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RESUMO

Fungos do género Pestalotiopsis podem ser encontrados como parasitas ou endéfitos, sendo
bastante disseminados aos diversos habitats. A bioprospecgdo de Pestalotiopsis spp. tém
demonstrado o potencial deste género na obtencdo de compostos bioativos como
anticancerigenos e antimicrobianos, isso por conta da diversidade de metabolitos secundarios
que sdo capazes de produzir. No trabalho ampliou-se o conhecimento a cerca da gendmica,
protedmica e metaboldmica de linhagens de Pestalotiopsis isolados de ambientes Amazoénicos.
Foram reativadas 33 linhagens do género Pestalotiopsis da Cole¢do do LaBMicra da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM. Foram avaliadas com relacdo a sua diversidade
morfologica (estrutura de conidios), genética (Itsl e Its2/AFLP), proteica (SDS-PAGE) e seus
metabdlitos secundarios foram avaliados através do perfil quimico obtido por espectrometria de
massas (APCI-MS). Os metabolitos secundérios foram ensaiados frente a células tumorais
SKMEL-19, CAL-27, ACP02 e frente a cepa de C. albicans CFAM — 1342, associando 0s
resultados ao perfil metaboldmico. A linhagem mais promissora foi submetida a mutagénese por
inducdo de luz ultravioleta (UVC). As 33 linhagens de Pestalotiopsis spp. foram isoladas de
nove géneros vegetais como Euterpe sp., Gustavia spp., Myrcia sp. Duguetia sp., Rollinia sp.,
Arrabidaea sp. Victoria sp., e Pinus sp., além de associadas a Basidiomycetes. As espécies mais
representativas foram P. mangiferae, P. microspora e P. clavispora, com oito, sete e seis
linhagens respectivamente. Os extratos das linhagens ndo apresentaram resultado promissor
contra nenhuma das células tumorais e nove extratos apresentaram atividade frente a C. albicans.
O perfil quimico avaliado ao longo de 60 dias demonstrou que a linhagem P. microspora (P12/
AnspCgl.1.3a) isolada de Rollinia sp. chega a fase estacionaria de crescimento com 20 dias de
cultivo, e que o melhor tempo de cultivo para a obtencdo dos compostos bioativos é 30 dias. As
analises da reducdo da fonte de carbono, crescimento da massa micelial e pH do meio
fortaleceram os resultados do perfil proteico confirmando que a linhagem chega ao apice
metabdlico com 25 dias. A producdo de linhagens PX mutantes foi eficiente, mas as linhagens
ndo apresentaram atividade anticandida em seus extratos. O perfil de proteinas secretadas
também foi modificado com proteinas de 50 a 140kDa sendo expressas com maior intensidade.
Através do cultivo em larga escala foi possivel a avaliagdo positiva por bioautografia e por
CCDP o isolamento de subfracdes que analisadas por RMN de 'H e 3C revelaram a presenca do
acido 3-fenil-propanoico, molécula conhecida por sua fungdo ecoldgica na protecdo da planta

hospedeira contra patégenos.



ABSTRACT

Fungi genus Pestalotiopsis can be found as parasites or endophytes, being quite disseminated to
the various habitats. Bioprospecting of Pestalotiopsis spp. have demonstrated the potential of
this strains in obtaining bioactive compounds as anticancer or antimicrobial, that due the
diversity of secondary metabolites are capable of producing. At work we have expanded
knowledge about genomics, proteomics and metabolomics Pestalotiopsis strains isolated from
Amazonian environments. They were reactivated 33 Pestalotiopsis strains of LaBMicra
collection of the Federal University of Amazonas - UFAM. Were evaluated about their
morphological diversity (conidia structure), genetic (Its1 and Its2 / AFLP), protein (SDS-PAGE)
and they secondary metabolites were evaluated for chemical profile obtained by mass
spectrometry (APCI-MS ). Secondary metabolites were tested against tumor cells SKMEL-19,
CAL-27, ACP02 and against strain of C. albicans CFAM - 1342, associating the results with
yours metabolomic profile. The most promising strain was subjected to mutagenesis by UV
(UVC) light induction. The 33 strains of Pestalotiopsis spp. were isolated from nine plant genera
as Euterpe sp., Gustavia spp., Myrcia sp. Duguetia sp., Rollinia sp., Arrabidaea sp. Victoria sp.,
Pinus sp., and associated Basidiomycetes. The most representative species were P. mangiferae,
P. microspora and P. clavispora with eight, seven and six strain respectively. The extracts did
not showed promising results against any of the tumor cells and nine extracts showed activity
against C. Albicans. The chemical profile assessed over 60 days showed that the strain P.
microspora (P12 / AnspCg1.1.3a) isolated of Rollinia sp. initiates the stationary growth phase of
20 days of cultivation, and the cultivation time best for obtaining bioactive compounds is 30
days. The analyzes of the reduction of the carbon source, growth of mycelial mass and the pH of
the fortified protein profile results confirmed that the strain arrive the metabolic apex with 25
days.The production of mutant strains PX was efficient, but the strains did not show anticandida
activity in their extracts. The secreted protein profile was also modified proteins of 50 to 140
kDa being expressed with greater intensity. Through large-scale cultivation was possible positive
evaluation by bioautography and CCDP isolation subfractions which analyzed by *H and **C
NMR showed the presence of 3-phenyl-propionic acid molecule known for its ecological role in

protecting the host against plant pathogens.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de produtos e/ou processos biotecnolégicos ocorridos em um
pais esta diretamente relacionado com sua biodiversidade, com a utilizacdo de
ferramentas técnico-cientificas adequadas, assim como, com a formacdo de mao-de-
obra qualificada para a produgéo e implementacdo desses produtos e processos de base
biotecnolégica. Neste sentido, a Amazonia brasileira se destaca, pela sua
biodiversidade, sobretudo com a variedade de biomas que a comp&em.

Quando se trata do universo microbioldgico presente nos biomas amaz6nicos, 0
pouco conhecimento fica claro, com o incipiente conhecimento tanto sobre a
diversidade genética quanto a diversidade metabdlica dos microrganismos dessa regiao.
Dessa forma, este € um campo aberto para pesquisa cientifica nesta regidao do Brasil,
que pode de maneira rapida responder a anseios cientificos latentes, como a obtencéo de
novos medicamentos advindos de microrganismos da floresta.

As diversas espécies de fungos que compdem a microbiota das regibes tropicais
brasileiras podem ser encontradas nos mais variados ambientes: no solo, na agua,
associados a plantas, entre outros. E importante perceber que tais organismos
eficientemente adaptados aos diversos ambientes Amazonicos sdo detentores de uma
versatilidade bioguimica e, portanto, genética que lhes garantem vantagens ecoldgicas
fundamentais a sua sobrevivéncia. Essa caracteristica associada a forma de alimentacédo
por absorcdo e ao ambiente competitivo onde residem tornam os fungos um grupo
bastante rico do ponto de vista das informacbes genOmicas, protedmicas e
metaboldémicas (AZEVEDO e ARAUJO, 2007).

Considerando as questdes acima o trabalho de tese envolveu o estudo genético e
metabolico de fungos do género Pestalotiopsis. Esse género tem sido frequentemente
isolado como endofitico de diversas plantas tropicais e tem sido utilizado também como
organismo modelo em diversos estudos de pesquisa béasica e aplicada (STROBEL et al.,
1996; PROKSCH et al., 2009; HANADA et al., 2010; BANHOS et al., 2014).

Contudo, a utilizacdo de qualquer microrganismo e, portanto, de fungos do género
Pestalotiopsis em processos biotecnoldgicos esta totalmente relacionada com a
aquisicdo de conhecimento detalhado de sua biologia. Neste sentido, faz-se necessario o
conhecimento da variabilidade morfoldgica e genética de fungos do género
Pestalotiopsis isolados na regido Amazonica, tanto para a identificacdo correta destes,
quanto para a selecdo de linhagens com potencialidades biotecnoldgicas.
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Atualmente a biologia molecular possibilita o estudo ndo apenas das informacoes
contidas no genoma, mas também permite a analise do que estd sendo expresso
(protebma e metaboloma). Isto permite melhorar a compreensdo da expresséo de um
conjunto de genes e das possiveis modificacfes pos-transcricionais em resposta as
condi¢des ambientais a que esses microrganismos estao submetidos.

Através desse estudo foi possivel comparar linhagens de Pestalotiopsis spp.
isoladas na Regido Amazonica, em funcdo de seus metabdlitos secundarios, seu material
genético e suas proteinas secretadas visando aperfeicoar o processo de identificacao e de
selecdo de linhagens produtoras de compostos bioativos.

O referido trabalho partiu do principio que um produto biotecnoldgico é, no fim
do processo de investigacdo, a confirmacéo de que o microrganismo investigado possui
em seu material génico uma informacéo relevante (genoma), que essa informacéo sendo
expressa (protedbma), pode levar a um produto final de interesse biotecnologico
(metabolémica). Essas sdo resumidamente as etapas deste trabalho de tese,
aperfeicoando o conhecimento da gendmica, protedmica e metabolomica de fungos do

género Pestalotiopsis, na prospeccdo de compostos Uteis a biotecnologia.

2 REVISAO DA LITERATURA
2. 1 Espécies vegetais hospedeiras

O Brasil se encontra em uma posicdo estratégica em relacdo a outros paises,
qguando se trata de novos produtos de base biotecnolégica, tudo por conta de sua
megadiversidade. Mesmo com todo o desenvolvimento cientifico-tecnoldgico, a
magnitude da biodiversidade ndo esta nem perto de ser conhecida, tamanha a sua
dimenséo e complexidade (FEARNSIDE, 2003; SILVERIO, 2004).

Trata-se do pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350 — 550.000
especies (GUERRA e NODARI, 1999). Essas espécies vegetais também demonstram
toda sua importancia pelo papel de hospedeiras de uma variedade de microrganismos
endofiticos. O trabalho em questdo fundamentou-se no conhecimento prévio dessas
espécies vegetais, para selecionar as com maior potencial na obtencdo de fungos com
aplicabilidades biotecnologicas. Um breve relato de cada género vegetal utilizado no

trabalho esta apresentado a seguir.
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Género Gustavia

O género Gustavia é componente da familia Lecythidaceae, possui pouco mais de
40 espécies descritas, caracteriza-se por formar arvores e arbustos, sua distribuicao vai
de Vera Cruz no México até o meridional brasileiro. Na Regido Amazonica se distribui
de forma mais significativa no extremo sul da regido, com maior ocorréncia em florestas
primarias proximas a cidade de Manaus (MORI e PRANCE, 1981; RIBEIRO et al.,
1999).

Espécies do género sdo descritas como Uteis a medicina tradicional, com o
aproveitamento de frutos, cascas, raizes, folhas e sementes. Trabalhos utilizando a casca
do caule e folhas de G. elliptica coletadas na regido Amazbnica comprovaram a
presenca de terpenos e acidos graxos caracteristicos para o género, além de atestarem o
potencial antileshimania desses extratos (ALMEIDA et al., 2011).

Sé&o poucos os trabalhos de isolamento de endofiticos desse género, destacamos 0
realizado por Almeida 2014, que utilizando dois meios de cultura, isolou 93 linhagens
de fungos endofiticos a partir de partes vegetais de Gustavia sp. O resultado apesar de
ndo apresentar um grande numero de linhagens revelou a presenca de sete géneros de
fungos promissores para a biotecnologia como Aspergillus sp., Pestalotiopsis sp. e
Penicillium sp. (ALMEIDA 2014).

Género Rollinia

Integrante da familia Annonaceae o0 g@énero Rollinia é formada por
aproximadamente 65 espécies, sua distribuicdo ocorre principalmente na América do
Sul, chegando até alguns paises da América Central. Os integrantes dessa familia sdo
bastante conhecidos pelos estudos relacionados ao isolamento e identificacdo de
alcaldides, o que torna esse género também bastante promissor para estudos com fungos
endofiticos (BARROSO, 1978; LEBOUEF et al., 1982).

A quantidade de estudos relacionados a sua fitoquimica ainda é insipiente quando
comparado a outros géneros dessa familia, 0 mesmo pode ser dito com relacdo ao

isolamento e utilizagdo de fungos endofiticos dessa espécie.

Género Duguetia
O género Duguetia também pertencente a familia Anonaceae possui distribuicéo
que vai das Guianas a Amazonia brasileira, com alguns representantes na regido sudeste

do Brasil e também no Paraguai. O género possui pouco mais de 80 espécies e tem
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como aspecto fitoquimico marcante a presenca de uma variedade de alcaloides
(SCHULTES e RAFFAUF, 1990).

Alcaldides isolados de D. glabriuscula e D. furfuracea apresentaram atividade
bioldgica interessante como antitumoral, leishmanicida e antitripomastigota,
demonstrando a versatilidade metabolica, e a possibilidade de utilizacdo dos extratos
destas espécies com finalidade terapéutica (SIQUEIRA et al., 2001; SILVA et al.,
2007).

Em trabalho realizado por Oliveira (2013) foi possivel o isolamento de um total
de 234 linhagens de fungos a partir dos galhos, folhas, e flagelos de D. flagellaris e com
grupos mais frequentes de isolados com espécies de Phomopsis sp., Fusarium sp. e
Colletotrichum sp.

Género Euterpe

O género Euterpe pertence a familia Arecaceae composta por mais de 200 géneros
e aproximadamente 2.600 espécies, com ocorréncia predominante nas regides tropicais
e subtropicais do mundo. Foram catalogadas mais de 39 géneros dessa familia da
floresta Amazonica, o que demonstra sua importancia ecolégica para a regidao (JONES,
1995; KAHN, 1997).

A espécie mais representativa do género é a E. oleracea Mart, conhecida
popularmente por acaizeiro, seu fruto acai é hoje um produto de grande valor
econbmico para a regido norte do Brasil, que ja ultrapassou as fronteiras do pais
atingindo novos mercados principalmente na Europa e Estados Unidos, fato que tornou
esse um dos principais produtos tipo exportacdo produzidos quase que exclusivamente
na Regido Amazonica (YAMAGUCHI et al., 2015).

O suco da fruta acai é rico em antocianinas, e uma importante fonte de lipidios,
proteinas e uma série de minerais. Alem disso, o acai € formado por compostos
fendlicos que possuem atividade antioxidante, que viabilizam o combate de radicais
livres, estes relacionados a uma série de doencas como o cancer e doencas do coracéo
(YAMAGUCHI et al., 2015). As potencialidades dessa espécie justificam a
investigacdo de seus enddfitos para avaliagdo das mais variadas possibilidades
biotecnologicas.

Género Victoria

O género Victoria pertence a familia Nymphaeaceae que esta distribuida por boa

parte do mundo com seis géneros e pouco mais de 60 espécies, seu género mais
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representativo € o Nymphaea. A espécie Victoria amazonica € uma das mais simbolicas
das areas alagadas da Amazonia, por apresentar caracteristicas ornamentais exaticas,
bastante requisitadas para decoracdo de ambientes (SOUZA e LORENZI, 2005).

A V. amazonica conhecida popularmente como Vitoria régia € uma herbacea de
habito aquatico, com folhas flutuantes em aguas calmas de temperatura entre 26 a 30°C.
Sua distribuicdo também contempla além da Bacia do Rio Amazonas, a regido do
Pantanal e bacia do Paraguai (PRANCE, 1974; POTT e POTT, 2000).

