados excelentes
modelos de sistemas para o estudo das interacfes entre organismos.
(STROBEL, 2002).

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS DE FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS
DE PLANTAS MEDICINAIS

A busca de substancias com utilidade farmacéutica foi um dos fatores
qgue impulsionou as pesquisas a cerca dos fungos endofiticos. Além dos
estudos a respeito da colonizagdo endofitica, a caracterizagdo de novos
metabdlitos produzidos a partir da associagcao simbidtica entre fungos e plantas
hospedeiras levou ao isolamento de varios compostos de importancia
comercial. Diversos metabdlitos de classes biossintéticas distintas foram
isolados de fungos endofiticos e muitos deles apresentaram efeitos
farmacoldgicos de interesse. (TAN; ZOU, 2001).

Diversos trabalhos tém sido realizados neste sentido e muitos
compostos biologicamente ativos ja foram identificados e quimicamente
caracterizados. Contudo, devido a diversidade taxondmica e a ocorréncia
destes microrganismos em um grande numero de hospedeiros, os endofiticos
constituem ainda um grupo de fungos que precisam ser melhor explorados do
ponto de vista quimico e funcional, representando um campo fértil de pesquisa
para a ciéncia. (ARNOLD et al., 2000; ARNOLD, 2007).



As pesquisas relacionadas a estrutura e a atividade biolégica dos
metabdlitos dos fungos tém dado também importantes contribuicbes para o
desenvolvimento da quimica. Até final do século XIX e inicio do século XX, a
quantidade de metabdlitos extraidos de fungos era insuficiente para permitir a
caracterizacdo dos compostos isolados devido a degradacdo dos mesmos. A
inexisténcia de métodos espectroscopicos impedia a elucidac¢do estrutural dos
metabdlitos. Uma das excec¢bes foi um alcaldide isolado do fungo Claviceps
purpurea, cujos estudos foram estimulados pelas propriedades terapéuticas e
toxicas apresentadas. A partir de entdo, varias pesquisas foram realizadas
neste sentido, e diversas substancias foram isoladas e caracterizadas
guimicamente, como os acidos oxalico e citrico extraidos do fungo Aspergillus
niger. (HANSON et al., 2008).

O desenvolvimento de modernos métodos espectroscopicos a partir de
1950 representou um importante avango na determinacdo estrutural dos
metabdlitos de fungos. Com estes métodos, 0os compostos produzidos em
escalas de miligramas e que podiam ser separados por métodos
espectroscopicos puderam ser estudados. O desenvolvimento de novos
agentes com propriedades farmacoldgicas constitui-se ainda em um grande
desafio para a ciéncia e representa uma area continua de pesquisa. Nos
altimos 40 anos, muitos metabolitos com diferentes esqueletos de carbono
foram isolados de fungos. O isolamento da ciclosporina em 1970, como
metabdlitos dos fungos Cylindrocarpon lucidum e Tolypocladium inflation
representou um importante avango no tratamento com imunossupressores.
(HANSON, 2008). Seguem-se entdo varios trabalhos neste sentido que
resultaram no isolamento de diversas substancias de interesse cientifico.

Lu et al (2000) em um estudo realizado em Nanjing, China verificaram a
presenca de 11 metabolitos bioativos produzidos por Colletotrichum sp., um
fungo endofitico isolado da Artemisia annua (Asteracea), planta tradicional da
medicina chinesa. Os seguintes metabolitos foram isolados: ergosterol (1),
3B,5a,6B-trihidroxiergosta-7,22-dieno (2), 3p-hidroxi-ergosta-5-eno (3) (Figura
1), 3-oxo-ergosta-4,6,8(14),22-tetraeno, 3B-hidroxi-5a,8a-epidioxi-ergosta-6,22-
dieno, 3B-hidroxi-5a,8a-epidioxi-ergosta6,9(11),-22-trieno, 3-0xo-ergosta-4-eno,

além de um horménio vegetal , o acido indol-3-acético (IAA) e 3 novos



metabdlitos antimicrobianos. Todos os 11 metabdlitos foram submetidos a
ensaios microbioldgicos.

Segundo os autores supracitados os compostos 1-3 e 0s compostos
derivados do ergosterol apresentaram atividade inibitoria contra bactérias
gram-negativas e gram-positivas, como Pseudomonas sp. e Bacillus subtilis.
Os esterois 2 e 3, apresentaram também, atividade antifiingica e os compostos
1 e 3, foram fungistaticos para os fungos patogénicos Candida albicans e
Aspergillus niger na concentragao de 200 pg/mil.

Estes mesmos autores sugerem ainda que o endofitico Colletotrichum
sp. isolado da A. annua. pode proteger a planta hospedeira através da
producdo de metabdlitos que podem ser toxicos ou letais para fitopatdbgenos. O
trabalho afirma que o IAA isolado pode, em baixas concentracfes, regular
processos fisiolégicos no hospedeiro, como o crescimento da planta. Os
metabdlitos isolados da cultura do Colletotrichum sp. mostraram que o
endofitico esta envolvido na adaptabilidade e competitividade da A. annua na

natureza.
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Figura 1. Compostos 1, 2 e 3 isolados do fungo endofitico Colletotrichum sp. da A. annua.

Um trabalho semelhante foi desenvolvido por Aly et al. (2008) que
investigou o fungo endofitico Ampelomyces sp. isolado de flores de
Urospermum picroides. Tipica da dieta mediterranea tradicional, a planta &
encontrada no deserto do Egito e seus extratos mostram atividade
antiinflamatdria. (STRZELECKA et al., 2005; EBEL, 2006). Segundo dados dos
autores, os extratos da cultura do fungo isolado da planta medicinal exibiram
consideravel atividade citotoxica quando testadas in vitro contra células L5178Y
(células de linfoma de camundongos). Neste estudo, foram isolados os
seguintes metabdlitos: Ampelopirano (4), desmetildiaportinol (5), desmetildiclo-




rodiaportin (6), macrosporin-7-O- sulfato (7), 3-O-metilalaternin-7-O-sulfato (8),
3-O-metilalaternin (9) e ampelanol (10) e altersolanol A (11) (Figura 2). Os
extratos fangicos obtidos no estudo diferiram em relagdo aos metabdlitos
secundarios, quando cultivados em meio liquido ou sélido. Os extratos obtidos
da cultura em meio liquido forneceram um pirano (4) e antraguinonas
sulfatadas (7 e 8) enquanto em meio solido, os fungos forneceram os
compostos (5, 6, 9, 10 e 11). Os compostos 5 apresentou a maior atividade
citotoxica contra células L5178Y. Os compostos (9 e 11) exibiram atividade
antimicrobiana contra patdégenos gram-positivos, como o Staphylococcus
aureus, S. epidermidis e Enterococcus faecalis, na concentracao inibitoria

minima de 12,5 pg/ml, 12,5 e 25ug/ml, respectivamente.
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Figura 2. Compostos 4 a 11 isolados do fungo endofitico Ampelomyces sp. da Urospermum
picroides.

Os fungos endofiticos isolados nos dois trabalhos citados anteriormente
apresentaram atividade antimicrobiana contra os patdgenos testados, o que
reforca a teoria descrita na literatura a respeito do potencial de producéo de
metabdlitos bioativos por microrganismos endofiticos.

Borges et al (2006), descreveram a presengca de antraquinonas
derivativas produzidas por Phoma sorghina, um fungo endofitico associado a
planta medicinal Tithonia diversifolia (Asteracea). Os extratos desta planta sédo
usados no tratamento de malaria, diarréia, febre, hepatite e feridas. (COS et al.,
2002; GU et al.,, 2002). Sao atribuidas também atividades antinflamatérias,




amebicida, atiespasmadica, antifingica, antibacteriana e antiviral (GOFFIN et
al., 2002, COS et al., 2002). Os autores caracterizaram as seguintes estruturas
extraidas deste fungo endofitico: 1,7-diidroxi-3-metil-9,10-antraquinona (12),
1,6-diidroxi-3-metil-9,10-antraquinona (13), 1-hidroxi-3-metil-9,10-antraquinona
(14), 1,7-diidroxi-3-hidroximetil-9,10-antraquinona (15) e dois novos derivados
hexahidroantraquinénicos, dendryol E (16) e dendryol F(17) (Figura 3). As
estruturas foram identificadas com base em dados espectroscopicos,
principalmente RMN 1D e 2D.
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Figura. 3. Antraquinonas produzidas pelo fungo endofitico Phoma sorghina isolado da planta
medicinal Tithonia diversifolia (Asteracea).

Taechowisan et al (2008), descreveram a atividade biologica de
constituintes quimicos de Streptomyces sp., um fungo endofitico isolado das
raizes de Alpinia galanga (Zingiberaceae), planta medicinal coletada nos
arredores de Nakom Pathom, Tailandia. De acordo com os autores, as
substancias isoladas apresentaram atividade antimicrobiana contra o0s
microrganismos  Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus subtilis
ATCC6633, Escherichia coli ATCC10536, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, Candida albicans ATCC90028 e Colletrotrichum musae. Os
compostos foram caracterizados como campferol (MARKHAM et al.,1978),
isoscutelarina (JAY; GONNET, 1973), umbeliferona (YAMOGUCHI, 1970) e
cichorina (ABDEL-SALAM et al., 1986), baseado em dados
espectrofotométricos.

Sobre a andlise antimicrobiana, os autores verificaram que o campferol e
a isoscutelarina apresentaram grande atividade contra bactérias gram-positivas

(Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) enquanto a umbeliferona e




cichoriina apresentaram moderada atividade em relacdo a estes
microrganismos. O Campferol e a isoscutelarina exibiram moderada atividade
contra bactérias gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa),
enquanto umbeliferona e cichoriina apresentaram fraca atividade. Campferol,
isoscutelarina e umbeliferona mostraram grande atividade contra Candida
albicans e moderada atividade contra Colletrotrichum musae. A cichoriina néo
apresentou atividade em relagdo a estes microrganismos. Estudos apontam
ainda que os metabdlitos produzidos por Streptomyces sp. além da atividade
protetora contra patdgenos, também influenciam no crescimento e na fisiologia
da planta. (KATZNELSON; COLE, 1965).