O estudo fitoquimico dessa espécie em trabalho de Strack e colaboradores em
1992 ja revelava a presenca de antocianinas nos extratos obtidos nas folhas, essas
substancias sdo conhecidas pelas suas propriedades antioxidantes (STRACK et al.,
1992).

Género Myrcia

O género Myrcia é um dos géneros mais representativos da familia Myrtaceae,
com distribuicdo nas regibes tropicais e subtropicais do mundo, possui centros de
diversidade na América tropical e até Australia, com poucas espécies de ocorréncia nas
regides temperadas (BARROSO, 1984).

A respeito dos metabdlitos produzidos pelo género Myrcia, pode-se dizer que
existem diferentes compostos produzidos por esse género, e que fatores como
quantidade de chuvas e composi¢do do solo sdo cruciais nesta producdo (LIMBERGER
et al., 2004; CRUZ et al., 2007). Além disso, alguns desses compostos possuem
atividades biolégicas de interesse farmacoldgico (LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et
al., 2007). Como bom exemplo tem-se a espécie M. myrtiflora, que teve comprovada
sua atividade antimicrobiana (CRUZ et al., 2007).

Em trabalho desenvolvido com M. guianensis, e utilizando galhos folhas e raizes
foi possivel o isolamento de um total de 156 linhagens de fungos endofiticos, no qual
foi possivel a identificacdo de linhagens de Pestalotiopsis sp., Aspergillus sp. e
Penicillium sp.. Além disso, nesse trabalho também foi confirmada a atividade

antimicrobiana de fungos isolados das raizes de M. guianensis (BANHOS et al., 2014).

Género Arrabidaea
O género Arrabidaea pertence a familia Bignoniaceae, constituida por 113
géneros e mais de 800 espécies vegetais, distribuidas nas regides tropicais do mundo, e

com varias espécies presentes na flora brasileira. Essa familia se caracteriza por
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apresentar formas arbustivas, arboreas e trepadeiras, essa ultima contempla espécimes
de A. chica conhecida popularmente por Crajir, piranga e cip0d cruz entre outros
(LORENZI, 1988).

A espécie de A. chica possui relatos na medicina tradicional sendo usadas no
tratamento dos mais variados tipos de males, desde inflamagdes uterinas, passando por
males do figado, estbmago e intestino, indo até leucemias e anemias (KALIL et al.,
2000). Os trabalhos de prospec¢do quimica dessa espécie tem revelado a presenca além
de antocianinas, compostos que ddo a coloracdo avermelhada aos suas infusdes ou
extratos, além de substancias como terpendides e cumarinas (ZORN et al., 2001;
ALVES et al., 2010).

2.2 A importancia dos fungos

Os fungos sdo seres eucarioticos, heterotroficos amplamente distribuidos pelo
planeta integrando os ciclos biogeoldgicos de todos os ecossistemas (LOGUERCIO-
LEITE, 2004). Possuem eficiente maquinario enziméatico capaz de degradar substratos
que vdo desde gordura animal até troncos de arvores (SILVA e COELHO, 2006).

O reino Fungi é fundamental a vida porque devolve ao meio ambiente 0s
nutrientes que antes formavam tecidos de diferentes seres vivos. Eles beneficiam
espécies vegetais hospedeiras através do controle de patdgenos, na absorcdo de
nutrientes como o fésforo e a dgua, na producdo de fitohdrmonios, entre outros. Seus
metabolitos secundarios proporcionam uma variedade de aptidées como aumento da
resisténcia a herbivoros, parasitismo, estiagem, favorecendo o crescimento da planta
(FIRAKOVA et al., 2007).

Na biotecnologia os fungos ja séo utilizados ha seculos, desde a fermentagdo de
bebidas alcodlicas no antigo Egito, também servindo de alimentos na Europa na idade
média, na fabricacdo de pédes e queijos na atualidade, até a producdo de moléculas
bioativas como antibioticos, através de sua capacidade metabdlica, tendo como exemplo
classico a penicilina (BORZANI et al., 2001).

Entre as enzimas fungicas importantes para a indudstria alimenticia destacam-se a
amiloglicosidase, produzidas por linhagens de Aspergillus e Rhizopus; a a-amilase que
transforma amido em dextrinas e oligossacarideos e pode ser isolada por fermentagéo de
linhagens de Aspergillus niger (PASTORES e MACEDO, 2004).

Nos ultimos anos, os fungos endofiticos pertencentes ao género Pestalotiopsis tem
demonstrado potencial biotecnoldgico, sobretudo para a industria farmacéutica, tanto da

22



obtencdo de compostos antimicrobianos como demonstrado por Che e colaboradores
(2008), isolando antifungico de P. adusta, quanto na obtencdo de compostos com
atividade citotoxica frente a células tumorais humanas a partir de P. photiniae
(STROBEL et al., 1996; CHE et al., 2009). Mais um exemplo das possibilidades
biotecnologicas desse género voltado para a inddstria farmacéutica foi a observacdo do
efeito imunomodulatério de compostos isolados de P. leucothes, enddfito de
Thipterygium wilfordii (LAU et al., 2005).

As potencialidades desse género justificam investigaces pelos mais diferentes
aspectos biologicos, com o intuito de aperfeicoar os critérios de selecdo na obtencdo de
linhagens com potencialidades biotecnoldgicas. De forma geral a utilizacdo de critérios
morfoléticos, genéticos e metabdlicos parece suficiente para execucdo dessa selecao.

2.3 Filogenia de fungos utilizando regides Its

O reino dos fungos compreende uma variedade de espécies, uma das estimativas
mais recentes revelou que sdo aproximadamente seis milhdes de espécies distribuidas
pelo mundo (TAYLOR, 2014). Uma das consequéncias dessa enorme variedade de
especies sempre foi a dificuldade de organizacdo em seus referidos taxons
(BALASUNDARAM et al., 2015).

O reino Fungi, a exemplo do que acontece com o reino Animalia e Plantae,
sempre foi organizado (taxonomia) em funcdo das caracteristicas morfoldgicas
presentes nos diferentes grupos. Contudo determinados taxons pertencentes a esse reino,
possuem peculiaridades que tornam a utilizacdo de seus caracteres morfolégicos nédo
suficientemente robustos para sua organizacdo (BALASUNDARAM et al., 2015).

Existem géneros em que os corpos de frutificagdo sdo estruturas
morfologicamente muito simples, ndo sendo assim uma caracteristica Util a
diferenciacdo que Ihes permita separar dentre os géneros mais proximos. Além disso,
algumas estruturas reprodutivas se apresentam apenas em uma pequena parte do ciclo
de vida do fungo, tornando dificil a utilizacdo desse carater fenotipico (EL-ENSHASY,
2007).

Neste sentido, a biologia molecular vem nas ultimas décadas revolucionando os
diversos aspectos da diversidade genéticos relacionada a fungos, dentre esses aspectos
estdo as diferentes relagbes de proximidade evolutiva intra e interespecifica
(ANDERSON & CAIRNEY, 2004). O desenvolvimento da técnica da PCR, somada a
evolugdo da etapa de sequenciamento, tem proporcionado um substancial
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aprofundamento nos pontos chaves relacionados a filogenética inclusive de fungos
(KUBICEK, 2000; AKHTAR et al., 2011). Um ponto que contribuiu significativamente
para o avango inicial no conhecimento da diversidade genética de eucariotos e, portanto
de fungos, foi a utilizacdo das regides Its (Internal Transcribed Spacer). Essa regido
tem funcionado de forma bastante satisfatoria como marcadora para as mais diferentes
espécies, inclusive as pertencentes ao reino Fungi (SCHLOTTERER et al., 1994).

Atualmente boa parte das sequéncias depositadas em bancos de dados utilizadas
para identificacdo de fungos sdo oriundas das regides Itsl, com gene 5.8S e Its2. Essa
regido € eficiente e robusta tanto para identifica¢do, quanto para andlises filogenéticas,
isso devido ser bastante conservada entre as espécies, com regides com altas taxas de
divergéncia que viabilizam os estudos de diversidade intraespecificos
(SCHLOTTERER et al., 1994; MANAUT et al., 2011).

Para realizacdo de analise filogenética é fundamental a escolha apropriada das
sequéncias comparativas, tendo em vista que a escolha de uma regido muito conservada
ndo expressara o numero de diferencas suficientes para comparagdo. Da mesma forma,
regibes muito variaveis, além de dificeis de alinhar, podem gerar alinhamentos
questionaveis (SWOFFORD e OLSEN, 1990). As regibes Its sdo regides de escolha
para analises filogenética principalmente porque para maioria das espécies estudadas
esta regido possui similaridade superior a setenta e menor que cem por cento dos casos,
0 que garante robustez nos dados para comparacdo. Além disso, essa regido evolui a
taxas diferentes produzindo assim dados informativos importantes para a analise
(HILLIS e DIXON, 1991).

2.4. AFLP (Amplified Restriction Fragment Polymorphism) de fungos

A técnica de AFLP teve seu desenvolvimento inicial direcionado a espécies
vegetais, sobretudo aquelas com importancia agronémica, mas logo foi utilizada nos
mais variados organismos. Essa € uma tecnica que objetiva o desenvolvimento de
marcadores do DNA, gque a exemplo do RAPD (Random Amplification of Polymorphyc
DNA) ¢ baseada na PCR (Polymerase chain reaction) (VOS et al.,1995).

Técnicas moleculares como o AFLP sdo chamadas também de técnicas de
impressdo digital do DNA, utilizada geralmente com o objetivo de mapeamento
genético, de estudos de diversidade, de anéalise parental e para analise de caracteristicas

quantitativas. Esse arcabouco de possibilidade d& uma mostra da robustez da técnica,
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atualmente utilizada também em trabalnos com fungos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; MAJER et al., 1996; AL-HATMI, et al., 2016).

A AFLP possui vantagens em relacdo a outros métodos de impresséo digital do
DNA, contudo a mais importante delas é a capacidade de analisar um genoma completo
em relacdo a seus polimorfismos. Além disso, esta técnica também apresenta uma
reprodutibilidade dificil de igualar utilizando outros métodos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Outra vantagem se baseia no fato de que, nesta técnica, se
utiliza DNA gendmico, material biolégico comum a animais, plantas e fungos, o que a
torna exequivel a todos os organismos (VOS et al., 1997).

As etapas bésicas de execucdo do AFLP sdo: (1) digestdo do DNA gendmico com
enzimas de restricdo; (2) ligacdo dos adaptadores; (3) amplificacdo; (4) andlise dos
fragmentos através do gel. A anélise dos polimorfismos genéticos é identificada no gel
pela presenga ou auséncia de fragmentos “bandas” de DNA em cada amostra (VOS et
al., 1995 ; VOS et al., 1997).

Atualmente, por conta de todas as vantagens citadas acima, a técnica de AFLP
vem se firmando como método de escolha para trabalhos envolvendo uma variedade de
espécies de fungos. De forma geral esses trabalhos estdo relacionados a diversidade
genética, estrutura de populacGes e filogenia (PIRONDI et al., 2015; ROCHA et al.,
2015; AL-HATMI, et al., 2016).

Na Regido Amazonica Bentes e Costa-Neto, 2011 analisaram a variabilidade
genética de espécimes de Colletotrichum guaranicola, espécie endémica da Regido
Amazobnica agente causador da antracnose em Paullinia cupana, o guarand. A anélise
por AFLP demonstrou alta variabilidade entre espécimes de Colletrotrichum oriundas
de localidade diferentes, o que demonstra a complexidade genética do género. Os
resultados confirmaram a viabilidade de se estudar esse importante género através dessa
ferramenta molecular com a possibilidade de apontar genes relacionados a fitopatologia,
a especificidade por hospedeiro e viruléncia.

2.5 Quimiotaxonomia de fungos

O inicio dos estudos relacionados a fungos foram, de certa forma, baseados nos
estudos realizados e estabelecidos em plantas, isso porque durante muito tempo 0s
taxons que formam do reino Fungi foram estudados como integrantes do reino Plantae
(TAYLOR e KRINGS, 2015). Essa heranca possibilitou o avango nos estudos
relacionados a morfologia de géneros flngicos atualmente bastante conhecidos,

25



principalmente os pertencentes ao filo Basidiomicota, que sempre estiveram em
destaque por apresentar caracteristica morfoldgicas marcantes (TAYLOR & KRINGS,
2015).

A quimiotaxonomia de fungos também é um exemplo de area que é heranca dos
trabalhos desenvolvidos em plantas. Com o desenvolvimento tecnoldgico, representado
pelo aumento no nimero de equipamentos analiticos, a quimiotaxonomia de plantas
tornou-se uma das importantes subareas dentro da area de produtos naturais (FRISVAD
et al., 2008; HAO et al., 2015).

A percepcdo de que os membros do reino Fungi podem, através de seu
metabolismo secundario, produzir muitos dos compostos também produzidos por
plantas, viabilizou os estudos quimiotaxondmicos desse reino, e assim como em plantas,
0 objetivo inicial foi estabelecer novos parametros de comparacao para confirmacdo de
agrupamentos ainda questionaveis (JEWETT et al., 2006; FRISVAD et al., 2008).

Atualmente esse tipo de avaliacdo tem contribuido de forma significativa para o
aperfeicoamento da caracterizacdo quimica de uma variedade de géneros, muitos deles,
com grande dificuldade de identificacdo e de separacdo entre as diversas variantes,
como é o caso dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (THRANE et al., 2004;
KIM et al., 2012; KANG et al., 2013).

Em trabalho desenvolvido por Kang et al., (2013) foi possivel verificar a
eficiéncia na separacdo de linhagens de trés seccdes do género Aspergillus, seccdo
Fumigati, Nigri e Flavi. Estas trés seccdes sdo bem dificeis de se diferenciar, por vezes
sendo necessario a utilizacdo de métodos combinados (polifasicos). A parte analitica do
trabalho foi desenvolvida utilizando cromatografia acoplada a espectrometria de massas
(LC-ESI-MS-MS), sendo possivel assim identificar as substancias produzidas pelas
linhagens como a gliotoxina G e fumigatina, ambas caracteristica do género (KANG et
al., 2013).

De forma geral essa area de estudo tem contribuido grandemente para a
elucidacdo dos mais variados pontos de discussdo em uma diversidade de géneros
fangicos JEWETT et al., 2006; STADLER e KELLER, 2008; FRISVAD et al., 2008).

O aprimoramento analitico tem viabilizado a identificagdo de compostos presentes
em pequenas concentracbes, com cada vez mais confiabilidade o que aumentou a
capacidade de identificacdo de substancias e que proporciona robustez nos resultados de
comparacgao entre as linhagens (FRISVAD et al., 2008; ZAIN et al., 2012). Além disso,
esse tipo de estudo também pode identificar quais linhagens de determinado género sdo
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capazes de produzir compostos de interesse. Dessa forma é possivel viabilizar a
bioprospecc¢édo de linhagens de interesse cada vez mais rapido e de forma mais eficiente
(FRISVAD et al., 2008; KIM et al., 2012; KANG et al., 2013).