Davis et al. (2005), também testaram a atividade antimicrobiana de
fungos endofiticos. Apds analises quimicas de culturas de fungos endofiticos
Eupenicillium sp. isolados de uma planta endémica na Australia, Glochidium
ferdinandi (Euphorbiaceae), os autores verificaram a presenca dos seguintes
compostos: os policetideos phomoxina B e C, eupenoxide e phomoxin. Os
compostos isolados foram testados contra diversos microrganismos associados
a infeccdes nosocomiais, incluindo Staphylococcus aureus multi-resistente a
drogas (MRSA), Staphylococcus aureus (NCCLS 29523), Escherichia coli
(ATCC 25922), Enterococcus faecalis (NCCLS 29212), Pseudomonnas
aeruginosa (ATCC 27853), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615),
Acinetobacter anitratus e Candida albicans (ATCC 60193). A atividade
antimicrobiana foi determinada através da microdiluicio em caldo
(JORGENSEN et al., 2000; LISTER, 2002), onde cada composto foi testado
nas concentracdes de 100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4 e 0.2 pg/ml.
Segundo dados do trabalho, nenhuma atividade inibitéria do crescimento
microbiano foi verificada na phomoxina B e C, e no eupenoxide.

Silva et al. (2006) desenvolveram um trabalho semelhante, isolando
cinco sesquiterpenos candinanos de Phomopsis cassiae, um fungo endofitico
associado com Cassia spectabilis (Leguminosae), planta nativa do cerrado
brasileiro. A estrutura dos compostos 3,9,12-trihidroxicalamenenos (18); 3,12-
trinidroxicalamenenos (19); 3,12-trihidroxicadaleno (20); e 3,11,12-trihidro-
xicadaleno (21) (Figura 4) foi estabelecida com base na analise de dados
espectrofotométricos. A atividade antifungica dos isolados foi avaliada contra

0os microrganismos Cladasporium sphaerospermum e Cladosporium



cladosporioides, onde o composto 21, isolado no trabalho, demonstrou a maior

atividade.
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Figura. 4. Sesquiterpenos produzidos pelo fungo endofitico Phomopsis cassiae isolado da
planta Cassia spectabilis (Leguminosae).

Assim, de um modo geral, entre as atividades apresentadas pelos
endofiticos, a acdo antimicrobiana é a que mais se destaca de acordo com 0s
trabalhos relacionados anteriormente.

No trabalho desenvolvido por Barros et al. (2004) foram apresentados
quatro alcaldides espiroquinazolina de Eupenicillium sp., um fungo endofitico
isolado de folhas sadias de Murraya paniculata (Rutaceae), planta nativa do
sudoeste da Asia que foi introduzida no Brasil com proposito ornamental. Os
autores investigaram 0 quanto 0sS microrganismos associados com esta
espécie influenciavam no metabolismo secundario da planta. Foram isolados
0S compostos espiroquinazolina (22), alantripinona (23), e quatro alcalbides:
alanditripinona (24), alantrifenona (25), alantripinona B (26) e alantrilenona (27)
(Figura 5). Estes metabdlitos foram comparados aos produzidos pela planta
hospedeira.

Neste estudo, os autores verificaram que os alcaldides produzidos pela
planta (acido antranilico e triptofano) parecem ser os mesmos citados
anteriormente, os alcaldides produzidos pelo fungo parecem ser sintetizados
por uma via diferente. Segundo os autores, uma explicagdo para o fato € que,
provavelmente, o fungo quando habita dentro da planta, aprisiona aminoacidos
precursores do alcal6ide da planta para produzir seus préprios metabdlitos. No

entanto, de acordo com os autores, o estudo falhou em detectar compostos




antranilicos livres e aminoacidos triptofano na folhas da planta. Outra
possibilidade, é que os alcaléides do fungo sdo produzidos diretamente de

proteinas através de atividade de proteases flngicas.

Figura. 5. Compostos produzidos pelo fungo endofitico Eupenicillium sp. isolado da

planta Murraya paniculata (Rutaceae).

Através da investigacdo fitoquimica, os autores demonstraram que 0s
principais metabdlitos secundarios acumulados na M. paniculata sdo cumarinas
alquiladas e flavonoides (FERRACINI, 1996). O acumulo destes compostos
pode estar relacionado a infestacdo pelo fungo, o que pode causar uma
elevada expressdo da atividade da fenilalanina amoénia-liase (FAL), enzima
chave da via fenilpropandide.

Naik et al. (2008) estudaram a diversidade de fungos endofiticos em
plantas medicinais arbustivas, da regido de Malnad, Sul da india. Durante o
estudo, foram isolados 6125 fungos endofiticos de 9000 segmentos foliares,
num total de 15 plantas medicinais. Os fungos detectados pertenciam ao filo
Ascomycota (8.6 %), classe dos Coelomycetos (26.0 %), Hyphomycetos
(28.0 %), e subfilo Mucoromycotina (0.3 %) e formas estéreis (4.9 %).
Alternaria, Chaetomium, Fusarium, Colletotrichum, Cladosporium, Penicillium,
Phyllosticta e Xylaria foram os fungos mais frequentemente isolados. Notou-se
gue durante o inverno, os fungos eram mais freqlientes quando comparados as

demais estacdes, 0 que sugere que a colonizacao endofitica é correlacionada




com fatores climaticos. (WILSON; CARROLL, 1994). Os autores descrevem
gue a alta umidade do inverno e a temperatura moderada podem permitir que
os propagulos fungicos germinem com sucesso. Os autores acrescentam que a
alta incidéncia de espécies do género Cladosporium e Penicillium isolados
durante o verdo pode estar relacionada a habilidade que os esporos destes

fungos apresentam em crescer mesmo em baixos potenciais de agua.

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS DE FUNGOS ENDOFITICOS
DA FAMILIA XYLARIACEAE

A familia Xylariaceae € considerada fonte de uma grande variedade de
compostos bioativos. Entre os metabdlitos isolados, destacam-se mellein, 5-
metilmellein, 8-metoxi-1-naftol, acido orselinico, daldinal A, daldinona B,
macrocarpon A, hipomiltin, cochiliodinol, entre outros. (BITZER et al., 2008).

Entre os fungos pertencentes a Xylariaceae, o género Xylaria destaca-se
como fonte de novos metabdlitos secundarios, com estruturas quimicas
diversas e atividades biologicas distintas.

O trabalho conduzido por Healy et al. (2004) resultou no isolamento de
xantonas, compostos isolados de fungos endofiticos identificados como Xylaria
sp. O fungo foi isolado da planta Glochidion ferdinandi, e os metabdlitos
extraidos apresentaram importantes atividades farmacologicas (PERES and
NAGEM, 1996; PERES et al., 2000) como por exemplo: propriedades
antiinflamatérias (LIN et al.,, 1996), propriedades antimicrobianas (MALET-
CASCON et al.,, 2003), antioxidantes (MINAMI et al., 1994), antifungicas
(ROCHA et al., 1994) e anticancerigenas. (HO et al., 2002).

Krohn et al. (2004), desenvolveram um trabalho semelhante,
descreveram a sintese de xyloketal D, produto natural pertencente a um grupo
de metabdlitos secundarios isolados de Xylaria sp. O interesse biotecnolégico
por este grupo deve-se a atividade inibitéria sobre a enzima acetil
colinesterase.

Entre os metabdlitos extraidos de fungos endofiticos destacam-se o

Xylarenal A, um sesquiterpendide isolado da fermentacdo de Xylaria persicaria



(SMITH et al., 2002) e xylactam, um composto nitrogenado obtido de corpos de
frutificacdo do ascomyceto Xylaria euglossa. (WANG et al., 2005).

Estudos quimicos realizados por Deyrup et al. (2007) em extratos do
fungo Xylaria sp. levaram ao isolamento de quatro glicosideos triterpendides,
nomeados kolosides A-D, juntamente com o metabdlito ja conhecido:19,20-
epoxycitochalasin N. (ESPADA et al., 1997). As estruturas e as configuracdes
relativas destes compostos foram determinadas por RMN. O composto
identificado como Koloside A exibiu atividade contra as bactérias gram-
positivas Bacillus subtilis (ATCC 6051) e Staphylococcus aureus (ATCC
29213).

No trabalho desenvolvido por Pittayakhajonwut et al. (2009), foram
isolados quatro novos compostos (12,8-eudesmanolideos) do fungo Xylaria
ilanthinovelutina , cujas estruturas foram determinadas por espectroscopia.
Estes compostos exibiram atividade biologica contra cepas de Plasmodium
falciparum K-1, NCI-H187, KB, MCF-7. Os compostos isolados de Xylaria
ianthinovelutina foram: 3a,4a,7B-Trihidroxi-11(13)-eudesmen-12,8-olideo (28),
4qa,7B-Dihidroxi-3a-metoxi-11(13)-eudesmen-12,8-olideo  (29),  7B-Hidroxi-
3,11(13)-eudesma-di-eno-12,8-olideo (30), 13-Hidroxi-3,7(11)-eudesma-dieno-
12,8-olideo (31) (Figura 6).
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Figura 6. Compostos 28-31 (12,8-eudesmanolideos) isolados do fungo Xylaria ianthinovelutina.

Rukachaisirikul et al. (2007) isolaram as seguintes substancias de
Xylaria identificada como PSU-A80: Xylarenol (32), um derivado do &cido
hexadienoico (33) e xylarenona (34) ( figura 7) juntamente com dez compostos

conhecidos de fungos do género Xylaria.
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Figura 7. Alguns compostos isolados do fungo Xylaria PSU-A80.

A analise fitoquimica do extrato de Torreia jackii, uma planta endémica
no sudoeste da china, levou ao isolamento, a determinacdo estrutural e
determinacdo das atividades biolégicas de trés novos sesquiterpenos:
xylarenonas A e B e acido xilarénico extraidos do material fungico identificado
como Xylaria sp. NCY2. (HU et al., 2008).

Pongcharoen et al. (2006), testaram a atividade antimicrobiana de
fungos endofiticos. Apds analises quimicas de culturas de fungos Xylaria sp.
PSU-D14 isolados de folhas de Galcinia dulcis, os autores isolaram e
identificaram dois glicosideos derivativos: xilarosideos A e B. Os autores
descreveram ainda a presenca de dois compostos conhecidos: sordaricina
(HAUSER; SIGG, 1971; MANDER; THOMSON, 2005; WEBER et al., 2005) e
2,3-dihidro-5-hidroxi-2-metil-4H-1-benzopiran-4-ona. (GRAY et al., 1999; DAI et
al., 2006). Os metabdlitos foram identificados por métodos espectroscopicos e
os dados espectroscopicos de 'H e *C RMN foram comparados com os
descritos na literatura. Os compostos isolados foram testados contra Candida
albicans (CA28). A sordaricina demonstrou atividade antifingica moderada
contra Candida Albicans ATCC90028 com um valor de MIC de 32 pg/ml.

Uma série de novos compostos denominados xyloketals foram isolados
de fungos identificados como Xylaria sp (#2508). Wu et al. (2005), identificaram
o metabdlito Xyloketal F que apresentou importante atividade blogueadora de
canais de calcio. Xu et al. (2007) utilizaram métodos espectroscopicos,
principalmente RMN 1D e 2D para identificar os metabdlitos xyloketal J (35),
xyloester A (36) (Figura 8) e xyloallenolideo B isolados do fungo endofitico
Xylaria sp.(#2508). Além destes, foi ainda isolado um substituinte conhecido
como dihidrobenzofurano (LIU et al.; 2006) e o xyloketal B (LIN et al., 2001) ja

previamente identificado.
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Figura 8. Xyloketal J (35) e Xyloester A (36) isolados do fungo endofitico Xylaria sp.(#2508).

Baseado na abundéancia de metabdlitos secundarios encontrados na
familia Xylariaceae, Liu et al. (2008), identificaram e descreveram a atividade
biolégica do composto 7-amino-4-metilcumarina (37) (Figura 9) extraido do
fungo endofitico Xylaria sp YX-28. O fungo foi isolado da tradicional planta
medicinal chinesa Ginkgo biloba L. (Ginkogoaceae). O metabdlito foi
identificado por RMN e espectrofotometria de massa. O composto isolado
demonstrou atividade contra Staphylococcus aureus (MIC, 16 pgml™),
Escherichia coli (MIC, 10 pgml™®), Salmonnela typhia (MIC, 20 pgml™),
Salmonnela typhimurium (MIC, 15pgml™), Salmonella enteriditis (MIC, 8,5
ug'ml™), Aeromonas hydrophila (MIC, 4pg'ml™), Yerisinia sp. (MIC, 12,5 pg'ml™)
Vibrio anguillarum (MIC, 25 pgml™), Shigella sp. (MIC, 6,3 pgml™), Vibrio
parahaemolyticus (MIC, 12,5 pgml™?), Candida albicans (MIC, 15 pgml™),
Penicilium expansum (MIC, 40 pgml™) e Aspergillus niger (MIC, 25 pg'ml™).
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Figura 9. 7-amino-4-metilcumarina extraida do fungo endofitico Xylaria sp YX-28.

No trabalho desenvolvido por Pittayakhajonwut et al. (2005), foram
isolados do fungo Xylaria mellisii (BCC 1005) os seguintes compostos: melisol,

e 1,8-dihidroxinaftol 1-0-a-glucopiranosideo. Os compostos exibiram atividade




bioldgica contra cepas do virus Herpes simples tipo 1 nas concentracdes de
10,50 pg/mL e 8,40 pg/mL, respectivamente.

Shiono et al. (2009) estudaram a atividade biolégica de compostos
produzidos por corpos de frutificagdo do fungo Xylaria polymorpha. O
isolamento levou a elucidacdo estrutural de trés novos diterpendides
glicosideos: acido 16-a-D-mano-piranosiloxisopimar-7-en-19-oico, acido 15-
hidroxi-16-a-D-mano-piranosiloxiso-pimar-7-en-19-oico e acido 16-a-D-glico-
piranosiloxisopimar-7-en-19-oico, 0s quais demonstraram atividades citotéxicas

pela inducéo de apoptose em células cancerigenas humanas (células HL60).

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO
POR ARRANJO DE DIODOS (CLAE-DAD)

As técnicas cromatograficas sdo utilizadas para separar 0s constituintes
de uma mistura de substancias seja para identificacdo ou obtencdo da
substancia pura, sendo empregadas para a investigacdo quimica dos extratos
brutos e caracterizacdo dos metabolitos secundarios de interesse. (STREGE,
1999). As técnicas espectroscopicas sao utilizadas para a identificacdo
estrutural destas moléculas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjos de
diodos (CLAE-DAD) consiste em um importante método de investigacdo de
perfil quimico de metabdlitos de fungos. A associacdo com detectores de diodo
permite a selecdo do melhor comprimento de onda, para cada componente da
amostra. Trata-se de um método simples e rapido que pode ser utilizado para
analise de pequenas quantidades de amostras, permitindo avaliar o
perfilamento de poucas gramas de extratos de culturas ou de amostras
vegetais em curto espaco de tempo (ABREU, 2010). Os limites de deteccao
alcancados na técnica sdo a niveis de pg L™*. O método permite também a
realizacdo de analises comparativas entre extratos submetidos a diferentes
condicbes de cultivo. (SMEDSGAARD; NIELSEN, 2005).

A técnica de CLAE-DAD ¢é amplamente utilizada em analises
guantitativas e qualitativas avaliando o efeito de diferentes solventes organicos



utilizados na extracdo dos compostos. (CARDOZO et al, 2011). A CLAE pode
ser utilizada para a purificacdo dos compostos extraidos de fungos usando
diferentes sistemas de solventes, como metanol e 4gua. (LI et al., 2010).

A técnica baseada em CLAE esta entre os métodos de escolha para a
determinacdo do perfil de metabdlitos secundarios de fungos isolados da
familia Xylariaceae. Ascomycetos como Daldinia, Hypoxylon e Xylaria tem sido
estudados extensivamente através da técnica analitica, pela determinagcédo do
perfil quimico dos componentes majoritarios e minoritarios das amostras. As
analises baseiam-se nos tempos de retencdo caracteristicos e nos espectros
de absorcao no UV (STADLER et al., 2004).

Métodos cromatograficos sdo extremamente Uteis para avaliar a
quimiotaxonomia de fungos. Pigmentos e outros metabdlitos secundarios
podem ser separados de acordo com suas polaridades. A introducdo do
método de extragcdo de metabdlitos em micro-escala, por Smeedgaard em
1997, fez da CLAE-DAD um método efetivo para a caracterizacdo
quimiotaxondmica de um grande numero de fungos. Neste método, poucos
fragmentos das colénias (plugs) séo retirados e extraidos com uma pequena
quantidade de solvente. A quimiotaxonomia (perfilamento de metabdlitos
secundarios) tem se mostrado bastante efetiva na classificacéo e diferenciacao
de fungos pertencentes a Ascomycota. (ANDERSEN et al., 2008).



3. OBJETIVOS:

3.1 GERAL

e Isolar e caracterizar fungos endofiticos de Mikania laevigata

(Asteraceae) e realizar a andlise quimica de seus extratos.

3.2 ESPECIFICOS

e Isolar fungos endofiticos da Mikania laevigata;

e Purificar e preservar os isolados fungicos obtidos;

¢ Identificar os fungos através de técnicas classicas e moleculares;
e Obter os extratos a partir do(s) fungo (s) endofitico(s);

e Analisar os extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia



4. MATERIAIS E METODOS:

4.1 OBTENCAO DE Mikania laevigata

As amostras de Mikania laevigata foram coletadas no Horto Florestal da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), localizada na Rodovia
llhéus/Itabuna, na cidade de Ilhéus (Bahia), em setembro de 2009. Foram
selecionadas trés plantas para a retirada das folhas sadias. De cada planta,
foram coletadas cinco folhas, totalizando uma amostragem de quinze folhas de
Mikania (Figura 10). Apos a coleta, as folhas foram imediatamente conduzidas
ao Laboratorio de Pesquisas em Microbiologia da UESC e submetidas ao

procedimento de isolamento dos fungos endofiticos.



Figura 10. Mikania laevigata



4.2 DESINFECCAO DE MIKANIA LAEVIGATA E ISOLAMENTO DOS
FUNGOS ENDOFITICOS

Antes do isolamento dos fungos endofiticos, as folhas foram
selecionadas e submetidas a um procedimento de desinfestagdo superficial,
seguindo o método padronizado por Maitan (1998), com algumas modificagdes.
O objetivo deste procedimento é eliminar a sujeira e grande parte dos fungos
epifiticos e saprofitos que possam estar presentes na superficie dos tecidos
vegetais. Assim, o material foi lavado abundantemente com agua corrente para
retirar 0 excesso de poeira e de epifiticos. Em seguida, em camara asséptica, o
material foi imerso em alcool a 70% v/v por 1 minuto,e depois mergulhado em
hipoclorito de sédio a 3% m/v por 5 minutos. Apos este procedimento, as folhas
foram lavadas trés vezes com agua destilada estéril, por 1 minuto cada, para
retirar o excesso de hipoclorito (Figura 11A).

ApOs assepsia, foram retirados com auxilio de um bisturi o apice e a
base da cada folha, os quais foram descartados, devido a maior concentracao
de contaminantes nestas regides. Foi utilizada apenas a parte central das
folhas Para o controle da desinfestacéo superficial, as folhas foram carimbadas
em placas contendo o meio BDA (meio de batata, dextrose e Agar)
suplementado com antibiético cloranfenicol (100 ug/mL) e Rosa de Bengala (25
png/mL) para inibir o crescimento bacteriano no isolamento dos fungos. O
carimbo consiste em imprimir nas placas contendo o meio de cultura, as
regides adaxiais e abaxiais da parte central das folhas, apés desinfestacao.