2.6 Microrganismos endofiticos

Os primeiros relatos da presenca de microrganismos endofiticos no interior de
tecidos de plantas datam do final do século XI1X (MUNDT e HINKLE, 1976). Em 1898
foi detectado um fungo endofitico em sementes de Lolium temulentum L., esta
descoberta desencadeou uma série de estudos, por varios pesquisadores da época sobre
novos fungos principalmente ascomicetos vivendo no interior de gramineas sem,
contudo, causar qualquer dano aparente (WHITE JR, MARTIN e CABRAL, 1996).

Trabalhos mais direcionados ao tema comecaram a aparecer em numero
consideravel a partir de 1940, com muitos relatos sobre microrganismos isolados de
tecidos vegetais sadios. As investigacdes aumentaram consideravelmente no final da
década de 70, com a verificagdo de que esses microrganismos endofiticos apresentam
interacdes simbioticas com o hospedeiro, protegendo as plantas que os albergam contra
0 ataque de insetos, de doencas e de mamiferos herbivoros (AZEVEDO, 1999).

Na década de 90, as pesquisas focaram nos efeitos benéficos que a aplicacdo dos
fungos endofitos poderiam gerar nas plantas, como por exemplo, 0 aumento da
producdo de grdos e a reducdo da severidade de véarias doencas. Estudos também
versaram sobre a diversidade de plantas servindo como reservatério de material
genético, abrigando microrganismos endofiticos (CLAY, MARKS e CHEPLICK, 1993;
McINROY e KLOEPPER, 1995).

O melhor conhecimento desses microrganismos e uma melhor compreensao de
sua interrelacdo com seu hospedeiro tém permitido um aperfeicoamento em seu
conceito. Primeiramente podia-se adotar que fungos endofiticos sdo aqueles que podem
ser isolados de material vegetal desinfestado superficialmente, e que ndo causam danos
a planta (PETRINI, 1991). Também como microrganismos que habitam, ao menos em
um periodo de seus ciclos de vida, o interior dos tecidos vegetais sem causar danos ou
produzir estruturas externas (AZEVEDO et al., 2000).

Uma das definicdes mais recentes, proposta por Azevedo e Araujo (2007) é aquela
que chama de microrganismos endofiticos todos aqueles que podem ou nédo crescer em
meios de cultura, ou seja, cultivveis ou ndo, e que habitam o interior de tecidos e

Orgdos vegetais sem causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas
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externas emergindo dos vegetais (AZEVEDO e ARAUJO, 2007). Dessa maneira,
podem estar incluidos como microrganismos endofiticos colonizadores com
comportamento neutro ou simbionte, e ainda aqueles que transitam colonizando ora de
forma endofitica ora de forma epifitica (AZEVEDO, 1999).

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos de uma planta a outra de duas
maneiras. A primeira chamada de transmissdo vertical € aquela em que o0s
microrganismos presentes na planta-mée sdo transmitidos via semente, vivendo dessa
forma todo o seu ciclo de vida dentro da planta. A segunda é denominada de
transmissdo horizontal em que esporos dos fungos sdo passados de uma planta a outra
através da raiz, das folhas, através dos estbmatos, ou por qualquer lesdo existente na
planta (AHLHOLM et al., 2002).

A estrita relacdo entre microrganismos endofiticos e seus hospedeiros faz com que
sejam candidatos naturais a serem usados como agentes de controle de doencas. Por
ocuparem um nicho ecolégico semelhante aqueles ocupados por patdgenos, os endofitos
apresentam potencial para o controle biolégico (HALLMANN et al., 1997).

Os fungos endofiticos se configuram como uma rica fonte de novas substancias
bioativas, com potencialidades para a industria farmacéutica, alimenticia e cosmética
(BASHYAL et al., 2005; GUNATILAKA, 2006). Dessa forma, a busca por fungos
endofiticos encontra-se motivada porque esses microrganismos possuem a capacidade
de conferir maior resisténcia a planta contra herbivoria (CLAY, MARKS e CHEPLICK,
1993), podem também conferir maior tolerdncia a seca para a planta hospedeira
(WHITE JR. et al., 2002), aumentar o crescimento de raiz, produgdo de sementes e
germinacio (VILA-AIUB, GUNDEL & GERSA, 2005).

Todas essas possibilidades s6 existem porque fungos endofiticos produzem
metabolitos ativos que podem ser utilizados tanto pelos fungos quanto pela prépria
planta hospedeira. Como resultado direto dessas fun¢des que os metabdlitos secundarios
bioativos exercem na natureza, ou por assim dizer, na espécie hospedeira, eles podem
apresentar aplicacbes na medicina, na agricultura e na indastria (STROBEL, 2002;
DING et al., 2008; EBEL et al., 2008; DEBBAB et al., 2009).

As possibilidades biotecnoldgicas dos fungos endofiticos parecem estar
totalmente ligadas a sua interrelacdo com a planta hospedeira, uma vez que esses
microrganismos produzem compostos com fungédo ecoldgica para as espécies vegetais.
E o caso da producio de alcaléides, observado no trabalho de Tan et al, (2008). Neste

trabalho foi relatado que a espécie de Penicillium sp. IFB-E022, isolada de Quercus
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variabilis € capaz de produzir penicidonas (Figura 1), alcaléides com potencialidades
farmacoldgicas (TAN et al., 2008).

HO OMe

H
Penicidona B Penicidona C

Figura 1: Estrutura quimica da penicidona A, B e C.

Com todas as potencialidades biotecnoldgicas, o estudo de fungos endofiticos no
Brasil e, principalmente na Amazonia, necessita que os especialistas das areas de
taxonomia de fungos, geneticistas, ecologistas e quimicos de produtos naturais
trabalhnem em conjunto no intuito de desenvolver estratégias mais eficientes, tanto de

isolamento de fungos endofiticos, quanto de obtencdo dos seus metabdlitos de interesse.

2.7 O género Pestalotiopsis

O género Pestalotiopsis pertence a ordem Melaconiales, familia
Amphisphariaceae que caracteriza-se pela presenca de conidiéforo dentro do corpo de
frutificacdo denominado acérvulo. Os conidios apresentam em geral cinco células,
sendo trés medianas de coloragdo marrom e duas células hialinas (apical e basal), com
dois ou mais apéndices apicais (SUTTON, 1980; JEEWON et al., 2002).

Esse género, antes incluido no género Pestalotia, foi revisado e separado para
formar o género Pestalotiopsis por apresentar caracteristicas morfoldgicas importantes
diferentes dos de Pestalotia. Em funcdo da morfologia de conidios o género foi
subdividido em trés outros: Pestalotia, Pestalotiopsis e Truncatella (STEYAERT,
1949).

Em seu trabalho Steyaert (1949) ainda subdividiu o género Pestalotiopsis em
seccOes levando em consideracdo o nimero de apéndices apicais presentes nos conidios.
Estas seccbes foram Monosetulatae, Bistulatae, Trisetulatae e Multisetulatae e estes por

sua vez ainda foram subdivididos. A contribuicdo dos trabalhos de Steyaert foi muito
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importante, tendo em vista se tratar de um grupo complexo do ponto de vista
morfolégico e fisioldgico.

Com o passar do tempo o surgimento de novas tecnologias proporcionou o
desenvolvimento de meios de cultivo, de isolamento e de visualizacdo ao microscopio
eletrénico (ME) que possibilitaram melhores condi¢cdes para comparacéo das estruturas
micromorfoldgicas utilizadas para diferenciacdo em nivel de espécie. Tal fato permitiu
que alguns critérios utilizados para identificacdo fossem questionados e até deixados de
lado, por ndo se tratarem de critérios estaveis o suficiente para viabilizarem uma
identificacdo confiavel em nivel de espécie (EGGER, 1995; JEEWON et al., 2003 ; HU
et al., 2007).

Jeewon et al., (2003) propuseram que para identificacdo em nivel de espécie de
forma segura uma caracteristica que pode ser usada é a deposicdo de granulos de
melanina dentro da matriz celular das células medianas, 0 que proporciona pigmentacao
a essas células. Essa informacdo foi ratificada pelos trabalhos de Tejesvi et al., (2009) e
Liu et al., (2010) que mostraram que esse é um critério que possui valor taxondmico
significativo para a identificacdo em nivel de espécie para o género Pestalotiopsis.

Atualmente a morfologia de conidios é considerada o melhor marcador
taxondémico morfoldgico para identificacdo em nivel de espécies, sendo este o critério
mais utilizado, sobretudo as diferencas de tamanho conidial. A largura e o comprimento
dos conidios em espécies de Pestalotiopsis sdo significativamente estaveis, mesmo em
diferentes meios de cultura, o que faz desses os critérios morfoldgicos bastante Uteis e
eficientes (HU et al., 2007).

A pigmentacdo de células medianas ainda é uma caracteristica morfologica
bastante utilizada, pela sua estabilidade. Além disso, evidéncias moleculares apontam
que se trata do melhor critério morfoldgico para determinacdo de Pestalotiopsis em
nivel de espécie (JEEWON et al., 2003).

O comprimento e 0 numero de apéndices apicais também sdo caracteristicas
utilizadas para identificacdo de espécies. Os apéndices apicais podem aparecer em
diferentes posicbes nas células apicais hialinas e estas diferencas de posi¢cdo podem
também ser usadas para identificagdo em nivel de espécie (JEEWON et al., 2002).

Com relacdo a ecologia do género Pestalotiopsis pode-se afirmar que este é
bastante disseminado e bem adaptado aos diversos habitats e microhabitats em que se
apresenta. Ha um numero variado de espécies de Pestalotiopsis relacionadas com

doencgas em folhas e frutos, como a descrita por Cardoso, Maia e Pessoa (2002), em que
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a espécie P. psiddi foi descrita como patdgeno causando a doenca conhecida como
podrid&o no caule da goiabeira.

Esse género é encontrado comumente em espécies vegetais de clima temperado
em varias partes do mundo (HYDE et al., 2011). No Brasil esse género também tem
sido bastante encontrado dentro de espécies tropicais. Este fato demonstra a capacidade
de adaptacdo desse microrganismo e sua provavel importancia ecoldgica ao colonizar

um numero consideravel de hospedeiros (HANADA et al., 2010).

2.8 Variabilidade genética do género Pestalotiopsis

O estudo da variabilidade genética de fungos do género Pestalotiopsis tem
aumentado em virtude de sua ampla distribuicdo geogréfica, ora presente como parasita
de plantas, ora como endofitico ou como sapréfito de outras (HYDE et al., 2011).

Além disso, esse género tem se destacado na producdo de metabolitos secundarios
com diferentes atividades bioldgicas (LOU et al., 2012). Uma das questbes genéticas
envolvendo esse género € justamente essa, como o0 Pestalotiopsis microspora adquiriu a
capacidade de produzir o taxol? Embora a resposta a essa pergunta pareca estar longe de
ser respondida por completo, alguns estudos genéticos envolvendo P. microspora
indicam que esse € um dos fungos mais facilmente transformaveis geneticamente
(LONG et al., 1998).

Essa questdo € importante para bioquimica desse género, pois explica
parcialmente como esse microrganismo se adapta aos seus hospedeiros e sugere que 0
mesmo absorve o DNA da planta e o incorpora em seu genoma (STROBEL et al.,
1996). Contudo, essa capacidade também pode ser a causadora de varios problemas para
a sua caracterizagdo molecular intraespecifica, j& que 0 mesmo possui essa capacidade
de absorver DNA de seus hospedeiros.

Dessa forma, ferramentas da biologia molecular tém sido utilizadas com o
objetivo de obter informag6es mais detalhadas a cerca da variabilidade genética desse
género. Estas por sua vez podem auxiliar na selecdo de individuos e, por conseguinte,
na selecdo de linhagens promissoras para a biotecnologia (HYDE et al., 2007).
Portanto, ha a necessidade de uma caracterizacdo molecular mais acurada para uma
classificacdo taxonémica mais segura e fiel (PRAKASH et al., 2007).

No caso da relacdo planta-endofito, o estudo da biologia molecular desse género
também tem contribuido para uma melhor compreensdo de como ocorre a distribuicao

desse microrganismo nas diferentes familias vegetais, nos diferentes tecidos da planta
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hospedeira e quais sdo suas particularidades e/ou necessidades com relacdo a seus
microhabitats (HYDE et al., 2011).

Como se pode perceber o género Pestalotiopsis € um género com muitos
questionamentos a serem respondidos, do ponto de vista da sua taxonomia. Na verdade
existem muitas davidas relacionadas a sua taxonomia tanto inter como intraespecifica.
Os dados moleculares para diferenciacdo em nivel de espécie depositados na base de
dados do GenBank ainda sdo questionados e de acordo com Hyde et al., (2011), muitos
dados precisam ser revistos ou até refeitos para torna-los confiaveis.

Tendo em vista todas as duvidas e questionamentos relacionados a identificacéo
de fungos do género Pestalotiopsis, uma estratégia polifasica talvez possa contribuir de
maneira decisiva a essa area da pesquisa microbiologica. A utilizacdo da
guimiotaxonomia em conjunto com a biologia molecular e a morfologia pode ser uma
ferramenta Util e eficiente para a etapa de identificacdo de uma linhagem a nivel de
espécie.

A estratégia polifasica tem—se mostrado eficiente na identificacdo de alguns dos
mais complexos géneros de fungos, como dos Aspergillus por exemplo. Trabalhos
utilizando estratégia polifasica tém aperfeicoado o conhecimento em nivel de espécie de
seccOes complexas desse género (VARGA et al., 2007; HOUBRAKEN et al., 2007).

2.9 Potencialidades Biotecnologicas do género Pestalotiopsis

Na década de noventa, Strobel e colaboradores desenvolveram um trabalho que
comprovou a producéo de taxol pelo o fungo P. microspora (STROBEL et al., 1996).
Esta droga anticancer (Figura 2), produzida por este fungo, movimenta milhdes de
dblares em todo o mundo, o que exemplifica muito bem o potencial dos metabdlitos
secundarios do género Pestalotiopsis e como pode ser Util social e economicamente
(STROBEL et al., 2002; PROKSCH et al., 2011).
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Figura 2: Estrutura quimica do Taxol.

Além disso, Strobel et al., 2002 isolaram a isopestacina do P. microspora,
antifungico com atividade contra Pythium ultimum, oomiceto causador da podridao de
raiz de espécies vegetais de importancia agricola. Magnani et al., (2003), verificaram a
producdo de trés sesquiterpenos tipo cariofilenos por P. disseminata isolados de Pinus
taeda. Esses sesquiterpenos possuem atividade imunossupressora e 0s compostos foram
nomeados Pestalotiopsolide A, Taedolidol e 6-epitaedolidol. Recentemente Proksch et
al., (2009), verificaram e identificaram cumarinas e alcaldides de linhagens de
Pestalotiopsis isolados da Rhizopora mucronata.

A habilidade de produzir metabdlitos secundarios antes observados apenas em
plantas demonstra a importancia da interrelacdo da planta com o fungo hospedeiro e,
por conta disso se faz necessario uma melhor compreensdo de como esse processo
acontece e como tal fato afeta a biologia desses microrganismos.

Sdo0 mais de 196 compostos diferentes isolados a partir de espécies de
Pestalotiopsis até poucos anos (YANG et al., 2012). Destes 41 compostos identificados
desse género fungico com a espécie vegetal (hospedeiro) de onde ele foi isolado, assim
como a atividade bioldgica, quando presente, e a massa molecular de cada composto
isolado (Tabela 1).
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Tabela 1: Substancias produzidas por fungos do género Pestalotiopsis isoladas como endofiticas.