Para o isolamento dos fungos, as laminas foliares foram trituradas em
gral e pistilo contendo 6,0 mL de solugcdo tampao fosfato de sédio a 0,5 M
estéril (Figura 11B). O material extraido desta maceragdo (100 pL) foi
espalhado com alca de Drigalsky nos seguintes meios de cultura: BDA,
Saboraud, ISP-2 (Agar extrato de levedura-extrato de malte) e Agar aveia,
suplementados com cloranfenicol (100 pg/mL) e Rosa de Bengala (25 pg/mL)
(Figura 11C e D). Foram utilizadas cinco placas de cada meio. Durante o
procedimento, foi realizado o controle de contaminagcéo ambiental na cabine de

seguranca bioldgica, onde o material vegetal foi manipulado.



As placas foram transferidas para o Laboratério de Pesquisas em
Microbiologia (LAPEM), na Universidade Estadual de Feira de Santana, onde
foram incubadas em estufa tipo B.O.D a 28°C por quinze dias.

A partir do décimo segundo dia de incubacdo, pequenos fragmentos de
agar contendo micro-organismos (fungos) recém-desenvolvidos foram
transferidos para placas contendo meio BDA, para isolamento e purificacdo das

colbnias.

Figura 11. Isolamento dos fungos endofiticos de Mikania laevigata. A-
Desinfestacdo superficial; B- Obtencao do extrato foliar apés maceracédo das

folhas; C- Transferéncia do extrato para as placas; D- Extrato foliar espalhado.



4.3 PRESERVACAO E ANALISE MORFOLOGICA DOS FUNGOS
ENDOFITICOS

ApOs isolamento, procedeu-se a purificacdo dos fungos através da técnica de
sucessivos repiques. Os isolados fungicos foram armazenados conforme a
metodologia de Castellani (1967). A técnica consiste em transferir pequenos
discos contendo micélio e agar (foram utilizados cinco discos) obtidos das
culturas puras para frascos de vidro contendo agua destilada estéril. Os frascos
também foram previamente esterilizados. Os frascos contendo os micélios
foram armazenados a temperatura ambiente para posterior reativacdo das
amostras.

Para a identificacdo dos fungos através da metodologia classica, as
amostras foram encaminhadas para o LAMIC (Laboratério de Micologia),
UEFS, onde foram observados os aspectos macro e micro-morfolégicos das
estruturas vegetativas e reprodutivas. Para o preparo das laminas, foi
adicionada uma gota de acido latico a lamina, o material fungico foi pescado
delicadamente e espalhado com auxilio de uma agulha, foi colocado laminula e
a amostra foi analisada por microscopia. Os resultados foram comparados com

base em literatura especifica.



4.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFITICOS

4.4.1 Extracdo de DNA e amplificagdo por PCR

Para esta etapa, as amostras foram cultivadas em caldo extrato de malte
durante duas semanas a 28°C ao abrigo da luz para estimular o crescimento
fungico. As amostras foram semeadas em tubos contendo o meio EM (agua,
extrato de malte a 1% e agar). A extracdo do DNA foi realizada de acordo com
metodologia proposta por Doyle & Doyle (1978) com algumas modificacoes.

Os primers ITS5 e ITS4 foram utilizados para as amplificacbes das
regides ITS (internal trascribed spacer) (White et al. 1990). A amplificagédo foi
realizada em um volume de reacdo de 25 puL contendo o0s seguintes
componentes: 100 mM Tris-HCI, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5 uL a 1 pmol
de cada primer, 2,5 unidades de Taq polimerase de DNA, 1M de Betaina e
aproximadamente 1 ng de DNA gendmico.

O programa utilizado no termociclador foi o seguinte: 1 ciclo inicial de
desnaturacdo a 95°C por 1 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 1
minuto (desnaturacdo), anelamento a 60°C por 1 minuto e meio e extensao a
72°C por 2 minutos, além de um ciclo final de extenséo a 72°C por 10 minutos.
Os produtos da reacdo de PCR foram examinados por eletroforese em gel de
agarose a 1% e as concentracOes destes produtos foram estimadas pela
comparacdo da intensidade das bandas com a intensidade das bandas do



marcador low molecular mass DNA (Invitrogen). O programa Kodak 1D 3.6 que
permite a andlise e a fotodocumentacdo de géis foi utilizado para este
procedimento. Os produtos do PCR purificado foram sequenciados no

sequenciador automatizado ABI 3130XL (Applied Biosystems).

4.4.2 Alinhamento, sequenciamento do DNA e analise filogenética

As andlises filogenéticas foram conduzidas usando critérios de maxima
parcimbnia no software PAUP 4.0 (Swofford, 1998). Foi realizada busca
heuristica com 1000 replicacbes de adicdo aleatéria de taxons, algoritmo TBR
com 10 &rvores salvas a cada replicacdo. O suporte foi avaliado através de
bootstrap de caracteres (FELSENSTEIN, 1985), com 1000 pseudoreplicagdes,
adicdo simples de taxons e algoritmo TBR e salvando 10 &arvores por
replicacdo. Os dados gerados foram depositados no Treebase com ID 11520 e

as seqguéncias no Genbank com numeros JN051356 - JN051363.

4.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE FUNGOS ENDOFITICOS

Para cada fungo endofitico isolado foram incubados trés plugs (discos
contendo micélio e Agar) de aproximadamente 0,5 cm de diametro, em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio EM liquido (sem adicdo de
Agar) (Figura 9 A). O experimento foi realizado em duplicata. Como controles
foram utilizados dois frascos contendo somente meio. Os frascos foram
incubados por quatro semanas a 28°C, em estufa tipo B.O.D. sob o abrigo da
luz. Apds o periodo estabelecido, as amostras foram filtradas a vacuo em funil

de Buchner, separadamente, para obter os componentes contidos na massa



micelial e no sobrenadante. Apés esta etapa, o fluido da cultura (sobrenadante)
foi submetido a particédo liquido-liquido com 20 mL de acetato de etila (AcCOEt),
trés vezes, para obtencdo dos extratos em acetato e aquoso, apds a
concentracao utilizando rotaevaporador, 0 mesmo procedimento foi realizado
com metanol para obter o extrato externo em metanol . A massa micelial foi
adicionado 100 mL de metanol, o micélio foi macerado e o extrato metandlico
obtido foi submetido a refluxo por duas horas (Figura 12B), fornecendo o
extrato metandlico do micélio. O micélio também foi sumetido a extracdo com
acetato para obter o extrato bruto do micélio em acetato. Em seguida, o

material foi filtrado em papel de filtro (Whatman n.1) e concentrado (Figura 16).

Figura 12. Obtencdo dos extratos dos fungos endofiticos isolados. A-
Crescimento de um dos fungos isolados neste trabalho em frascos Erlenmeyer;

B- Equipamento de extracdo por refluxo do micélio do fungo.



4.6 ANALISE DOS EXTRATOS POR CLAE-DAD

Os extratos foram analisados e monitorados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE-DAD) em fase reversa, em cromatografo liquido Hitachi
modelo Laechrom Elite, coluna LiCospher 100 RP1g (5um, 150 x 4mm) (Merck)
e uma pré-coluna de 4.6mm x 2mm foi usada para analises das amostras. Os
dados espectrais foram obtidos na faixa de 200 a 400nm durante toda a
corrida. A fase movel foi composta do solvente (A) H,O/H3PO,4 0.1% e do
solvente (B) MeOH. O gradiente do solvente foi composto da mistura de A (75-
0%) e B (25-100%) por 25 minutes. O fluxo utilizado foi de 1.0mL/min e a
temperatura da coluna foi mantida em 30 °C. Para os extratos foi utilizado um

volume de injecdo de 20 pL.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

ApoOs a obtencdo de Mikania laevigata conduziu-se o procedimento de
isolamento dos fungos endofiticos. Esta etapa resultou no isolamento de 40
fungos, entretanto, através da analise morfoldgica foram selecionados 15
fungos endofiticos (FEX1 a FEX15). De acordo com a morfologia da colbnia e
pelos aspectos microscopicos observados foi sugerida que as amostras
analisadas pertenciam a familia Xylariaceae, por comparacdo com dados da
literatura.

A identificacdo baseada apenas em técnicas morfologicas tradicionais
muitas vezes é insuficiente para a caracterizacdo do endofitico. Portanto,
métodos moleculares sdo necessarios para a identificacdo de fungos. Assim,
para a identificacdo molecular foram selecionados isolados que possuiam
diferentes caracteristicas morfolégicas (morfotipos) para o seqienciamento da
regido ITS-rDNA. A identificacdo realizada através do sequenciamento da
regido ITS rDNA somada as andlises feitas no BLASTn do NCBI mostraram
gue estes fungos endofiticos possuem uma maior identidade com os géneros
Nodulisporium, Xylaria, Daldinia e Hypoxylon (PELAEZ et al. 2008). A figura 13
apresenta a arvore filogenética dos fungos endofiticos identificados (FEX1,
FEX2, FEX5, FEX7, FEX8, FEX9, FEX11 e FEX13).

A matriz de ITS confeccionada para a analise filogenética consistiu de 8
sequéncias geradas neste estudo e 41 sequéncias obtidas no Genbank. O
alinhamento do ITS rDNA consistiu de 750 caracteres incluindo os intervalos
com 91 sitios variaveis. De acordo com a topologia da figura 14, a reconstrugcado
filogenética revelou a formagédo de quatro clados onde foram distribuidos os
fungos endofiticos deste estudo. Neurospora crassa M13906 foi usada como
grupo externo por apresentar caracteristicas comuns a familia Xylariaceae.
(PELAEZ et al. 2008).

Assim, através do sequenciamento genético foi possivel identificar
quatro géneros de Xylariaceae. O fungo FEX13 demonstrou possuir uma alta

identidade com a espécie Xylaria luteostromata GU324739 com alto suporte de



bootstrap de 96 %. O fungo FEX7 revelou pertencer as linhagens do género
Daldinia, enquanto os fungos FEX2, FEX8 e FEX11 pertencem as linhagens de
fungos do género Hypoxylon. Os fungos FEX1, FEX5 e FEX9 foram
caracterizados como pertencentes a linhagem de fungos do género
Nodulisporium. (Figura 14). Todos estes clados possuem um alto suporte
estatistico de bootstrap com valores acima de 90 %. Com as demais espécies
(FEX3, FEX4, FEX6, FEX10, FEX12, FEX14 e FEX15) nao foi possivel fazer

qualquer identificacdo. A tabela 1 resume a caracterizacdo dos fungos isolados.
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Figura 14. Algumas amostras cultivadas em placas contendo o meio EM,
utilizadas para a identificagdo molecular. A- Nodulisporium sp (FEX9), B-
Daldinia sp. (FEX7), C- Hypoxylon sp. (FEX11) e D- Xylaria luteostromata
(FEX13).



Tabela 1. Fungos isolados e seqiienciados no estudo

Codigo da Identificacdo molecular
amostra

FEX1 Nodulisporium sp (Espéciel)
FEX2 Hypoxylon sp (Espécie 2)
FEX3 N&o identificado
FEX4 N&o identificado
FEX5 Nodulisporium sp (Espécie3)
FEX6 N&o identificado
FEX7 Daldinia sp.
FEX8 Hypoxylon sp (Espécie 3)
FEX9 Nodulisporium sp (Espécie2)
FEX10 N&o identificado
FEX11 Hypoxylon sp (Espécie 1)
FEX12 N&o identificado
FEX13 Xylaria luteostromata
FEX14 N&o identificado

FEX15

Nao identificado




5.2 ANALISE DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS FUNGOS
ENDOFITICOS POR CLAE-DAD.

5.2.1 Obtencao dos Extratos

A literatura preconiza que fungos endofiticos da familia Xylariaceae
excretam para os meios de crescimento substancias decorrentes do seu
metabolismo secundario. Podemos citar como compostos isolados de extratos
externos de Xylaria sp, os metabdlitos xyloallenoide A e eucalyptene (LIN et al.,
2001) (Figura 15).

o
@ﬁ o ’
\ HpC— C— {

Xyloallenoide A eucalyptene

Figura 15. Alguns compostos isolados do fungo endofitico Xylaria sp.

Alguns estudos destacam a andlise de metabdlitos extraidos do micélio,
a exemplo do trabalho realizado por Shiono et. al. (2009), que resultou no
isolamento de diterpenos glicosidios do extrato metandlico de corpos de
frutificacdo de Xylaria polimorfa. Outros trabalhos pesquisaram metabdlitos a
partir de andlises do filtrado, como observado no estudo realizado por
Pongcharoen et al. (2008), que levou ao isolamento de glicosideos derivativos
do fungo Xylaria sp. PSU-D14. Assim, a extracdo dos metabdlitos secundarios
de fungos endofiticos pode ser realizada tanto na por¢cado micelial quanto no
filtrado da cultura.

Apbs o periodo de incubacdo dos fungos isolados de Mikania laevigata
em meio extrato de malte, notou-se a formacdo de duas fases: uma liquida
(caldo da cultura) e uma sélida (massa micelial). Estas fases foram filtradas
para separar a por¢do liquida da por¢cdo micelial. Cada grupo foi submetido a
extracdo liquido-liquido utilizando acetato de etila e metanol, fornecendo,

respectivamente, 0os extratos em acetato de etila e os extratos em metanol do




caldo de cultura e da massa micelial. A obtencdo dos extratos é descrita na

Figura 16.
Fungo
endofitico
1. Cultivo em EM (30 dias)
2. Filtracédo
Filtrado da Massa
cultura micelial
1. Extracéo 1. Extracédo
2. Filtracéo 2. Filtracédo
3. Concentracéo 3. Concentracéo
Extrato Extrato Extrato Extrato
AcOEt MeOH AcOEt MeOH

Figura 16. Fluxograma demonstrando a obtencdo dos extratos de fungos
endofiticos de Mikania laevigata.

5.2.2 Analise dos Extratos Brutos dos Caldos das Culturas

(metabdlitos externos)



Apbs isolamento e selecdo dos fungos, tanto as amostras identificadas
em nivel molecular (Nodulisporium sp, Hypoxylon sp, Daldinia sp e Xylaria
luteostromata) quanto aquelas que nao foram identificadas (FEX3, FEX4,
FEX6, FEX10, FEX12, FEX14 e FEX15) foram analisadas quanto a presenca
de metabdlitos. As analises dos perfis dos cromatogramas obtidos por CLAE-
DAD foram realizadas através de comparacdo dos extratos de fungos
analisados com 0os mesmos géneros isolados em estudos anteriores.

As condicdes cromatograficas possibilitaram a avaliagdo dos
componentes dos extratos, mantendo um comprimento de absor¢céo a 260 nm.
Os tempos de retencdo das amostras avaliadas nao ultrapassaram vinte e
cinco minutos. A associacdo de detectores por arranjo de diodos a CLAE
permitiram a obtencdo de espectros de absorcdo na regidao do UV para os
picos eluidos nos respectivos cromatogramas durante o tempo de analise.

As figuras 17 a 23 apresentam os cromatogramas obtidos por CLAE-
DAD dos extratos externos em acetato de etila e em metanol dos fungos
endofiticos selecionados. Os respectivos espectros de UV estdo representados
nos anexos A a X.

Quanto a presenca de picos majoritarios notou-se que dois extratos
apresentaram apenas um pico, cinco extratos apresentaram dois picos e
dezessete extratos apresentaram varios picos majoritarios. A tabela 2
apresenta de forma resumida estes resultados.

Tabela 2. Analise por CLAE-DAD dos picos eluidos nos cromatogramas

dos extratos externos dos fungos isolados.



Quanto ao

numero de Figura Cromatograma Fungo Solvente
picos
majoritarios
0
18 C FEX4 AcOEt
1 14 E Nodulisporium  AcOEt
sp.
(espécie 3)
19 E FEX14 AcOEt
2 14 C Nodulisporium  AcOEt
sp.
(espécie 2)
15 B Hypoxylon sp. MeOH
(espécie 1)
18 A FEXS3 AcOEt
19 AeC FEX10 e 12 AcOEt
Vérios AeB Nodulisporium  AcOEt e
sp. MeOH
14 (espécie 1)
D Nodulisporium  MeOH
sp.
(espécie 2)
AeB Hypoxylon sp. AcOEte
15 (espécie 1) MeOH
C Hypoxylon sp. MeOH
(espécie 2)
16 AeB Daldinia sp. AcOEt e
MeOH
Varios 17 AeB Xylaria AcOEt e
luteostromata MeOH
BeD FEX3 e 4 MeOH
18 E FEX6 AcOEt
19 BeD FEX10 el2 MeOH
20 AeB FEX15 AcOEt e
MeOH

Extratos em acetato de etila Extratos em metanol
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Figura 17. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol da parte externa dos fungos endofiticos Nodulisporium

sp. (espécies 1-3).
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Figura 18. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol da parte externa dos fungos endofiticos Hypoxylon sp.

(espécie 1 e 2).
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Figura 19. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol da parte externa dos fungos endofiticos Daldinia sp.

Extratos em acetato de etila Extratos em metanol

—— DAD-260 nm

100
1 A (Xylaria luteostromata)

—— DAD-260 nm

B (Xylaria luteostromata)

5 mau
: L

5 mau 3

Figura 20. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol da parte externa dos fungos endofiticos Xylaria
luteostromata.
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Figura 21. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato

de etila e em metanol dos extratos externos dos fungos endofiticos
classificados como FEX3, FEX4 e FEX6.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol dos extratos externos dos fungos endofiticos
classificados como FEX10, FEX12 e FEX14
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Figura 23. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato

de etila e em metanol dos extratos externos dos fungos endofiticos
classificados como FEX15

Os fungos do género Nodulisporium sé&o reconhecidos como importantes

fontes de metabdlitos secundarios bioativos. Tetralois, diidroisocumarinas e



cromonas estdo entre 0s compostos naturais extraidos deste género
(KAMISUKI et al., 2007).

Os compostos presentes nos extratos externos dos fungos identificados
como Nodulisporium sp. foram avaliados de acordo com 0s cromatogramas e
0os espectros de absorcdo no UV, que foram impressos e comparados
visualmente. As analises apontaram diferengas no que diz respeito a producao
de metabdlitos secundarios. Os resultados demonstraram que alguns
compostos obtidos diferiram dos demais géneros avaliados do ponto de vista
quimico, de acordo com os tempos de retencdo e 0s espectros de UV
apresentados.

A andlise dos extratos externos em acetato de etila (cromatogramas A, C
e E) demonstrou que as amostras do género Nodulisporium estudadas
apresentaram perfis quimicos distintos com 0s seguintes picos majoritarios:
espécie 1 (pico 3, tr 17,45 min), espécie 2 (pico 19, tg 16,35 min) e espécie 3
(pico 31, tg 12,1 min). Quanto aos espectros de UV, o0s picos 2-3
(Nodulisporium espécie 1) e 19-20 (Nodulisporium espécie 2) sugerem ter o
mesmo perfil de croméforos (236 e 292 nm).

Na andlise do extrato externo em metanol observou-se um maior nimero
de picos eluidos no cromatograma em relacdo ao extrato em acetato. Foram
detectados 9 picos na espécie 1 e 8 picos ha espécie 2. A utilizacdo do metanol
proporcionou ainda o aparecimento de picos em tempos de retencdo entre 6 e
8 minutos. As analises espectroscopicas dos picos eluidos nos cromatogramas
B e D demonstraram certa similaridade quanto aos tempos de retencéo (tg)
obtidos. Os resultados sugerem que os picos 10 e 12 pertencem ao mesmo
grupo funcional pelos espectros de UV apresentados. Os resultados
encontrados entre os picos 6 e 23, também sugerem similaridade quimica Esta
analise comparativa ndo pode ser realizada na espécie 3 de Nodulisporium
porque foi avaliado apenas o extrato em acetato de etila (Figura 17).