ESPECIE

P. fici

P. microspora

P. zonata

P. fici

P. fici

P. breviseta

P. jesteri
Pestalotiopsis sp
P. fici

P. acaciae
Pestalotiopsis spp.
Pestalotiopsis spp.
P. virgatula

P. virgatula

P. fici

P. virgatula

P. pauciseta

P. heterocornis

P. heterocornis
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.
P. photiniae

P. photiniae

P fici

P. fici

P. fici

P. vaccinii

P. virgatula
P.theae
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.
P. foedan

P. foedan

P. disseminata

P. disseminata
P.theae

P.theae

P. photiniae

P. photiniae

HOSPEDEIRO

C. sinensis (Theaceae)

T. morobensis

C. lakka

C. cinensis (Theaceae)
N

E. divaricata

F. bodenii

R. mucronata
N

T. andreanae
T. brevifolia
T. brevifolia
S. caseolaris
S. caseolaris
N
N
T. pentaphylla

B. gymnorrhiza

B. gymnorrhiza
R. mucronata

N

N
Roystonea regia
R. regia
Camelliasinensis
C. sinensis
C. sinensis
Kandelia candel

Terminalia chebula Retz
Turraeanthus longipes
Pinus taeda

P. taeda

P. taeda

=2=2=22

C. sinensis
C. sinensis
R. regia
R. regia

MOLECULA

Substéncia Massa
Pestaloficiol Q 343.15 (M+Na)
Isopestacina 270.05 (M+Na)
Bifenil 285.11[M + H]
Pestalofona E 627.21 (M+Na)+
Pestaloficiol A 301.14 (M + Na)+
Taxol 856.23 (M + H)+
Jesterona 264.15 (M+H)
Pestalotiopirona B 1851[M +H]
chloropupukeanolide A 665.17 (M+Na)
20-hydroxy-60-
hydroxymethyl-40-
methylphenyl-2,6-dihydroxy-
3-(2-isopentenyl)benzoate  381.13 [M+Na]+
Pestalotiopsina C 355.21 [M+H] +
Pestalotiopsol A 199.13 [M+H]
a-pyrone 285.0968 [M+H]+
PestalatiopironaJ 315.1 [M+H]+
Chloropestolide A 665.17 [M+Na]+
Virgatolide A 457.14[M + Na]
Taxol 856.23 (M + H)+
7-hydroxy-5-methoxy-4,6-
dimethyl-7-O-a-L-
rhamnosyl-phthalide 377.12[M + Na]

7-hydroxy-5-methoxy-4,6-
dimethyl-7-O-b-D-

glucopyranosyl-phthalide ~ 393.11[M +Na]

Pestalotiopsoide A 242.10 [M+H]+
Pestalotiopsol A 301.2[M + H]+
4-Hidroxifeniletanol 138,13 [M + H]+
Photipyrone B 253.10 [M+Na]
Photipyrone C 253.10 [MpNa]
Pestalofone F 647.21[M + Na]+
Pestalofone G 649.22 [M + Na]+
Pestalofone H 649.25 [M + Na]+
Pestalamine A 410.15 [M+Na]+
9-Hydroxybenzo[c]oxepin-

3[1H]-one 199.03[M + Na]+
Cytosporin F 398.25 ([M+NH4]
Pestalotiopsina A 295 ([M+H]+
Taedolidol 281 ([M+H]+
6-Epitaedolidol 281 ([M+H]+
Pestafolide A 305.13 (M + Na)+
Pestaphthalide A 247,05 (M + Na)+

6-HydroxypunctaporoninaE 267.15 [M - H]-
6-HydroxypunctaporoninaB 267.15 [M - H]-

PestalazinaA 653.12 [M+ Na)+
Pestalamida B 365.11 [M + Na]+
Photinide A 327.08[M + Na]+
Photinide F 343.07 [M + Na]+

CULTIVO

Meio Tempo (d)
arroz 40
MID 35
BD 30
arroz 40
Malte modificado 40
MID 30
MID 21
N N
N N
N N
arroz modificado 46
arroz modificado 46
N N
N N
N N
N N
MID N
arroz 60
arroz 60
arroz 39
BD 60
BD 60
arroz modificado 40
arroz modificado 40
arroz modificado 40
arroz modificado 40
arroz modificado 40
arroz modificado 35
MID 21
Arroz N
Meio enriquecido 52
Meio enriquecido 52
Meio enriquecido 52
arroz modificado 40
arroz modificado 40
meioarroz 30
meioarroz 30
meioarroz 40
meioarroz 40
Meio enriquecido 40
Meio enriquecido 40

°Cc
25
23
28
25
25
25
23
N
N

ZzzZz=Zzz=23338=2

28
24
28
28
24

25
25
25
25

23

25
25

25
25
25
25
25
25
25

ATIV. BIOL. REFERENCIA
Anticancer Liuet. al, 2013
antifungico Strobel et. al, 2002

antimicrobiano  Yang et. al, 2011
N Cheet. al, 2009a

anti-HIV Cheet. al, 2013
anticancer Kathiravan & Raman, 2010
antiflingico Strobel & Li, 2001

N Wrayet. al, 2011

anticancer Che etal, 2009c
N Abeetal, 2013
N Sugawara et.al, 1997
N Sugawara et.al, 1997
N Aliet.al, 2013

N Aliet.al, 2013
anticancer Cheetal, 2009¢
N Cheetal, 2011
anticancer enilla& Muthumary, 2011

N Lou et. al, 2011

N Lou et. al, 2011
antimicrobiano Wrayet. al, 2011
antimicrobiano /anticancer

N Huang et. al, 2011

N Dingetal, 2012

N Dingetal, 2012

anticancer Liuet. al, 2011
anticancer Liuet. al, 2011
anticancer Liuet. al, 2011
anticancer Liuet. al, 2014

N Jaroszewski et. al, 2009

N Laiet. al, 2013.

N Koshino et.al, 1996

N Koshino et.al, 1996

N Koshino et.al, 1996
C. albicans Che et. al, 2008b
C. albicans Che et. al, 2008b
antimicrobiana  Gloer et. al, 2006
antimicrobiana  Gloer et. al, 2006
N Che etal, 2008a

Antifungico Cheetal, 2008a
anticancer Cheetal, 2009a
anticancer Che etal, 2009a

A diversidade de compostos produzidos por fungos desse género, como 0sS

apresentados no quadro acima, demonstra como esse género € rico do ponto de vista de

seu metabolismo secundéario, o que o coloca como uma fonte de recursos biologicos

importantes para estudos relacionadas a busca de novos farmacos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Analisar os perfis gendmico, protebmico e metabolémico de linhagens selvagens e

mutantes de fungos do género Pestalotiopsis, associados a basidiomicetos e plantas da

Amazonia para produgdo de substancias de interesse farmacologico.

3.2 Objetivos Especificos:

1) Avaliar as linhagens de Pestalotiopsis associadas a basidiomicetos e plantas da

2)

3)

4)

5)

6)

Amazonia brasileira, quanto a producgdo de metabdlitos anticancer e anticandida;

Verificar a variabilidade genética interespecifica de linhagens de Pestalotiopsis

spp., associadas a basidiomicetos e plantas da Amazonia brasileira;

Padronizar procedimentos de analise protedmica e metabolémica de Pestalotiopsis

spp. para aperfeicoamento da producéo e obtencdo dos metabolitos de interesse;

Desenvolver metodologia de andlise e classificacdo taxonémica de Pestalotiopsis
spp. através do perfil quimico, visando aperfeicoar estudos de diversidade e

prospec¢do de metabolitos;

Isolar e identificar substancias de linhagem de Pestalotiopsis sp. selecionada a
partir dos ensaios biolégicos para verificar a consisténcia dos dados de analises de

perfis quimicos;
Produzir mutantes de linhagens Pestalotiopsis selecionada pelos ensaios bioldgicos,

verificando as modificagbes genéticas, morfoldgicas, e quanto a producdo dos

metabdlitos de interesse;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Condicdes de cultivo para reativacédo das linhagens de Pestalotiopsis spp.

Na etapa inicial do trabalho foram utilizadas 42 linhagens cujos aspectos

morfologicos indicavam pertencerem ao género Pestalotiopsis (Tabela 2). A maioria

das linhagens selecionadas foi isolada como enddfita ou associadas a basidiomicetos da

regido Amazoénica. Todas pertencentes a Colecdo do Laboratério de Bioensaios e

Microrganismos da Universidade Federal do Amazonas (LaBMicra/UFAM). Foram

reativadas em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e mantidas em placa de

Petri a 24 °C.

Tabela 2. Linhagens de fungos pertencentes a colecdo do LaBMicra/UFAM selecionadas para

a realizacdo dos trabalhos de Tese.

N° Cod
01 PO1
02 P02
03 P03
04 P04
05 P05
06 P06
07 PO7
08 P08
09 P09
10 P10
11 P11
12 P12
13 P13
14 P14
15 P16
16 P17
17 P18
18 P19
19 P24
20 P23
21 P25
22 P27
23 P28
24 P29
25 P31

Id colecéo
GhCg 3.2.2

GhCg3.2.1
GaF3.1.2
GaFrl.1.2b
GaFr3.2.3
GaFrl.2.3
GaCl.3.2a
GaC2.3.1
GaC2.1.1
B5-3
AnspCgl.2.1
AnspCgl.1.3a
DgCr1.3.3
VrCl.2.1
DgCrl.1.3a
EoR7.1.1 av
EoR8.1.1C
EoR7.1.1b
MgCe2.1.2B
MgCel.2.2
MgRe3.1.1
MgF2.3.3
MgF2.1.3
MgCe3.2.3
Basla 3.1b

Hospedeiro

Gustavia elliptica

G. elliptica
. augusta

. augusta

G

G

G. augusta

G. augusta

G. augusta

G. augusta
G. augusta

Pinus elliottii
Rollinia sp.

Rollinia sp.

Duguetia stelachantha
Victoria amazonica
D. stelachantha

Euterpe oleracea

E. oleracea

E. oleracea

Myrcia guianensis

M. guianensis
M. guianensis
M. guianensis
M. guianensis
M. guianensis

Basidiomyceto

Parte da planta

Casca do galho
Casca do galho
Folha
Fruto
Fruto
Fruto
Caule
Caule
Caule
Espinho
Casca do galho
Casca do galho
Casca da raiz
Caule
Casca da raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Caule
Caule
Raiz
Folha
Folha
Caule

Basidiocarpo
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26 P33 Basla 3.1a Basidiomyceto Basidiocarpo
27 P36 Basla2.1B Basidiomyceto Basidiocarpo
28 P37 Baslal.l Basidiomyceto Basidiocarpo
29 P38 Bas2bl.1 Basidiomyceto Basidiocarpo
30 P40 GhF3.1.2 B G, elliptica Folha
31 P43 CrajC3.2.2 Arrabidaea chica Caule
32 P44 CrajF2.3.1 A. chica Folha
33 P47 EoR6.2.1b E. oleracea Raiz
34 P46 Bas3al.1 Basidiomyceto Basidiocarpo
35 P48 EoR5.2.1 av E. oleracea Raiz
36 P49 EoR6.1.2 E. oleracea Raiz
37 P50 EoR7.1.1c E. oleracea Raiz
38 P51 EoR7.1.1 i1spP2 E. oleracea Raiz
39 P52 Bas 3a 3.1 Basidiomyceto Basidiocarpo
40 P53 EoR71.1b E. oleracea Raiz
41 P54 EoR1.2.1C av E. oleracea Raiz
42 P55 Basla 2.1 Basidiomyceto Basidiocarpo

4.2 Caracterizagdo macro e micromorfolégica

As linhagens tiveram primeiramente seu género confirmado pela caracterizacao
taxonémica morfoldgica, através da analise das estruturas macro e micromorfolégicas.
Para isso foram cultivadas em meio BDA por 15 dias a temperatura de 24 °C.

Para analise fenotipica macroscopica foram consideradas caracteristicas das
culturas como: cor, textura, topografia, pigmento difuso, cor do verso e topografia do
verso da coldnia. As informacdes foram confrontadas com dados da literatura para esse
género (SUTTON, 1980; NAG RAJ, 1993; HYDE et al., 2011).

Para as andalises micromorfoldgicas foram preparadas placas de Petri com meio
BDA e repicados trés fragmentos 2,0 mm x 2,0 mm de cada coldnia isolada, colocadas
na borda do repique trés laminulas 18,0 mm x 18,0 mm esterilizadas. Decorrido 15 dias
a 24 °C as laminulas foram transferidas para laminas de microscopia e coradas com azul
de lactofenol.

O conidio, principal estrutura utilizada na caracterizagdo micromorfoldgica para o
género Pestalotiopsis, foi descrito quanto ao comprimento e largura das células
medianas, quanto ao numero e o comprimento do apéndice apical e quanto ao

comprimento do apéndice basal.
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As medicGes foram realizadas de forma aleatéria em 20 conidios para cada
linhagem. Para isso utilizou-se de microscopio éptico da ZEISS com cadmera acoplada
para captura de imagem com aumento de 200x e 400x. Os dados obtidos foram
comparados com a literatura especifica e utilizados como informacdo complementar
para identificacdo das espécies.

Os dados das medicOes das microestrutruras foram analisados estatisticamente,
utilizando para isso a andlise de variancia (ANOVA), em busca das caracteristicas
micromorfoldgicas mais significativas para diferenciacdo entre linhagens de diferentes

espécies.

4.3 ldentificagdo por biologia molecular: Extracdgo de DNA, PCR e
Sequenciamento

As linhagens de Pestalotiopsis spp. foram cultivadas em erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de meio Batata Dextrose (BD) por 3 dias a 24 °C e 120 rpm. O micélio
foi filtrado e triturado com silica para lise celular, e 0 DNA gendmico foi extraido com
kit ZR Fungal\Bacterial DNA microprep marca ZYMO RESEARCH, de acordo com o
protocolo do fabricante (Anexo 1).

O produto da extracdo foi preparado com 3 pL do DNAg mais 3 pL de uma
solugédo de GelRed 0,001 % e foi observado em gel de agarose a 0,8 % submetido a
voltagem de 80 V por 30 min., e ap0s a corrida eletroforética as bandas foram
visualizadas em transluminador UV. O gel foi fotodocumentado e utilizado para
conferir a pureza e a quantidade do DNA por comparacdo com marcador de peso
molecular de 1 Kb DNA ladder (Invitrogen™).

O DNA genbmico foi analisados por Polymerase Chain Reaction (PCR) conforme
descrito por Boichenko et al., (2000) com adaptacOes de Souza et al., (2008), para
amplificagdo do fragmento interno Its 1, 5,8s e Its 2 do rDNA foram utilizados 0s
primers para a amplificagdo das regifes Its 1 a 2 do rDNA, primers Itsl
(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3°) e lts4 (5°TCCTCCGCTTATTGATATG 3
Souza et al., (2008).

A reacéo foi preparada conforme descrito na Tabela 3 e o resultado foi avaliado
em gel de agarose 1,5 %. Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratorio de

Genética Aplicada a Salde e a Biotecnologia da UEA.
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Tabela 3. Componentes da PCR e suas respectivas concentra¢@es e quantidades.