As analises cromatograficas dos extratos em acetato de etila das
amostras de Hypoxylon (Figura 18) apontaram semelhancas no que diz
respeito & producdo de metabdlitos secundarios quando os extratos foram
submetidos a extragdo com acetato de etila (Cromatogramas A e C). Os

compostos detectados na espécie 1 eluiram em tempos de retencédo de 12,94,



16,37 e 17,51 min, enquanto que aqueles detectados na espécie 2 apareceram
nos tempos de 11,71, 15,21 e 15,64 min.

As analises espectroscépicas dos extratos metandlicos revelaram, entre
outros compostos, a presenca dos picos 4 e 6 como componentes majoritarios
(cromatograma B) com tempos de retencdo de 7,78 e 15,73 min
respectivamente. Segundo dados da literatura, algumas espécies de Hypoxylon
produzem isocumarinas (WHALLEY & EDWARDS, 1995). Entretanto, nédo
foram detectados espectros de UV compativeis com estas substancias nos
extratos de Hypoxylon analisados neste trabalho. Métodos espectrofotome-
tricos serdo necessarios para a identificacdo destes compostos.

Os extratos obtidos de fungos do género Hypoxylon apresentaram
menor rendimento, no que diz respeito a producéo de metabdlitos secundarios
tanto na extracdo com acetato de etila quanto com metanol, quando
comparados aos perfis apontados nas espécies de Nodulisporium avaliadas
neste estudo. Nao foram realizadas analises dos extratos externos em metanol
do fungo Hypoxylon (espécie 2), bem como do Hypoxylon (espécie 3) devido a
qguantidade insuficiente de amostras.

O perfil cromatografico do extrato externo do fungo Daldinia sp. isolado é
demonstrado na figura 19, que aponta a presenca maior de compostos no
extrato em metanol quando comparado com o extrato em acetato de etila.

Um pico majoritario (2) (tr 12,89 min) e dois picos minoritarios em 9,36
min (1) e 14,6 min (3) foram detectados no extrato em acetato. O extrato em
metanol apresentou varios compostos, sendo dois majoritarios, (picos 9 e 12),
que apresentaram tempos de retencdo de 15,55 min e 21,93 minutos,
respectivamente. Os picos 10 e 11 sdo quimicamente semelhantes de acordo
como o perfil de UV apresentado, com absor¢cao em 230, 300 e 320 nm.

A diversidade de picos apresentados no cromatograma B (extrato em
metanol) esta de acordo com os dados da literatura, que apontam ascomycetos
do género Daldinia como importantes fontes produtoras de metabdlitos
secundarios (QUANG et al, 2002). Espécies de Daldinia sp. apresentam, entre
outros compostos, terpendides e em muitas culturas, derivados de naftalenos
foram isolados como metabdlitos secundéarios (STADLER et al.,, 2001). De
acordo com os resultados apresentados, o pico 12 (cromatograma B)

apresentou elevada similaridade com o metabdlito 8-metoxi-1-naftol detectado



em amostras de Daldinia sp. (STADLER et al., 2001a), sugerindo que este
composto pode estar presente na amostra avaliada pelo espectro de UV
apresentado.

As andlises por CLAE-DAD dos extratos do fungo endofitico Xylaria
luteostromata (Figura 20) revelaram que, assim como outras espécies do
género Xylaria, esta também se destaca como uma importante fonte produtora
de metabdlitos secundarios. O extrato em acetato de etila (cromatograma A)
revelou a presenca dos picos 1-4, cujos tempos de retencédo foram de 5,71,
11,48, 16,64 e 18,97 min, respectivamente. Com relacdo aos espectros de UV,
0 composto 3 se destaca apresentando absor¢des em 220, 240 e 280 nm.

O extrato em metanol (cromatograma B) permitiu a detecgcdo de um
maior numero de metabolitos. O pico 5 (tr 7,58 min) apresenta perfil de UV
semelhante aqueles encontrados nos extratos metandlicos de Nodulisporium
(picos 6 e 23, figura 17) sugerindo que estes fungos apresentam metabolitos
em comum. O composto 8 detectado (cromatograma B) apresenta similaridade
com o acido orselinico detectado em amostras de Hypoxylon moravicum.
(STADLER et al., 2006a), pelo espectro de absorcdo apresentado, sugerindo a
presenca do composto no extrato de Xylaria luteostromata avaliado. O pico 10
provavelmente é também um derivado do acido orsellinico por apresentar
mesmo cromoforo, entretanto, deve apresentar uma parte lipofilica (substituinte
do grupo metila com cadeia carbbnica maior) fazendo com que o tempo de
retencdo seja maior.

A literatura cita que extratos obtidos a partir de culturas de Xylaria séo
ricos em compostos fendlicos e flavonoides (LIU et al., 2007). Terpendides
(DEYRUP et al., 2007), xyloketals (LIN et al., 2001), xantonas (HEALY et al.,
2004), citocalasinas (ESPADA et al., 1997) entre outros, também s&o
encontrados. As analises dos extratos de Xylaria luteostromata avaliados
descartam a presenca de flavondides pelos espectros de UV apresentados.

Os fungos que nao foram identificados em nivel molecular (FEX3, FEX4,
FEX6, FEX10, FEX12, FEX14 e FEX15), também foram avaliados por CLAE-
DAD, pelos seus indices de retengcdo e espectros de absor¢do na regido do
UV. Os cromatogramas dos extratos em acetato de etila e em metanol dos
fungos FEX3, FEX4 e FEX6 estdo demonstrados na figura 21.



Na analise do perfil cromatografico dos extratos em acetato de etila das
amostras FEX3 (cromatograma A) podemos destacar os picos 3 e 4 como
componentes majoritarios, apresentando fortes cromoforos, com tempos de
retencdo de 18,58 e 19,71 min, respectivamente. Ja nos extratos em metanol
foi detectado um maior nimero de picos eluidos entre 18 e 20 min. Os picos 9-
12 destacaram-se como componentes majoritarios, apresentando tempos de
retengdo de 17,50, 18,25, 18,52 e 19,21 min, respectivamente. Foram
detectados ainda quatro picos minoritarios com tempos de retencao iniciando
em 7,74 min (pico 5).

Os picos majoritarios dos extratos em acetato de etila (pico 4) e em
metanol (pico 12) do fungo FEX3 mostraram tempos de retengédo e espectros
de UV semelhantes, o que indica que os compostos podem ser do mesmo
grupo quimico.

O extrato em acetato de etila da amostra FEX4 nao produziu
guantidades detectaveis de metabdlitos, enquanto o extrato em metanol
forneceu quatro metabdlitos majoritarios que apresentaram 0s seguintes
tempos de retenc¢ao: 3,59 min (1), 9,07 min (2), 10,74 min (3) e 17,38 min (4).

Os perfis dos compostos obtidos pela analise por CLAE-DAD, a partir do
extrato em acetato de etila da amostra FEX6 destacam os metabdlitos 1 e 2
como picos majoritarios com tempos de retencéo de 16,35 e 17,41 min.

O perfil cromatografico do extrato em acetato de etila da amostra FEX10
(Figura 22) destaca 2 picos como majoritarios com os tempos de retencdo de
16,22 e 17,41 min, respectivamente, apresentando similaridade com o espectro
da amostra FEX6.

A analise do extrato em metanol da amostra FEX10 forneceu os
seguintes compostos como componentes majoritarios 7 a 10, apresentando
tempos de retengcdo de 17,00, 17,80, 18,42 e 19,41 min, respectivamente
(cromatograma B), sendo os espectros dos picos 7 e 9 semelhantes ao pico 11
encontrado na amostra de Nodulisporium (figura 17, cromatograma B).

As analises dos extratos em acetato de etila da amostra FEX12,
apontaram 2 picos majoritarios com tempos de retencéo de 16,32 e 17,47 min.
Devido a intensidade dos picos, deve-se considerar que o0s metabdlitos

presentes apresentam cromoéforos intensos em 220, 240, 260 e 290 nm.



O perfil espectrofotométrico dos extratos em metanol das amostras
FEX12 (cromatograma B) destaca os picos 6, 7 e 8 como componentes
majoritarios, com tempos de retencdo de 17,51, 18,52 e 18,86 min,
respectivamente. De acordo com os dados de UV, os picos 6 e 8 assemelham-
se ao pico 28 detectado na amostra de Nodulisporium (Figura 17,
cromatograma D).

Apenas 1 pico majoritario foi detectado apds andlise do extrato em
acetato do fungo FEX14 que apresentou tempo de retencdo de 17,94 min. O
extrato em metanol n&o foi avaliado por CLAE-DAD.

As andlises das amostras FEX15 forneceram varios metabolitos
majoritarios. O extrato em acetato forneceu 7 picos com tempos de retencéo
que variaram entre 10,23 e 18,38 min. O extrato em metanol forneceu um
namero maior de picos, sendo que os picos 9 e 11 apresentam perfis
semelhantes de metabdlitos secundarios, pois apresentam dados de UV
similares nas condic¢fes testadas.

5.2.3 Anélise dos Extratos Brutos dos Micélios

Os extratos obtidos dos micélios dos fungos isolados foram submetidos
ao mesmo tratamento dado as amostras extraidas do extrato externo, ou seja,
a extragdo com acetato de etila e com metanol.Um fator importante observado
nas amostras dos micélios extraidas com metanol é o aparecimento de picos
em tempos de retencao inferiores a 3 minutos, quando comparados a extracao
com acetato que em média apresentou tempos de retencédo acima de 8 minutos
para a maioria das amostras.

As figuras 24 a 30 apresentam os cromatogramas obtidos por CLAE-
DAD dos extratos micelares em acetato de etila e em metanol dos fungos
endofiticos selecionados. Os respectivos espectros de UV estdo representados
nos anexos Z a Ax. A tabela 3 apresenta um resumo da quantidade de picos
encontrados em cada extrato de fungo.