Reagentes Concentracao Volume (uL)
Agua milli-q - 10,1
Tampéo 10x 2,5
MgCl 25mM 3,0
dNTP 1,25mM 3,0
Primer Itsl 10pMol 2,0
Primer Its4 10pMol 2,0
Taq polimerase 5,0U 0,4
DNA genbémico - 2,0
Volume final - 25,0

As reacoes de amplificacdo foram submetidas ao termociclador em uma sequéncia
com o0s passos: desnaturacdo inicial (94 °C por 4 minutos), seguida de 35 ciclos
composta por etapa de desnaturacdo (94 °C durante 2 minutos), anelamento (55 °C
durante 2 minutos), elongacdo (72 °C durante 2 minutos) e extensdo final com 10
minutos a 72 °C.

Apbs a PCR 2,0 pL de cada amostra foi misturada a 2,0 uL de GelRed 0.001% e
aplicada em gel de agarose 1,5 %. O marcador de peso molecular de 1 Kb DNA ladder
foi colocado no primeiro poco do gel e a corrida eletroforética foi realizada com
voltagem de 80 V por 20 min. Ap6s a corrida as bandas foram visualizadas em
transluminador de luz UV e o gel foi fotodocumentado.

Anteriormente a etapa de sequenciamento todas as amostras foram submetidas a
etapa de purificacdo utilizando a enzima ExoSAP marca USB Affymetrix, uma
exonuclease utilizada para degradar o excesso de primer oriundo da etapa de
amplificacdo. Foram utilizados 3,0 pL de enzima para 5,0 pyL de cada amostra,
incubando a mistura a 37 °C por 15 minutos e depois a 80 °C por 15 minutos para
inativagédo da enzima.

A etapa de sequenciamento dos amplicons foi realizada no Laboratorio de
genémica do Centro de Apoio Multidisciplinar da UFAM (CAM/UFAM) e para a etapa
de sequenciamento todas as amostras foram diluidas 1/10 e utilizou-se 1,0 puL de cada
amostra para o sequenciamento. O mix para reacdo de amplificacdo do sequenciamento

foi preparado de acordo com a Tabela 4.
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Tabela 4. Componentes da PCR de sequenciamento e suas respectivas
concentragdes e volumes.

Reagentes Volume pL/ amostra
Big Dye 1,0

Agua milli-Q 55

Tampéo 2,0

Primer Itsl e Its4 0,5 (10 pMol)
Produto da PCR 1,0

Volume final 10 pL

Apo6s o PCR de sequenciamento as amostras foram precipitadas de acordo com o
protoloco (Anexo 2) e foram entdo analisadas no sequenciador 3500 Genetic Analyser
(Life Technologies).

Apds a decodificacdo das sequéncias nucleotidicas, todas foram conferidas
visualmente para verificacdo da qualidade das sequéncias, e em seguida contrastadas
com os depdsitos do GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), por meio do Blast, em

busca de sequéncias semelhantes para a identificacdo das espécies.

4.4 Andlise filogenética das regides Itsl e Its2 do rDNA

As sequéncias obtidas foram montadas e alinhadas no programa BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) utilizando Clustalww (THOMPSON
et al., 1994) otimizando as sequéncias manualmente quando necessario. A analise
filogenética foi realizada usando o programa MEGA6 (TAMURA et al., 2013). Para
avaliar as similaridades e/ou diferencas filogenéticas referentes as regides Itsl e 2 do

rDNA das linhagens estudadas foi construida a arvore filogenética pelo método de
Maxima Parcimonia (MP), com busca heuristica pelo algoritmo TBR (“Tree-Bissection-
Reconnection”), considerado o de maior eficiéncia e com bootstrap de 1000 repeticdes.
Uma linhagem de Aspergillus niger (As18) foi utilizada como “outgroup ” para controle

externo.

4.5 Avaliacdo da diversidade genética pela técnica de AFLP
O DNA gendmico de todas as linhagens, obtido na etapa de extragdo, foi
submetido a técnica de AFLP (Amplified Restriction Fragment Polymorphism)

conforme a metodologia descrita por Vos et al., (1995):
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1. Digestdo do DNA gendémico por endonucleases de restricdo e ligacdo de
adaptadores;

2. Amplificacdo dos fragmentos de restri¢éo;

3. Anélise em gel ou por capilaridade dos fragmentos amplificados.

Para realizacdo desta técnica todas as amostras foram previamente avaliadas
quanto a quantidade de DNA gendmico em equipamento NanoDrop. Para a etapa de
AFLP propriamente dita foi utilizado o Kit AFLP® Analysis System for Microorganisms
da Invitrogen - Life Technologies. Foram seguidos os passos de acordo com o protoloco
do fabricante (Anexo 3).

De forma geral foram realizadas as etapas de digestdo do DNA genémico com as
enzimas de restricdo EcoR | e Mse I; ligacdo de adaptadores especificos aos terminais
dos fragmentos amplificados gerados pela clivagem; pré-amplificacdo dos fragmentos
de restricdo utilizando os primers EcoR | (E-0) e Mse | (M-0), amplificacdo seletiva e
dos fragmentos utilizando os primers E-AC e M-A, especificos para fungos
filamentosos.

Apbds a reacdo final de PCR, e amplificacdo das regides selecionadas, 3 pL de
GelRed 0.001% foram adicionados a 5 pL de cada reacdo (amostra), e entdo aplicado
em gel de agarose 2,5 %, com marcador de peso molecular de 1 Kb DNA ladder
(Invitrogen™). A cuba de eletroforese foi submetida a uma voltagem de 80 V durante 1
h e 20 min. Apo6s a corrida as bandas foram visualizadas em transluminador de luz UV e
o gel foi fotodocumentado.

Os perfis de bandas obtidos pelo AFLP foram transformados em varidveis
binarias, com numero 1 significando presenca de banda e o nimero 0 auséncia. A matriz
resultante constituida pelos amplicons foi analisada pelo programa STATISTICA (data
analysis software system), StatSoft, Inc. (2005), versdo 7.1. www.statsoft.com. A partir
desta matriz foram determinadas as similaridades das linhagens por meio do coeficiente
de Pearson.

O programa utilizou os dados da matriz de similaridade para a constru¢do do
dendrograma de agrupamento hierarquico pelo método UPGMA (Unweighted Pair-

Group Method with Arithmetical Average).
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4.6 Perfil quimico geral das linhagens de Pestalotiopsis spp.

Para o estudo do perfil quimico dos metabdlitos secundarios de Pestalotiopsis spp.
as 33 linhagens foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 6,0 mL de meio de
cultura BDL (Batata, Dextrose e extrato de Levedura 2 %) (SOUZA et al., 2004)
previamente esterelizados e inoculados com 10 pL de suspensdo de conidios na
concentracdo de 30 x10° cels.mL™.

O experimento foi realizado em triplicata e mantido em modo estatico a 24° C por
25 dias. Foram tratadas com o mesmo procedimento uma amostra contendo apenas 0
meio de cultivo como amostra testemunha, e outra com suspensdo de esporos de A.
niger (As18) como “outgrup ” nas etapas de analise de dados.

Decorrido o tempo de cultivo os meios fermentados foram filtrados para
separacdo do micélio. Foram retiradas aliquotas de 1,0 mL de cada amostra e
congeladas para analise de perfil de proteinas secretadas. Ao restante do meio liquido
fermentado foram adicionados 3,0 mL de Acetato de Etila (AcOEt) para a extracdo dos
compostos de media e baixa polaridade. A mistura foi agitada em vortex por 3,0
minutos do meio congelado foi retirada a fase organica, seguindo-se a evaporacao do
solvente.

Para a andlise por espectrometria de massas (APCI-MS), as amostras foram
agitadas em vortex por 3,0 minutos com 150 pL de Metanol (MeOH) para promover a
solubilizacdo do extrato (solucdo-mée). Da solucdo-méde foram retirados 50 pL e
adicionados a 500 pL de MeOH (solucdo de analise). As amostras foram analisadas por
insercdo direta em espectrometro de massas da THERMO na faixa de massas de 100 a
1.000 em modo positivo.

Os resultados obtidos foram analisados sob dois aspectos: observando em cada
amostra a presenca de ions referentes a possiveis substancias de interesse
farmacologico, de acordo com a literatura, e através da analise estatistica do conjunto de
ions. Nesta analise foram considerados os ions na faixa de m/z 100 a 800, cujos valores
e intensidades foram tabelados no programa Excel e transformados em matrix
bidimensional dos valores de m/z x linhagem.

Foram considerados de valor numérico 1 todos os sinais abaixo de 10 % de
abundancia relativa. Foi entdo aplicada a Analise de Componentes Principais (PCA) e a
Analise Hierarquica de Cluster (HCA), ambas no programa STATISTICA (data
analysis software system), StatSoft, Inc. (2005), versao 7.1. www.statsoft.com.
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A PCA identifica dentro de um grande universo, neste caso, um grande nimero de
ions formados, qual dire¢do que contém o maior nimero de informag6es. Por meio de
projecdes dos resultados analiticos de cada amostra formados pelas novas componentes
(components principais), é possivel demonstrar diferencas entre as amostras utilizadas
(dados de scores) determinando quais as principais varidveis envolvidas, portanto os
principais ions responsaveis pelas diferengas entre as linhagens.

A HCA é uma analise exploratoria que busca classificar diferentes amostras
dentro de um grupo, de modo que o grau de associacdo entre dois ou mais objetos seja
maximo se pertencerem ao mesmo grupo (cluster) ou minimo se forem diferentes.
Assim ambas se mostram eficientes para o tipo de analise proposta nesta parte do
trabalho.

4.7 Obtencao dos extratos brutos das linhagens de Pestalotiopsis spp.

Para o cultivo das 33 linhagens de Pestalotiopsis spp. em maior escala, trés
fragmentos de 4,0 mm x 4,0 mm de cada linhagem com 15 dias de crescimento foram
inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL em triplicata, contendo 100 mL de meio
batata-dextrose acrescido de 0,2 % de extrato de levedura sob condicdes estéreis
(SOUZA et al., 2004). Os frascos foram incubados por 25 dias a 24 °C.

Apbs a fermentacdo, os meios de cultura, e os micélios foram separados por
filtracdo. A extracdo do meio de cultura fermentado foi feita por particio com AcOEt,
por 3 vezes. O micélio foi macerado com AcOEt:MeOH (1:1) por 48 h e depois filtrado.
Todos os extratos foram submetidos a rotaevaporador, com pressdo reduzida, para
eliminacdo dos solventes, secos, pesados e armazenados a -4 °C para a realizacdo dos

testes bioldgicos de avaliagdo das atividades antifungica e citotoxica.

4.8 Testes para deteccao das atividades bioldgicas:
4.8.1 Ensaio para atividade anticandida

Todos os extratos foram testados frente a linhagem patogénica de Candida
albicans obtida da colecdo de microrganismos patogénicos da Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz — AM), cddigo CFAM — 1342. Os testes foram determinados pelo método de
diluicdes sucessivas em caldo, conforme recomendado pelo Subcommitte on Antifungal
Susceptibility Testing do US National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 1997).
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O bioensaio foi realizado em placas de 96 pocos com 100 pL de caldo Sabouraud
2X, 100 pL de soluco dos extratos teste (2,0 mg.mL™), e 10 pL de suspenséo flngica
(C. albicans) com 1.0 x 10" UFC.mL™, seguido por incubac&o a 37 °C por 24 horas
(COS et al.,, 2006). Os extratos testes foram preparados solubilizando-os em
dimetilsulféxido (DMSO) 10 % (RODRIGUES-FILHO, 2007).

A bioatividade foi registrada como auséncia de coloragdo nos pocos depois da
adicdo de 20 pL de revelador azul de nitrotetrazolio (NBT). O antibidtico nistatina (2.0
mg.mL-1) foi usado como controle positivo, e 0 meio de cultivo Sabouraud, sem
aditivos, foi usado como controle negativo.

Os extratos que apresentaram resultados positivos foram submetidos a avaliagdo
da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), por diluicBes sucessivas, partindo de 1,0 até
0.015 mg.mL™. As fracdes obtidas nas etapas subsequentes do trabalho foram testadas

nas mesmas condicdes.

4.8.2 Ensaio para atividade citotoxica

A avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos das linhagens de Pestalotiopsis
spp. foi realizado utilizando o método Alamar Blue. Neste método o reagente Alamar
Blue é usado como indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades de redox.
Em células com proliferacdo o reagente é reduzido. A forma oxidada é azul e nédo
fluorescente, indicando a presenca de células ndo viaveis, e a forma reduzida é rosa e
fluorescente, indicando a presenca de células viaveis.

Dessa forma, o teste de Alamar Blue foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Ahmed et al., (1994) com o intuito de se analisar a viabilidade das células
MRC-5 — fibroblasto humano (normal), Melanoma SKMEL 19, Carcinoma escamoso
de lingua CAL-27 e Adenocarcinoma gastrico ACP02, na presenca dos extratos de
Pestalotiopsis spp.

As células foram cultivadas em garrafa de cultura com meio DMEM completo.
Elas foram contadas em cdmara de Neubauer e transferidas para placas de 96 pogos,
cada poco contendo 1 x 10* células em 200 pL de meio de cultura. A placa foi entdo
incubada por 24 h em estufa a 37 °C com atmosfera de 5 % de CO,. ApGs este tempo, as
células foram tratadas com 100 pL dos extratos previamente solubilizados em dimetil-
sulféxido (DMSO) e testados na concentragdo de 50 pg.mL™.

A Doxorrubicina foi usada como controle positivo. O grupo controle negativo
recebeu no poco a mesma quantidade de DMSO utilizada nos extratos. Apés 24 h de
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tratamento, 10 pL da solucéo reveladora de Alamar Blue (solucdo estoque 0,4 % 1:5 em
meio de cultura sem soro fetal bovino) foi adicionada em cada pogo da placa, a qual foi
incubada em estufa 30 °C por 3 h e analisada sob fluorescéncia em leitor de placas Elisa
(marca Beckman e Coulter). Os dados foram analisados em relacdo ao controle

negativo.

4.9 Perfil quimico da linhagem de P. microspora (AnspCgl.1.3a)

Com base nos resultados de atividade bioldgica foi selecionada a linhagem de P.
microspora (P12/ AnspCg1.1.3a) para avaliacdo de seu perfil quimico. In6culos com 20
L da suspensdo de conidios na concentracdo de 30 x10° cels.mL™ foram aplicados em
35 erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio BDL, os quais foram incubados em
B.O.D. temperatura de 24 °C.

Foram retiradas triplicatas dos cultivos a cada cinco dias do 5° ao 40°, e ainda no
50° e 60° dias. A cada amostragem os meios cultivados foram filtrados e os micélios
foram secos e pesados. Durante esse periodo as amostras do meio cultivado foram
avaliadas quanto a concentracdo de acUcar e quanto ao pH. Esses parametros foram
utilizados para avaliar as etapas de crescimento da linhagem e producdo de metabdlitos
secundarios em comparacdo ao perfil de massas. Além disso, aliquotas de cada amostra
foram congeladas para andlise dos perfis de proteinas secretadas.

O meio liquido cultivado foi extraido em funil de separacdo de 100 mL, por
agitacdo com AcOEt 100 % e os extratos obtidos foram secos e pesados. Todos 0s
extratos foram entdo avaliados quanto a atividade anticandida, conforme descrito
anteriormente, e tambem analisados por espectrometria de massas (APCI - MS).

Para a analise dos extratos por espectrometria de massas a amostra foi
solubilizada em MeOH na concentracdo de 1,0 mg.mL™ (solugdo-mée), e dessa solugio
20 pL foram diluidos em 1,0 mL de MeOH (solugdo de analise). O equipamento
utilizado foi espectrometro da THERMO, com o probe de Atmospheric Pressure
Chemical lonization — APCI-MS, na faixa de massas de 100 a 500 m/z em modo

positivo.
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4.10 Estudo da bioatividade de metabdlitos de P. microspora
4.10.1 Preparacéo de extratos em escala preparativa
A linhagem P. microspora (P12/ AnspCgl.1.3a) considerada a mais promissora
em funcdo de sua bioatividade foi cultivada em escala preparativa para isolamento e
caracterizagdo de compostos bioativos. Foram utilizados 111 frascos Erlenmeyers de
1000 mL com 300 mL de meio liquido batata-dextrose e 0,2 % de extrato de levedura
(BDL) sob condicdes estéreis (SOUZA et al., 2004), incubados por 35 dias a 24 °C.
Apds o cultivo, o meio foi filtrado para retirada do micélio, particionado com
AcOEt e a fracdo organica foi concentrada em rotaevaporador com pressdo reduzida
para eliminagdo do solvente, obtendo-se o extrato P12L. O micélio foi extraido com
MeOH:AcOEt (1:1) durante 24 h por 3 vezes e ap0s a evaporacdo do solvente sob

pressdo reduzida foi liofilizado, resultando no extrato P12M.

-P. microspora;
FUNGO 111 Erlens de 1000mL com 300 mL;
l - BDL, por 35 dias, 24°C, estatico
l Filtragdo
4 -Liquido:liquido
-Teste bioldgico; MICELIO - AcOEt
-LC/IMS P12M
l - Coluna filtrante
- Teste bioldgico; MEIO -Teste bioldgico;
-CCD; -LC/MS
- Bioautografia P12L
M-01 M-02 M-03 M-04
- Coluna filtrante
L-01 L-02 L-03 L-04 ' _Teste biolégico;
-CCD;
- Bioautografia
CCD preparativa
L-03_1 L-03_2 L-03_3 L-03_4
-RMNH, C

Figura 3. Producdo, fracionamento e isolamento de metabdlitos de P. microspora (P12/ AnspCgl.1.3a).
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4.10.2 Fracionamento dos extratos brutos

O extrato P12L foi analisado por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em
silica ALUGRAM® SIL G/UVas, para TLC (Macherey-Nagel) com vérias combinages
dos solventes Hex:AcOEt:MeOH, e apos as andlises foi submetido a coluna filtrante em
silica gel com combinacGes desses solventes, em gradiente de polaridade crescente,
resultando em quatro fragdes: P12L-1 (8:2:0), P12L-2 (1:1:0), P12L-3 (0: 9,5:0,5) e
P12L-4 (0:0:1). As fragOes foram secas, pesadas e testadas para avaliacdo da atividade
anticandida. As fracbes que apresentaram a atividade foram novamente avaliadas por
bioautografia em CCD conforme descri¢cdo no subitem 5.10.3

As fracOes de P12L-3 e P12L-4 foram analisadas em HPLC-DAD-MS em coluna
Cis, da Phenomenex com analisador de espectrometria de massas ajustado para a faixa
de 100 a 1000 e usando 10 pL em cada injecdo. O modo de eluicdo gradiente linear
consistiu de 60 % de agua (A) e 40 % de acetonitrila (ACN) (B) até 100 % de ACN em
30 min. Utilizou-se o modificador organico 0,005 % de &cido trifluoroacético (TFA) na
fase ACN.

O extrato P12M do micélio foi solubilizado em H,O:MeOH 5 % e submetido a
extracdo em fase sélida (SPE), em cartucho de C18 da Applied Separations com 10g.
Apbs o acondicionamento do cartucho com H,O:MeOH 5 % sob vacuo, a amostra foi
gradativamente adicionada. Ao final o material retido foi extraido com 100 mL de
MeOH e o extrato seco e pesado foi armazenado para posteriores testes biologicos e
fracionamento.

O fracionamento do extrato P12M apdés analises por CCD foi submetido a coluna
filtrante em silica gel, eluida com Hexano:AcOEt:MeOH obtendo-se quatro fraces:
P12M-1 (3:7:0), P12M-2 (0:8:2), P12L-3 (0: 1:1) e P12L-4 (0:0:1). As fragdes secas,
pesadas foram testadas para avaliacdo da atividade anticAndida. As fracBes que
apresentaram a atividade foram novamente avaliadas por bioautografia em CCD,

conforme descri¢do no subitem 5.10.3.

4.10.3 Teste de Bioautografia

As frages P12L-3 e P12M-2 com atividades anticandidas e quantidades
suficientes de amostra para se tentar o isolamento de substancias foram ensaiadas por
bioautografia. As fracbes foram eluidas com combinacbes de Hex:AcOEt:MeOH em
pares de placas de silica ALUGRAM® SIL G/UVas4 (Macherey-Nagel), aplicando-se 20
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uL das fraces solubilizadas em MeOH 100 % na concentracdo de aproximada de 10
mg.mL™.

As fragGes do extrato P12L foram eluidas em Hex:AcOEt:MeOH (3:6:1) e as
fracdes de P12M foram eluidas em Hex:AcOEt:MeOH (3:5:2). Um par de cada placa
foi revelado com luz UV de 254nm e/ou vanilina acida para o registro do Rf, e o outro
apos a evaporagdo do eluente foi acondicionado em placas de Petri (150 x 20 mm)
contendo aproximadamente 30 mL de meio de cultura sabouraud, e suspensdo de C.
albicans CFAM-1342 na concentracdo de 1.0x10’ UFC.mL™.

As placas de Petri contendo as cromatoplacas e 0 meio de cultura com o
microrganismo teste foram incubadas a 37 °C por 48 horas e ap6s aplicacdo do
revelador NBT foram novamente incubadas por 20 minutos e entdo avaliadas.

4.10.4 Isolamento e analise de compostos

Com base nos Rfs das substancias bioativas observados na bioautografia as
fragdes dos extratos foram refracionados por Cromatografia em Camada Delgada
Preparativa (CCDP) visando o isolamento dos compostos bioativos.

Para o preparo da placa de CCDP adicionou-se 10 g de silica (silica gel 60
preparativa com UV2s4) marca Macherey-Nagel, em 30 mL de agua destilada e apds
homogeneizacdo, distribuiu-se uniformemente sobre placa de vidro de 10 cm x 20 cm.
Apdbs aproximadamente 12 horas de secagem em temperatura ambiente a placa de
CCDRP foi seca em estufa 90 °C por quatro horas para ativacao da silica.

A amostra solubilizada em 400 pL de MeOH foi aplicada de forma homogénea a
1,5 cm de uma das bordas da placa e eluida com Hex:AcOEt:MeOH (3:6:1). Decorrida
a eluicdo e a evaporacdo do solvente, a placa foi revelada sob luz UV de 254 nm e as
bandas foram retiradas da placa por raspagem da silica contendo as amostras. As
subfracdes foram extraidas com MeOH grau HPLC secas, pesadas e armazenadas para
caracterizacdo e identificacdo de substancias.

Todas as sub-fragbes foram analisadas em Espectrdometro de massas da
THERMO, com Atmospheric Pressure Chemical lonization — APCI-MS operando na
faixa de 100 a 500 m/z nos modos positivo e negativo.

Também foram analisadas em Espectrometro de RMN marca Bruker AVANCE
11l HD, operando a 11.75 tesla, observando os nicleos de *H e **C a 500,13 e 125 MHz,
respectivamente, equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus

SmartProbe™) com gradiente de campo na direcéo Z.
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4.11 Andlise das proteinas de Pestalotiopsis spp. e eletroforese em gel SDS-PAGE

As amostras produzidas para os estudos do perfil quimico geral das linhagens,
perfil quimico de P. microspora (P12/ AnspCgl.1.3a), e das linhagens mutantes foram
analisadas para determinacdo dos perfis de proteinas secretadas no meio de cultura.

Nesta etapa de trabalho 400 pL das amostras congeladas a -6 °C foram liofilizadas
e ressolubilizadas em 400 pL de tampdo SDS 2x contendo (Tris-HCI 200mM/pH 6,8;
SDS 4 % v/v; B-mercaptoetanol 4 % v/v; glicerol 20 % v/v; azul de bromofenol (0,1 %
p/) e expostas a condi¢des desnaturantes (SHAGGER, JAGOW, 1987).

Procedeu-se a analise em gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate -
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) contendo (3,3 mL de H,O; 4,0 mL de acrylamide
mix 30 %; 2,5 mL de Tris 1,5 M (pH 8.8); 0,1 mL de SDS (20 %); 0,1 mL de persulfato
de amonia 10 %; 0,004 mL de TEMED).

4.12 Producéo dos mutantes de P. microspora (AnspCgl.1.3a)

A linhagem de P. microspora (P12/ AnspCgl.1.3a) selecionada pelas atividades
bioldgicas, foi submetida a producdo de linhagens mutantes. Suspensdo de conidios
dessa linhagem na concentracéo de 30 x10° cels.mL™ foram preparadas a partir de placa
de Petri contendo 0 meio BDA com crescimento de 15 dias a 24° C. Essa amostra foi
agitada em vortex e 1,0 mL foi transferido para um tubo de ensaio com 9,0 mL de
solucdo salina 0,8% (solucdo-mée). O mesmo foi realizado para um tubo controle para
calculo de células viaveis.

A solugdo-mée foi transferida para placa de Petri estéril e submetida a radiacao
ultravioleta de 254 nm, a uma distancia de 10 cm da fonte de radiagdo. A cada 2,0
minutos, até o 20° minuto, uma aliquota de 1,0 mL foi transferida para microtubo tipo
eppendorf de 1,5 mL, protegido da luz.

Todas as aliquotas foram submetidas a dilui¢bes sucessivas em cinco tubos de
ensaio contendo 9,0 mL de solugdo salina 0,8%. Das ultimas trés diluicbes 100 pL
foram plagueados em BDA em triplicata, espalhados com alca de Drigalski, e incubadas
a 24° C. As culturas foram regularmente avaliadas quanto a viabilidade celular dos
conidios. Foram consideradas mutantes as amostras que apresentaram células viaveis no

maior tempo de exposicéo.
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4.13 Analises dos mutantes de Pestalotiopsis sp.

As linhagens mutantes obtidas foram submetidas a andlise macro e
micromorfoldgica conforme itens 4.2 e tiveram seu material genético extraido e
amplificado conforme itens 4.3 e analisados pela técnica de AFLP conforme itens 4.5.
Quanto a producdo dos seus metabdlitos secundarios seguiu-se o procedimento descrito
no item 4.10 (tempo de cultivo de 25 dias). O perfil de proteinas secretadas foi obtido

de acordo com o itens 4.11.
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5. RESULTADOS E DICUSSAO
5.1 Reativacéo e caracterizagdo macro e micromorfoldgica de Pestalotiopsis spp.

A analise macromorfolégica do cultivo no meio de cultura (BDA) mostrou um
crescimento peculiar para a maioria das linhagens, com micélio indo de ralo a cotonoso,
de coloragéo branca algumas vezes amarelada nas bordas, apresentado no centro da
placa uma coloragdo preta em virtude do grande nimero de acérvulos, estrutura tipica
para 0 género (SUTTON, 1980; HYDE et al., 2014). As linhagens P01 (GhCg 3.2.2) e
P02 (GhCg3.2.1) ndo apresentaram essas caracteristicas e a observacdo das
microestruturas mostrou ndo se tratar de fungos do género Pestalotiopsis. Ambas foram
retiradas das etapas subsequentes do trabalho.

As estruturas micromorfoldgicas tipicas para 0 género como conidios com cinco
células, sendo trés medianas de coloracdo marrom e duas células hialinas nas
extremidades foram observadas em 36 linhagens confirmadas, portanto, como
pertencentes ao género Pestalotiopsis sp. Quatro outras linhagens também foram
retiradas do grupo de trabalho, pois foram identificadas como Fusarium spp. (2) e
Phomopsis spp. (2).

Os resultados obtidos com as medicdes das microestruturas do conidio nos
permitiu propor um agrupamento das linhagens em nivel de espécie, porém como a
identificacdo levando em consideracdo apenas a micromorfologia ndo foi totalmente
segura, confrontamos os resultados com os da biologia molecular. Os dados das
medicBes das microestruturas dos conidios para 33 linhagens estdo apresentadas na
Tabela 5.
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Tabela 5. Medic¢des da micromorfolégicas de conidios de 33 espécies Pestalotiopsis spp.

Conidios (um) Apéndices (um)
S 2% cél. 3% cél. 4% cél. diametro basal apical

P. camelliae (P03) 5.46:0.48 5.30+0.44 5.44+0.74  6.51%0.23 4.52+0.24 17.64+2.14
N. clavispora (P04) 491+0.31 527+0.266 5.73+0.89  7.00+0.45 5.78+0.96 15.85+1.93
P. mangiferae (P05) 7.42+0.45 7.07x0.40  6.24+0.49  8.98+0.88  11.02+2.50 35.19+2.34
P. microspora (P06) 5.20+0.57 5.45+0.34  5.28+0.37 7.28+1.06 4.52+0.30 21.2+0.90
P. microspora (P07) 523+0.55 5.44+0.32 5.24+0.36  7.30%1.10 4.5620.28 20.6+0.89
P. microspora (P08) 521+0.47 5.46+0.33 5.26+0.34  7.26x1.09 4.54+0.30 20.6+0.88
P. mangiferae (P09) 6.68+0.48  6.36+0.66 5.79+0.51  9.52+0.30  11.35+2.77 36.64+0.30
P. disseminata (P10) 5.48+0.49 5.32+0.45 548+0.78  6.66+0.28 4.42+0.34 17.84+2.12
P. mangiferae (P11) 5.69+0.62 5.39+0.45 5.64+0.94  6.90+0.38 9.06+1.91 21.10+1.84
P. microspora (P12) 5.21+0.57 546x0.36 5.26+0.37  7.30+1.09 4.50+0.28 20.6+0.90
P. neglecta (P17) 5.38+0.48 534040 539+0.72  6.50+0.26 4.49+0.28 17.562.09
P. clavispora (P18) 5.41+0.33 5.31+0.47 5.44+0.78  6.590.29 4.40%0.34 17.81+2.10
P. clavispora (P19) 5.47+0.49  537+0.39 550+0.66  6.67£0.22 4.4120.30 17.80+1.85
P. mangiferae (P24) 7.36£0.40  7.19+0.28  6.25:0.49  8.92+0.68  11.00+2.10 35.32+2.14
P. clavispora (P25) 5.44+0.45 535+0.36 5.48+0.63  6.61+0.28 4.39+0.35 17.90+1.65
P. mangiferae (P27) 559+0.42 545+0.35 531+0.34  7.08+0.25 9.32+1.50 25.5+2.77