Tabela 3. Analise por CLAE-DAD dos picos eluidos nos cromatogramas

dos extratos micelares dos fungos isolados

Quanto ao
numero de Figura Cromatograma Fungo Solvente
picos
majoritarios
0
23 B Daldinia MeOH
1
21 E Nodulisporium  AcOEt
sp.
(espécie 3)
2
21 C Nodulisporium  AcOEt
sp.
(espécie 2)
22 D Hypoxylon sp.  MeOH
(espécie 2)
25 AeE FEX3e6 AcOEt
26 AeC FEX10 e 12 AcOEt
Varios
AeB Noduliporium  AcOEt e
sp. MeOH
(espécie 1)
21 D Noduliporium
Ssp. MeOH
(espécie 2)
F Noduliporium
sp.
(espécie 3)
AeB Hypoxylon sp. AcOEte
(espécie 1) MeOH
C Hypoxylonsp  AcOEt
22 (espécie 2)
EeF Hypoxylon sp. AcOEte
(espécie 3) MeOH
23 A Daldinia sp. AcOEt
24 AeB Xylaria AcOEt e
luteostromata  MeOH
25 BeF FEX3 e 6 MeOH
26 B,DeF FEX10, 12 e MeOH

14
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Figura 24. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato

de etila e em metanol do micélio dos fungos endofiticos Nodulisporium sp.

(espécies 1-3).
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Figura 25. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato

de etila e em metanol do micélio dos fungos endofiticos Hypoxylon sp.
(espécies 1-3).
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Figura 26. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol do micélio dos fungos endofiticos Daldinia sp
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Figura 27. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol do micélio dos fungos endofiticos Xylaria luteostromata
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Figura 28. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato de
etila e em metanol dos micélios dos fungos endofiticos classificados como

FEXS, FEX4 e FEX6
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Figura 29. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato

de etila e em metanol dos micélios dos fungos endofiticos classificados como
FEX10, FEX12 e FEX14.
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Figura 30. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato
de etila e em metanol dos micélios dos fungos endofiticos classificados como

FEX15



As culturas de Nodulisporium sp foram estudadas por comparacdo em
relagéo a producdo de metabdlitos secundarios quando os solventes acetato de
etila e metanol foram utilizados para a extracdo. Os perfis cromatogréficos
estéo representados na figura 24. O cromatograma A demonstra as analises da
espécie 1 em acetato de etila, onde trés picos foram detectados. Estes picos
apresentaram tempos de retencdo de 17,69 (1), 18,68 (2) e 20,16 min (3),
respectivamente, sendo 2 o componente majoritario que apresentou maior
intensidade de pico. O pico (3) apresenta 0 mesmo espectro de UV encontrado
no pico 9 no extrato externo de Nodulisporium (Figura 17).

O extrato em metanol (cromatograma B) resultou na deteccdo de 2 picos
majoritarios com tempos de retencdo de 8,04 (4) e 19,68 min (5). Os picos
reaparecem nos extratos externos (Figura 17, pico 6 e 23), sugerindo a
presenca de metabdlitos comuns em ambos 0s extratos.

Entre os nove compostos detectados na espécie 2 apds extracdo com
acetato de etila, 2 componentes majoritarios exibiram tempos de retencdo entre
18,01 e 19,03 min (picos 10 e 11, respectivamente). Estes compostos
apresentaram semelhantes perfis de UV. Na analise do extrato em metanol, 2
compostos se destacaram: pico 15 com tempo de retencdo de 11,38 min e o
pico 16 com tempo de retencdo de 18,55 min. Os espectros apresentados
sugerem que 0s metabolitos apresentam caracteristicas em comum com
agueles encontrados no extrato em acetato de etila.

Na espécie 3 foi detectado apenas um composto majoritario (17)
apresentando forte cromoforo no extrato em acetato. O tempo de retencdo
deste composto foi de 13,94 min. O extrato em metanol forneceu também um
pico majoritario (18) cujo tempo de retencao foi de 14,6 min.

Os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos em acetato de
etila e metanol dos micélios dos fungos Hypoxylon sp estdo demonstrados na
figura 25. Os resultados encontrados nas amostras de Hypoxylon avaliadas
neste estudo apontam a presenca de dois compostos majoritarios na espécie 1
(cromatograma A). Os dados espectrais revelaram 0s seguintes resultados:
pico 1 com tempo de retencéo de 15,05 min e pico 2 com tempo de retencdo
de 20,14 min. Trés compostos foram detectados nesta mesma espécie no
extrato com metanol (cromatograma B), pico 3 com tempo de retencéo de 3,72

min, pico 4 com tempo de retencdo de 3,99 min e pico 5 com tempo de



retencdo de 7,96 min, o qual & também semelhante ao composto 6 de
Nodulisporium (Figura 17) . De acordo com dados da literatura, a maioria dos
compostos isolados de amostras de Hypoxylon sp. apresentam tempos de
retencdo acima de 6 minutos (STADLER et al.,, 2008), contrariando os
resultados encontrados no presente estudo.

ApoOs analises da espécie 2 de fungos do género Hypoxylon, o composto
6 foi detectado com tempo de retencdo de 19,77 min na amostra extraida com
acetato e os picos 7 e 8 eluiram nos tempos 3,74 min e 8,05 min,
respectivamente. A inspec¢ao visual dos cromatogramas A e B da espécie 3 de
Hypoxylon revelaram trés componentes no extrato em acetato (picos 9, 10 e
11) e 3 componentes no extrato em metanol (picos 12,13 e 14). O pico 14
parece ser o0 mesmo encontrado no pico 6 de Nodulisporium (Figura 17) pelos
dados de absorcdo no UV (260 nm). Este dado se repete em alguns extratos,
sugerindo que o composto pode ser considerado um marcado quimico nos
géneros estudados.

Os cromatogramas dos fungos do género Daldinia estdo demonstrados
na figura 26. Analises dos micélios das culturas revelaram a presenca de dois
componentes majoritarios no extrato em acetato de etila, apresentando tempos
de retencéo entre 22 e 25 minutos. Assim como detectado no extrato externo,
0s picos (1 e 2) detectados apresentaram elevada similaridade aos metabdlitos
8-metoxi-1-naftol e BNT (binaftaleno) detectados em amostras de Daldinia spp.
(STADLER et al., 2001a), sugerindo que estes compostos podem estar
presentes na amostra avaliada pelos espectros de absorcdo apresentados.Em
trabalho realizado por Stadler et al. (2004) o metabdlito BNT (binaftaleno) foi
detectado como componente majoritario em amostras de Phylacia, Pulveria,
Rophalostroma e Thamnomyces analisadas. Trata-se de um derivado
naftaleno, composto largamente distribuido na familia xylariaceae, apesar de
nao estar presente em todos os géneros.

A porcdo micelial do fungo também néo produziu quantidades
detectaveis de metabolitos quando o solvente metanol foi utilizado para a
extracdo dos compostos.

Foi observada baixa quantidade de picos nas analises por CLAE-DAD
dos micélios dos fungos Xylaria lutestromata, independente do solvente

utilizado (Figura 27). Os componentes detectados nos extratos em acetato de



etila apresentaram as mesmas caracteristicas gerais das amostras de
Nodulisporium, Hypoxylon e Daldinia avaliadas neste estudo no que diz
respeito aos componentes encontrados no micélio. Os cromatogramas
apresentaram picos com 0s seguintes tempos de retencdo: 17,47 min (1),
17,96 min (2), 20,3 min (3), 3,75 min (4) e 9,72 min (5).

Os perfis cromatogréaficos dos extratos em acetato de etila e em metanol
dos fungos FEX3, FEX4 e FEX6 estdo demonstrados na figura 28. As andlises
espectroscopicas dos extratos em acetato da amostra FEX3 apontam 2
metabdlitos com tempos de retencéo de 18,19 (1)e 19,18 (2) cada. A analise do
extrato em metanol forneceu picos a partir de 3,65 min (3), seguido de picos
em 3,89 min (4), 7,83 min (5) e 18, 49 min (6).

O extrato do micélio da amostra FEX4 nado produziu quantidades
detectaveis de metabdlitos, independente do solvente utilizado.

Apos andlises de extratos da espécie FEX6, foram detectados quatro
picos nos extratos em acetato de etila e sete picos nos extratos em metanol.
Os picos (2) e (3) apresentados no cromatograma A e os picos (5) e (10)
apresentados no cromatograma B foram apontados como metabdlitos
majoritarios para estas amostras.

A amostra FEX10 exibiu um perfil cromatografico semelhante as
amostras FEX6 e FEX12, no entanto, apresentou um menor numero de
compostos apos extracdo com o0s solventes utilizados. A amostra FEX12 foi
considerada uma importante fonte de metabdlitos de fungos, apresentando
cinco metabdlitos apdés extracdo com acetato e nove compostos apds a
extracdo com metanol. Na amostra FEX14 somente foram detectados
metabdlitos nos extratos metanolicos, apresentando dois picos majoritarios:
picos (1) e (2) com tempos de retencdo de 4,54 min e 7,70min,
respectivamente. No extrato em acetato da amostra FEX14 (Figura 26) e nos
demais extratos da amostra FEX15 nao foram detectados picos relevantes
(Figuras 30).



6. CONCLUSAO

Este trabalho contribuiu para o conhecimento cientifico dos fungos
endofiticos presentes em uma espécie Mikania laevigata. A andlise das folhas
desta espécie vegetal possibilitou o isolamento de 40 fungos, dos quais 15
foram selecionados pelas caracteristicas morfolégicas.

Através do sequenciamento da regiao ITS-rDNA foi possivel identificar 8
fungos da familia Xylariaceae, sendo eles: 3 cepas de Nodulisporium sp, 3 de
Hypoxylon sp., 1 Daldinia sp. e uma espécie identificada como Xylaria
luteostromata. N&o foi possivel identificar em nivel molecular as demais
amostras submetidas ao sequienciamento.