P. versicolor (P28) 4.99+0.45 506+0.27 4.73x0.33  7.660.32 9.54+0.88 26.6+2.50

N. clavispora (P29) 553+0.27 5.63+0.46  6.04+0.90  7.66%0.32 4.650.83 28.4+3.94

P. mangiferae (P31) 550+0.83 5.74+0.31 5.48+0.63  6.930.70 6.98+2.17 23.0+3.50

P. clavispora (P33) 5.49+0.49 5.34+0.47 550+0.78  6.67£0.29 4.44+0.34 17.85+2.15
N. formicarum (P36) 5.49+0.18 558+0.41 6.11+0.62  7.65+0.34 4.65+0.62 27.88+2.86
P. disseminata (P37) 5.39+0.29 542+0.35 5.68+0.78  6.58+0.28 4.56+0.34 16.94+2.02
P. mangiferae (P38) 5.70+0.62 542+0.35 544+0.94  6.80+0.48 9.11#1.71 20.90+1.54
P. microspora (P40) 5.17+0.37 5.66+0.16 5.86+0.17  7.20%0.99 4.50+0.38 19.98+0.70
P. microspora (P43) 5.20+0.56 5.55+0.36 5.36+0.27  7.22+1.11 4.20£0.78 20.71+0.80
P. microspora (P44) 5.21+0.27 5.39+0.36 526055  7.45+1.23 4.89+0.18 21.6+0.90
P. mangiferae (P46) 550+0.52 5.39+0.27 5.41+0.78  6.80+0.48 9.08+1.54 20.90+1.44
P. versicolor (P47) 478+0.70  5.04+0.17 4.55+0.73  7.78+0.30 9.58+0.98 25.3+1.90

P. versicolor (P48) 4.69+0.95 528+0.27 4.99+0.31  7.660.52 9.51+0.44 27.4£2.10

P. clavispora (P51) 526+0.35 5.29+0.46 5.28+0.53  6.41%0.18 4.69+0.27 18.20+1.77
P. adusta (P52) 5.29+0.88 5.39+0.32 5.49+0.52  6.40+0.46 4.59+0.88 16.96+1.89
P. clavispora (P53) 5.46+0.55 5.39+0.25 555+0.69  6.71+0.58 4.69+0.15 17.50+1.85

N. clavispora (P55) 5.54+0.28 5.64+0.44  6.02+0.92 7.67+0.34 4.67+0.82 28.58+3.96



Foram identificadas um total de 10 espécies de Pestalotiopsis. llustradas nas
figuras 4 a 13, estdo um exemplar de cada espécie mostrando a macromorfologia em

placa, frente e verso, além da micromorfologia dos conidios.

v 0pm 10 pm
Figura 4. P. mangiferae P11 (AnspCgl1.2.1). Na ordem: em A
e B imagem da frente e verso da cultura em placa,eem C e D
imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio
individual.

Figura 5. P. microspora P12 (AnspCg1.1.3a). Na ordem: em A
e B imagem da frente e verso da cultura em placaeem Ce D
imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio
individual.
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Figura 6. P. cIawspora P25 (MgRe3.1.1). Na ordem: em A eB
imagem da frente e verso da cultura em placa e em C e D
imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio
individual.
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Flgura 7. N cIavnspora P29 (MgCe3.2.3). Na ordem: em A e

B imagem da frente e verso da cultura em placaeem Ce D

imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio

individual.
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Figura 8. P. versicolor P48 (EoR5.2.1 av). Na ordem: em A e
B imagem da frente e verso da cultura em placa e em C e D

imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio
individual.
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Figura 9. P. disseminata P10 (B5-3). Na ordem: em A e B
imagem da frente e verso da cultura em placa e em C e D
imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio

individual.
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Figura 10. P. neglecta P17 (EoR7.1.1av). Na ordem: em A e B
imagem da frente e verso da cultura em placa e em C e D
imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio
individual.
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Figura 11. N. formicarum P36 (Basla2.1B). Na ordem: em A e
B imagem da frente e verso da cultura em placa e em C e D
imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio
individual.

56



C’ D

(NN

20 pm 5£m
Figura 12. P. camelliae P03 (GaF3.1.2). Na ordem: em A e B
imagem da frente e verso da cultura em placa e em C e D
imagem do conjunto de conidios e microestrutura de conidio
individual.
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Figura 13. P. adusta P52 (Bas3a3.1). Na ordem: em A e B

imagem da frente e verso da cultura em placa e em C e D imagem
do conjunto de conidios e microestrutura de conidio individual.
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Para a andlise de variancia das medidas das microestruturas foram selecionadas
espécies que possuiam trés especimes representantes ou mais. Dessa forma, foram
selecionadas cinco espeécies, sendo elas: P. mangiferae (08 linhagens), P. microspora
(07 linhagens), P. clavispora (06 linhagens), Neopestalotiopsis clavispora (03
linhagens) e P. versicolor (03 linhagens).

Os itens analisados estdo relacionados ao corpo do conidio e a seus apéndices: (1)
Comprimento total da célula mediana (Gréfico 1), (2) Largura da célula mediana
(Gréfico 2), (3) Comprimento do apéndice apical (Gréfico 3) e (4) Comprimento do
apéndice basal (Grafico 4). Ndo foram utilizados os itens numero de apéndices e

coloracdo das células medianas.
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P. mangiferae P. microspora P. versicolor
P. clavispora N. clavispora

Grafico 1. Box-Plot da analise de variancia do (1)
Comprimento total da célula mediana (um).

Os resultados da analise do comprimento medio total das células medianas
mostrou que € possivel diferenciar a linhagem P. mangiferae das demais linhagens,
excecdo dada a P. versicolor. Ficou claro também que esse critério ndo € util para
diferenciar as espécies P. clavispora, P. microspora e N. clavispora.

O comprimento da célula mediana apesar de utilizado em trabalhos de estudos
morfologicos para 0 género Pestalotiopsis, é tratado com cautela por apresentar pouca
variacdo entre espécies distintas (JEEWON et al., 2003), o que também foi observado
neste trabalho, e portanto, ndo se configura como um bom critério para uma

diferenciacdo a nivel de espécie.
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11

10

P. mangiferae P. microspora P. versicolor
P. clavispora N. clavispora

Grafico 2. Box-Plot da anélise de variancia da (2)
Largura da célula mediana (um).

De acordo com a literatura especifica a largura da célula mediana é um critério
bastante atil para diferenciar espécies desse género. Trata-se de um critério
relativamente constante dentro de cada espécie que pode ser utilizado na etapa de
identificacdo morfoldgica (JEEWON et al., 2003). Os resultados obtidos fortalecem
essa ideia tendo em vista que foi possivel separar as cinco espécies analisadas em trés
grupos (a,b,c) deixando clara a utilidade desse critério na diferenciagdo morfoldgica

dessas espécies.
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P. mangiferae P. microspora P. versicolor
P. clavispora N. clavispora

Gréfico 3. Box-Plot da andlise de variancia do (3)
Comprimento do apéndice apical (um).
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A exemplo da largura da célula mediana, o comprimento do apéndice apical
também é um critério descrito pela literatura cientifica como um dos mais significativos
para diferenciacdo a nivel de espécie para este género (HYDE et al., 2011). Os
resultados obtidos para as cinco espécies corroboram com essa afirmativa, uma vez que

foi possivel a formacéo de trés grupos distintos utilizando esse critério.

18
16
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10

b
6
b b
. B &
P. mangiferae P. microspora P. versicolor
P. clavispora N. clavispora

Gréfico 4. Box-Plot da andlise de variancia do (4)
Comprimento do apéndice basal (um).

Os comprimentos médios do apéndice basal foram bastante similares para as
espécies P. clavispora, P. microspora e N. clavispora, demonstrando que esse ndo é um
criterio de escolha para a diferenciacdo micromorfologica deste género. Outros
trabalhos questionam a eficiéncia desse critério como ferramenta de separacdo
morfolégica na etapa de identificacdo por conta de sua pouca variabilidade dentro do
género (JEEWON et al., 2003; HYDE et al., 2011).

Os resultados demonstram que as microestruturas que apresentam maior distingéo
entre as espécies sdo: (2) Largura da célula mediana e (3) Comprimento do apéndice
apical, informag0es que corroboram com os dados observados nos trabalhos de Jeewon
etal., 2003 e Hyde et al., 2011.

Os dados indicam que as estruturas avaliadas ndo possuem 0 mesmo grau de
relevancia na definicdo de espécie. Essa informacdo aponta a necessidade de se
determinar diferentes graus de significncia entre os itens morfoldgicos, dessa forma, os

itens mais relevantes seriam mais decisivos na defini¢do da espécie tipo.
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Precisamos ressaltar que a identificacdo utilizando a caracterizacdo morfoldgica
para o género Pestalotiopsis ocorre a partir da juncdo dos dados, mas acreditamos ser
importante para 0 avango da pesquisa nessa area perceber que itens morfoldgicos séo
verdadeiramente significativos para separar as linhagens em diferentes especies.

A utilizacdo de microestruturas para diferenciacdo a nivel de espécie pode ser
bastante util e eficiente, principalmente para espécies bem distintas morfologicamente,
como observado ao comparar os dados de P. mangiferae com os de P. microspora.
Contudo é dificil utilizar esse método quando as diferencas entre as microestruturas sdo
minimas, como observado entre P. clavispora e P. microspora. Portanto, além do
conjunto de dados morfolégicos, faz-se necessario a utilizacdo de outras ferramentas

para uma identificacdo confiavel e segura.

5.2 ldentificacdo das linhagens por biologia molecular

Os DNAs gendmicos das 36 linhagens de fungos endofiticos, previamente
consideradas como Pestalotiopsis em gel de agarose a 0,8 % (Figura 14) foram obtidos
em quantidades e qualidades satisfatérias, permitindo a amplificacdo das regifes Itsl e
Its2 do rDNA. Essas regides foram avaliadas em gel de agarose 1,5% (Figura 15), tendo
sido observados fragmentos de aproximadamente 400pb, de acordo com a comparagéo
com o marcador, adequados para a etapa de sequenciamento. Para algumas amostras a
amplificacdo precisou ser repetida e em geral foi preciso realizar uma etapa de

purificacdo com a enzima ExoSAP, antes da etapa de amplificacéo.

0 0 @ O 6 B8 G @ M &

0 O OO0 @@ @ G @ @

Figura 14. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do DNA
gendmico de Pestalotiopsis spp.
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Figura 15. Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5 %, com amplificacdo das
regides Its 1 e 2 de Pestalotiopsis spp.

Com auxilio da ferramenta de blast, as sequéncias obtidas foram conferidas e
alinhadas, e a partir de entdo confrontadas com as depositadas no banco genémico do
NCBI para confirmagdo das linhagens pertencentes ao género Pestalotiopsis, como
observado na Tabela 6.

A taxa de identificacdo das sequéncias nucleotidicas decodificadas das linhagens
em relacdo as mais semelhantes depositadas no banco genémico do NCBI permitiu
confirmar aquelas pertencentes ao género Pestalotiopsis e indicar algumas pertencentes

ao género Neopestalotiopsis (Tabela 6), conforme discutiremos.
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Tabela 6. Linhagens do género Pestalotiopsis com identificacdo confirmada por biologia

molecular.
01 P03
02 P04
03 P05
04 P06
05 P07
06 P08
07 P09
08 P10
09 P11
10 P12
11 P17
12 P18
13 P19
14 P24
15 P25
16 P27
17 P28
18 P29
19 P31
20 P33
21 P36
22 P37
23 P38
24 P40
25 P43
26 P44
27 P47
28 P46
29 P48
30 P51
31 P52
32 P53
33 P55

GaF3.1.2
GaFrl.1.2b
GaFr3.2.3
GaFrl.2.3
GaCl1.3.2a
GaC2.3.1
GaC2.1.1
B5-3
AnspCgl.2.1
AnspCgl.1.3a
EoR7.1.1 av
EoR8.1.1C
EoR7.1.1b
MgCe2.1.2B
MgRe3.1.1
MgF2.3.3
MgF2.1.3
MgCe3.2.3
Basla 3.1b
Basla 3.1a
Basla2.1B
Baslal.l
Bas2bl.1
GhF3.1.2B
CrajC3.2.2
CrajF2.3.1
EoR6.2.1b
Bas3al.l
EoR5.2.1 av
EoR7.1.1 ISP2
Bas 3a 3.1
EoR71.1b
Basla 2.1

Z U U U U U U” U U U U”Tu U” Z U U” Z2 U U U U U U U U U U U U U U U Z T

. camelliae

. clavispora
. mangiferae
. microspora
. microspora
. microspora
. mangiferae
. disseminata
. mangiferae
. microspora
. heglecta

. clavispora
. clavispora
. mangiferae
. clavispora
. mangiferae
. versicolor

. clavispora
. mangiferae
. clavispora
. formicarum
. disseminata
. mangiferae
. microspora
. microspora
. microspora
. versicolor

. mangiferae
. versicolor

. clavispora
. adusta

. clavispora

. clavispora

96
98
96
98
97
96
97
99
97
97
98
98
98
100
98
99
99
98
97
96
99
99
98
98
99
99
98
99
98
97
89
98
99

KM199336.1
KM877471.1
KM998724.1
KM438014.1
KM438014.1
DQ456865.1
IX857168.1
GU183121.1
1X999998.1
KMO041703.1
GU595050.1
KJ590132.1
GU362539.1
KM998724.1
KJ590132.1
KM998724.1
DQ334862.1
KM877471.1
KM998724.1
EU342211.1
KM199358.1
KP714294.1
X999998.1
KM438014.1
KM438014.1
KM438014.1
DQ812940.1
KM998724.1
DQ812940.1
EU342211.1
KP050563.1
KM402033.1
KM199374.1

A identificacdo por biologia molecular utilizando as regides Its1 e Its2 do rDNA,

revelou a presenca de dez espécies distintas do género Pestalotiopsis, com maior

frequéncia das espécies P. mangiferae com 08 linhagens, P. microspora com 07

linhagens e P. clavispora com 06 linhagens.
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A grande maioria das sequéncias apresentou percentual de identidade acima de
96%, quando comparada com a sequéncia depositada no Genbank. A Unica exce¢édo foi
a linhagem P52/Bas 3a3.1 identificada como P. adusta, com apenas 89% de identidade.

Quatro linhagens foram confirmadas como Neopestalotiopsis, embora alguns
autores ja considerem esse um novo género diferente do género Pestalotiopsis
(MAHARACHCHIKUMBURA et al.,, 2014). Para realizacdo desse trabalho
consideramos seus resultados, com intuito de contribuir com o acimulo de dados que
auxiliem na compreensdo desse novo género.

Trés linhagens foram identificadas como pertencentes ao género Truncalella e,
portanto foram retiradas das etapas subsequentes do trabalho. Este género antes formava
juntamente com os géneros e Pestalotiopsis um Unico género denominado de Pestalotia,
que posteriormente foi reformulado e separado em trés (SUTTON, 1980).

Dessa forma, 33 linhagens foram confirmadas como pertencentes ao género
Pestalotiopsis, e dessas, sete foram confirmadas como P. microspora, uma espécie
comumente isolada como endofito de uma variedade de espécies vegetais, tanto de
plantas de clima tropical quanto de clima temperado. Esta estirpe é bastante versatil do
ponto de vista de seu metabolismo secundario produzindo compostos bioativos como o
Taxol, Acido torreianico e Acido ambuico entre outros (STROBEL, 1996; LEE et al.,
1996; LI et al., 2001).

Da mesma forma espécies identificadas no trabalho como P. clavispora e P.
mangiferae sdo descritas também como produtoras de compostos bioativos com
atividade anticancer em trabalho como o de Ortega et al., (2014) e Proksch et al.,
(2016).