A andlise por CLAE-DAD em fase reversa na faixa de deteccdo em 260
nm permitiu tracar o perfil quimico dos extratos em acetato de etila e em
metanol destes fungos através dos tempos de retencéo e dos espectros de UV
dos respectivos picos. Esta andlise forneceu informacfes sobre os metabdlitos
extraidos dos micélios e das culturas dos fungos da familia Xylariaceae
isolados no experimento. De maneira geral, foi verificado um maior nimero de
metabdlitos nos extratos externos em comparacdo com os miceélios, de acordo
com o0 numero de picos apresentados. Entre as amostras analisadas,
destacaram-se os extratos dos fungos Nodulisporium sp. A comparagéo entre
0s extratos em acetato de etila e metanol de cada fungo analisado demonstrou
gue os extratos metandlicos forneceram um maior nimero de metabdlitos na
maioria dos extratos testados.

De acordo com os perfis de UV avaliados, sugere-se que entre outros
compostos, o acido orselinico, o 8-metoxi-1-naftol e o binaftaleno (BNT)
estejam presentes em alguns extratos avaliados.

Para a determinacdo estrutural dos metabdlitos de interesse sera
necessario a producao e caracterizacdo por outras técnicas espectroscopicas

como a Ressonancia magneética nuclear e CLAE-EM.
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ANEXOS

ANEXO A - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A dos
extratos em acetato de etila da parte externa dos fungos endofiticos

Nodulisporium sp. (Espécie 1)
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ANEXO B - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B dos

extratos em metanol da parte externa dos fungos endofiticos Nodulisporium sp.

(Espécie 1)
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ANEXO C - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma C dos
extratos em acetato de etila da parte externa dos fungos endofiticos

Nodulisporium sp. (Espécie 2)
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ANEXO D - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma D dos
extratos em metanol da parte externa dos fungos endofiticos Nodulisporium sp

(Espécie 2)
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ANEXO E - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma E dos
extratos em acetato de etila da parte externa dos fungos endofiticos

Nodulisporium sp. (Espécie 3)
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ANEXO F - Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas A dos
extratos em acetato de etila da parte externa dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 1)
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ANEXO G - Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas B dos
extratos em metanol da parte externa dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 1)
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ANEXO H - Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas C dos
extratos em acetato de etila da parte externa dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 2)
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ANEXO | - Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas A dos
extratos em acetato de etila da parte externa dos fungos endofiticos
Daldinia sp.
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ANEXO J - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B do extrato

em metanol da parte externa dos fungos endofiticos
Daldinia sp.
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ANEXO K - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A do extrato
em acetato de etila da parte externa dos fungos endofiticos
Xylaria luteostromata.
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ANEXO L - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B do extrato
em metanol da parte externa dos fungos endofiticos
Xylaria luteostromata.
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ANEXO M - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A do extrato
em acetato de etila da parte externa do fungo endofitico
FEX3.
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ANEXO N - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B do extrato
em metanol da parte externa do fungo endofitico
FEX3.
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ANEXO O - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma D do extrato
em metanol do meio externo do fungo endofitico
FEXA4.
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ANEXO P - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma E do extrato
em acetato de etila do meio externo do fungo endofitico
FEX6.
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ANEXO Q - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A do extrato
em acetato de etila do meio externo do fungo endofitico
FEX10.
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ANEXO R - Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B do extrato
em metanol da parte externa do fungo endofitico
FEX10.
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Anexo S: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma C do extrato
em acetato de etila da parte externa do fungo endofitico
FEX12.
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Anexo T: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma D do extrato
em metanol do fungo endofitico
FEX12.
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Anexo U: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma E do extrato
em acetato de etila do fungo endofitico
FEX14.
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Anexo V: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A do extrato
em acetato de etila da parte externa do fungo endofitico
FEX15.
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Anexo X: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B do extrato
em metanol do fungo endofitico
FEX15.
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Anexo Z: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A dos extratos
em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos
Nodulisporium sp. (Espécie 1)
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Anexo Aa: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B dos
extratos em metanol do micélio dos fungos endofiticos
Nodulisporium sp. (Espécie 1)
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Anexo Ab: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma C dos
extratos em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos
Nodulisporium sp. (Espécie 2)

200 - 200

2= 3z 34 =

Pico 6 (tr. 16,07 min)
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Pico 8 (tr 17,46 min)
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Pico 10 (tR;_18,01 min)

30 330 B0

Pico 11 (tz: 19,03 min)

300 320 Z40

Pico 12 (tg. 19,68 min)
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Pico 13 (tg. 20,59 min)

-

Pico 14 (tz 21,35 min)




Anexo Ac: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma D dos
extratos em metanol do micélio dos fungos endofiticos

Nodulisporium sp. (Espécie 2)

2= 30 34 3=

Pico 15 (tr: 11,38 min)

=0 o 30 3 = 280 B0

Pico 16 (tr. 18,55 min)



Anexo Ad: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma E dos
extratos em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos

Nodulisporium sp. (Espécie 3)

Pico 17 (tr: 13,94 min)



Anexo Ae: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma F dos
extratos em metanol do micélio dos fungos endofiticos

Nodulisporium sp. (Espécie 3)

z=0 Fa0 3o z 34 za0 =0

Pico 18 (tr. 14,60 min)



Anexo Af: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas A dos
extratos em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 1)

20 - 300
200 + 200

Pico 1 (tr 15,05 min)

00 0
200 |- 200
o - 200

Pico 2 (tr. 20,14 min)



Anexo Ag: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas B dos
extratos em metanol do micélio dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 1)

Pico 3 (tr 3,72 min)
Pico 4 (tR;_3,99 min)

Pico 5 (tgr: 7,96 min)



Anexo Ah: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas C dos
extratos em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 2)

Pico 6 (tg: 19,77 min)



Anexo Ai: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas D dos
extratos em metanol do micélio dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 2)

Pico 7 (tr: 3,74 min)




Anexo Aj: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas E dos

extratos em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 3)

==0 EEC S0 220 =10

Pico 9 (tr. 18,31 min)

2=o 2EC = =20 == =20 =0

Pico 10 (tr. 19,35 min)

= =0 30 330 == 3E0 =l

Pico 11 (tr. 23,69 min)




Anexo Ak: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas F dos
extratos em metanol do micélio dos fungos endofiticos
Hypoxylon sp. (Espécie 3)

Pico 12 (t 3,59 min)
Pico 13 (tg: 3,85 min)

Pico 14 (tg. 7,74 min)



Anexo Al: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas A dos
extratos em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos
Daldinia sp.

== 240 2= 2= 200 zE0 2410 = =0 =20 =220 T

Pico 1 (tr: 52,02 min)

f=== 240 =0 =0 = e = 2410 =i =0 =200 =220

Pico 2 (tr: 2_2,21 min)



Anexo Am: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas A dos
extratos em acetato de etila do micélio dos fungos endofiticos
Xylaria luteostromata.

220 20 = = == 2o 20 ==c e o -

Pico 1 (tg. 17,47 min)

Ao =0 =0 =l =20 za0 - == oo o -

Pico 2 (tr: 17,96 min)

f=—== 240 =0 E=o =) ===—e 240 = =0 =200 = Eer

Pico 3 (tr: 20,30 min)



Anexo An: Espectros de UV dos picos eluidos nos cromatogramas B dos
extratos em metanol do micélio dos fungos endofiticos
Xylaria luteostromata.

Pico 4 (tR;_é,75 min)

Pico 5 (tr 9,72 min)



Anexo Ao: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A do extrato
em acetato de etila do micélio do fungo endofitico
FEXS

f—e F=rTe == E =

Pico 1 (tR;_i8,19 min)

== =40 250 20 200 =20 = ==c 200 = rr

Pico 2 (tr: i_9,18 min)



Anexo Ap: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B do extrato
em metanol do micélio do fungo endofitico
FEXS

Pico 3 (tr. 3,65 min)
Pico 4 (tR:_3,89 min)
Pico 5 (tR;7%,83 min)

Pico 6 (tz 18,49 min)



Anexo AQ: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma E do extrato
em acetato de etila do micélio do fungo endofitico
FEX6.

zzc [ z=c z=c scc =: = =: = acc === D)

Pico 1 (tg. 18,35 min)

zEc B B 2= SCC: 3=c - = s

Pico 2 (tR;_:_L8,67 min)
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Pico 3 (tr: 19,68 min)
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Pico 4 (tR;il,Og min)



Anexo Ar: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma F do extrato
em metanol do micélio do fungo endofitico
FEX6.

Pico 5 (tr: 3,69 min)
Pico 6 (tr. 3,92 min)
Pico 7 (tr: 4_,57 min)
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Pico 10 (tr: 8,0 min)
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Anexo As: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma A do extrato
em acetato de etila do micélio do fungo endofitico

FEX10.
Pico 1 (tr: 17,94 min)

Pico 2 (tg. 18,94 min)



Anexo At: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma B do extrato
em metanol do micélio do fungo endofitico
FEX10.

Pico 3 (tr: 3,69 min)

Pico 4 (tgr: 7,98 min)




Anexo Au: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma C do extrato
em acetato de etila do micélio do fungo endofitico
FEX12.

Pico 1 (tg. 15,69 min)
Pico 2 (tg. 16,52 min)

Pico 3 (tg: 17,07 min)
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Anexo Av: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma D do extrato
em metanol do micélio do fungo endofitico
FEX12.

Pico 6 (tr: 3,62 min)
Pico 7 (tr: 3,86 min)

Pico 8 (tr. 4_,27 min)
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Pico 9 (tr 4,61 min)

30 == =
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=00

Pico 11 (tR:_13,39 min)




Pico 12 (tg: 15,60 min)
Pico 13 (tr: 18,48 min)
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Pico 14 (tr- 19,46 min)



Anexo Ax: Espectros de UV dos picos eluidos no cromatograma F do extrato
em metanol do micélio do fungo endofitico

FEX14.
Pico 1 (tgr: 4,54 min)

Pico 2 (tr: 7,70 min)
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