5.3. Andlise filogenética das regides Its
O conjunto de dados de sequéncia das regides Its1 e Its2 depois de analisados pelo

método estatistico de Maxima Parcimdnia (MP) gerou arvore de consenso que explica

as relaces filogenéticas entre as linhagens estudadas (Figura 16).
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Figura 16. Dendrograma de Méaxima Parcimodnia (MP) da relacéo filogenética
para linhagens de Pestalotiopsis spp.

A arvore mais parcimoniosa apresentou comprimento de 296. A analise incluiu
um total de 434 caracteres, os indices de consisténcia (IC), de retencdo (IR), o indice
composto (RCI) e o indice de locais parciménia-informativo foram respectivamente
0,82,0,91, 0,85 ¢ 0,76.

Os resultados ilustrados na arvore filogenética a partir da andlise por MP
indicaram a existéncia de sete clados distintos, suportados por valores de “bootstrap”
acima de 65. Destacamos os grupos de 1 a V, os mais ilustrativos do grupo estudado.

De forma geral, foi possivel agrupar a maioria das linhagens de mesma espécie,

mostrando a eficiéncia da andlise para separar as 10 diferentes espécies de
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Pestalotiopsis estudadas, com destaque para as linhagens dos grupos I, 11l e V. Esses
trés grupos comportam as espécies de P. clavispora, P. mangiferae e P. microspora, e
os resultados obtidos nessa analise aprimoram os dados observados nas analises
morfoldgicas, em que a separacdo das espécies P. clavispora e P. microspora nédo foi
téo nitida.

As diferengas genéticas significativas entre as espécies P. clavispora, P.
mangiferae e P. microspora registradas na arvore filogenética permitem inferir que as
informacBes das regides Itsl e Its2, utilizando ferramentas estatisticas adequadas,
podem separar de forma eficiente essas trés espécies bastante utilizadas em trabalhos de
iIsolamento de substancias bioativas.

Contendo componentes muito diversificados, o grupo | descreve a proximidade
filogenética entre as espécies P. neglecta, P. disseminata e P. adusta, fato observado,
também em outro trabalho (JEEWON et al., 2003). A proximidade genética entre essas
trés espécies, apesar do pequeno numero de espécimes analisados, também incluiu P.
camelliae, agrupada no mesmo clado.

A formacéo do grupo | e do IV contendo linhagens de espécies diferentes, sendo
este constituido principalmente de P. mangiferae juntamente de P. microspora, permite
levantar questdes relacionadas a etapa de identificagdo, e de andlise filogenética.

Primeiramente, a taxonomia molecular de linhagens de fungos pode ficar ainda
mais robusta e confiavel utilizando-se mais do que uma regido do genoma para a etapa
de pesquisa no banco de dados. A utilizacdo da regido Its apesar de ser a mais utilizada
e confiavel, ndo ¢ a Unica utilizada para esse fim. Atualmente os genes da B-tubulina e
tefl tém sido Uteis tanto para uma confirmagdo mais acurada da identificacdo via
molecular, quanto avaliar a diversidade genética de fungos do género Pestalotiopsis
(HYDE et al., 2007, LI et al., 2015). Isso porque a utilizacdo de outras regides
conservadas do DNA aumentam os pontos de similaridades entre amostras da mesma
especie e de espécies distintas e, portanto aperfeicoam os resultados da analise.

Segundo, faz-se necessario a compreensdo de que o conhecimento genético
disponivel em um banco de dados, como o Genbank, ¢ “alimentando” pelas sequéncias
que sé@o depositadas ao longo do tempo. Dessa forma, a constru¢cdo do conhecimento
genético de um grupo diverso quanto o Pestalotiopsis, passa por um processo de
aperfeicoamento, expresso pelo aumento no numero de sequéncias depositadas, o que

poderd levar inclusive a percep¢do de dados depositados com incorrecdes. Acreditamos
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estar contribuindo, entre outras coisas, com 0 aprimoramento do conhecimento de

espécies deste género, através do deposito de novas sequéncias.

5.4. Diversidade genética de Pestalotiopsis spp. avaliada por marcadores AFLP

Na anélise do DNA genémico de 30 linhagens de Pestalotiopsis spp. por AFLP,
foram obtidos de 4 a 12 fragmentos de 300 a 2000 pb de DNA gerados por perfil
(Figura 17).
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Figura 17. Perfil eletroforético da analise por AFLP de 30 linhagens de Pestalotiopsis spp.

Através da andlise do dendrograma observamos um total de trés grupos
identificados como Grupos I, 1l e Ill. Os grupos sdo compostos por linhagens de
diferentes espécies, o que indica que a técnica realizada néo foi suficientemente robusta
para separar as diferentes espécies de Pestalotiopsis.

A ndo observacdo de perfis que pudessem caracterizar cada espécie de
Pestalotiopsis analisada ou que pudesse diferenciar linhagens de mesma especie, de
acordo com sua origem por exemplo, pode ser explicada pelo baixo nimero de
fragmentos observados na maioria das amostras. O fator que pode ter colaborado para o
namero reduzido de bandas foi a utilizacdo de apenas um par de primers, EcoR | (E-0) e
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Mse | (M-0), na etapa final de amplificacdo, isto pode ter levado a um namero reduzido
de regides amplificadas, e apenas essas foram observadas em gel.

E importante destacar que ndo foram encontrados relatos da utilizagdo da técnica
de AFLP para avaliar diversidade de fungos do género Pestalotiopsis, sendo esse
provavelmente o primeiro trabalho utilizando essa técnica para este género, apesar de
ser necessaria uma nova abordagem que aperfeicoe o uso da técnica para o estudo da
diversidade genética desse género.

Mesmo com as limitacbes apontadas na abordagem realizada, foi possivel
observar que as espécies de P. clavispora, um dos grupos mais representativos,
componentes majoritarios do grupo I, diferiram quase que totalmente das espécies de
P. mangiferae e P. microspora, o que € compativel tanto com os dados decorrentes da
analise morfologica, quanto da analise filogenética, em que essa espécie difere

significativamente de ambas.
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Figura 18. Dendrograma do AFLP para linhagens de Pestalotiopsis spp.
avaliadas pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA, com coeficiente
de Pearson.

68



A utilizacdo de AFLP para andlise de diferentes géneros de fungos tem
demonstrado alta reprodutibilidade, o que é essencial em trabalhos de fingerprinting,
além disso, tem a seu favor, a rapidez de execucdo, o baixo custo, a eficiéncia e a alta
resolucdo que a tornam a técnica de escolha para trabalhos de diversidade como os
apresentados aqui (MUELLER & WOLFENBARGER, 1999).

Através dessa técnica tem sido possivel separar linhagens patogénicas de néo
patogénicas, ou linhagens produtoras de micotoxinas daquelas que ndo produzem esse
tipo de compostos (LOPES et al., 1999; KURE et al., 2003). Foi possivel também
determinar a biogeografia de linhagens utilizando essa ferramenta, deixando bastante
claro a eficiéncia e robustez da técnica (CAMEJO et al., 2012).

Os trabalhos envolvendo a interrelagdo fungo-planta tém mostrado que essa
relacdo vem ao longo do tempo alterando o modo de vida de algumas espécies de
fungos, como por exemplo, a perda da patogenicidade de algumas espécies
(SAIKKONEN et al., 2004; SPITELLER et al., 2012). Isso mostra que existe uma
influéncia do hospedeiro nas diversas funcionalidades de seus endofitos, e espera-se que
essas respostas tenham haver com alteracdes ocasionadas inclusive em nivel gendmico
inclusive (SAIKKONEN et al., 2004; SPITELLER et al., 2012).

Contudo, mesmo utilizando a técnica de AFLP, ndo foi possivel fazer distin¢do
das linhagens em funcgéo de seus hospedeiros, talvez devido aos problemas de execugéo
apresentados anteriormente. Mesmo ndo sendo possivel demonstrar tal fato neste
trabalho, acreditamos se tratar de uma linha de investigacdo promissora, que pode
contribuir tanto para a compreensao da relagdo fungo-planta, quanto para ser utilizada
como método de selecédo de linhagens de interesse biotecnologico.

5.5 Perfis quimicos das linhagens de Pestalotiopsis spp.

De acordo com a analise por PCA do perfil de substancias produzidas por
Pestalotiopsis spp. observamos a formagéo de trés grupos (Figura 19). Esse tratamento
compreende aproximadamente 50.00% dos dados, sendo 37.10% explicadas pelo fator 1

e 14.28% explicadas pelo fator 2.
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Figura 19. Agrupamento das espécies de Pestalotiopsis spp em funcdo dos perfis de
substancias presentes nos extratos analisados por PCA. C — Resultado do meio de cultivo BDL.

Os resultados mostraram que o perfil quimico das linhagens de Pestalotiopsis spp.
difere do apresentado pela linhagem de A. niger utilizada como “outgrup”. Além disso,
observamos que o resultado apresentado sofre pouca influéncia dos compostos
presentes no meio de cultura BDL (C).

E possivel observar a ocorréncia de certa dispersdo dos dados para duas espécies,
sendo elas P. microspora e N. clavispora. A dispersao dos dados pode ser decorrente da
versatilidade metabdlica nesse género, cujas espécies produzem um variado nimero de
compostos conhecidos e com significativas atividades biologicas (LUO et al., 2012;
HYDE et al., 2011).

Ao analisar o resultado do agrupamento para as espécies mais representativas
observamos que para as especies de P. mangiferae e P. clavispora o agrupamento foi
bastante eficiente, agrupando de forma clara essas duas espécies, embora a eficiéncia do
agrupamento para a espécie de P. microspora ndo tenha sido a mesma, dada a
similaridade do perfil de algumas de suas linhagens com o das espécies de P.
mangiferae.

De acordo com os dados de scores, 0s ions que mais influenciaram a separagdo
dessas trés espécies foram de m/z 285, 321 e 601 presentes nos extratos de P.
clavispora, m/z 365 e 637 presentes nos extratos de P. mangiferae e m/z 369, 384, 400

e 457 nos extratos de P. microspora (Figura 20).
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Os resultados mostram ser possivel separar com alguma eficiéncia essas trés
espécies de Pestalotiopsis em funcdo de seus metabdlitos secundarios produzidos no
meio BDL, nas condig¢des de cultivo e pardmetros de equipamentos selecionados. Além
disso, os ions mais importantes na diferenciacdo podem representar substancias
marcadoras das respectivas espécies, sinalizando o perfil quimico de metabolitos
secundarios como uma ferramenta capaz de contribuir para a diferenciacdo de espécies

morfologicamente similares, como P. clavispora e P. microspora.
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Figura 20. Espectros de massas dos extratos de P. microspora (P12), P. mangiferae (P11) e P. clavispora
(P18). Em destaque os sinais que mais influenciaram a separacdo das trés espécies.

A exemplo da identificagdo molecular, o perfil quimico de metabolitos
secundarios configura-se como uma ferramenta robusta para a identificacdo porque
utiliza um numero grande de variaveis para confirmacdo da informagdo. Apesar da
necessidade de melhorar a abordagem para o estudo dos perfis quimicos de espécies de

Pestalotiopsis, cujas varidveis de cultivo sdo dificeis de padronizar, é patente a
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viabilidade da técnica para fins taxonémicos desse género. Além das variaveis de
cultivo, os diferentes parametros de ionizagdo e analise devem ser otimizados para a
obtencéo de espectros reprodutiveis e que levem ao maior nimero de ions detectados.

Normalmente os meios de cultura mais complexos, com quantidades elevadas de
fontes de carbono, nitrogénio e sais, sdo os que possibilitam uma producdo maior de
substancias, sendo esses meios os de escolha para trabalhos de quimiotaxonomia
(SMEDSGAARD & FRISVAD, 1996; FRISVAD et al., 2008). Contudo mesmo
utilizando meio de cultura relativamente simples pudemos realizar o trabalho de
diferenciacdo quimica de forma eficiente. Isto demonstra a robustez da técnica de perfis
quimicos por espectrometria de massas utilizada.

Os agrupamentos com base nos perfis dos extratos das outras espécies indicam
que elas sdo semelhantes entre si e com P. mangiferae. Pelo grau de semelhanca dos
perfis desses fungos pode ser esperado que tenham producdo comum de algumas
substancias da mesma forma que os respectivos graus de diferencas sdo indicativos da
producdo de substancias diferentes.

Através da analise do perfil geral de substancias produzidas pelas linhagens de
Pestalotiopsis, e em comparacdo com a lista de substancias produzidas por esse género
foi possivel inferir sobre a presenca de substancias descritas em outros trabalhos,
conforme exemplos apresentados na Figura 21.

CH

HyCO * Virgatolida A; 434.4

Bifenil; 284.1

O 0 0
H
Taedolidol; 280.4  Hc Pestalamida B; 342.3

Figura 21. Metabolitos de linhagens de Pestalotiopsis cujos possiveis ions [M+H]" foram
observados em linhagens do presente no trabalho.
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A substancia 1 da Figura 21 é um Bifenil de m/z 285 ([M+H]") isolado de P.
zonata, endofito de C. lakka, a partir do cultivo em meio BD (Batata-Dextrose) por 30
dias a 28°C. Essa substancia apresentou uma fraca atividade frente a cepas de S. aureus,
P. aeruginosa e K. pneumoniae (YANG et al., 2011). No presente trabalho o sinal
compativel com essa substancia foi detectado na linhagem de P. clavispora
(EoR7.1.1b/P19) isolada de E. oleracea.

A substancia 2 denominada Virgatolida A possui m/z 457 ([M+H]") e foi
encontrada nos extratos de P. virgulata (CHE et al., 2011). A possivel presenca dessa
substancia foi observada no perfil da linhagem de P. mangiferae (MgCe2.1.2/P24)
endofitica de M. guianensis.

A substancia 3 taedolidol ou seu isémero 6-epitaedolidol, faz parte de um grupo
de terpenoides produzidos por diferentes linhagens de Pestalotiospsis (KOSHINO et al.,
1996; GLOER et al., 2006).

A linhagem de P. disseminata (B5-3/P10) da hospedeira Pinus elliottii é a Gnica
deste trabalho que ndo foi isolada como endéfito de espécie Amazoénica. Em estudo
anterior foi possivel identificar que ela produz o Taedolidol e o 6-Epitaedolidol
(MAGNANI et al., 2003). Apesar de passados muitos anos e do meio de cultivo
diferente, no presente trabalho, essas substancias foram detectadas nos extratos dessa
linhagem.

Portanto, os resultados do estudo de perfis quimicos por espectrometria de massas
de diferentes espécies de Pestalotiopsis mostraram que essa abordagem pode ser
bastante util, tendo em vista ndo apenas a possibilidade de identificacdo de substancias
novas ou conhecidas, o que pode nortear trabalhos de desreplicagéo ou de isolamento de
metabdlitos dos fungos desse género, mas também pela aplicagdo dos perfis como
“impressao digital” dessas espécies.

A outra forma de avaliar os perfis quimicos, pela constru¢do do dendrograma
resultante da analise por HCA dos valores e intensidades dos sinais do espectro de
massas das linhagens de Pestalotiopsis (Figura 22), indicou que a espécie P. clavispora
é homogénea com relacdo as substancias produzidas, pois apresenta um agrupamento
bastante eficiente para as linhagens analisadas. Esse resultado reforca os obtidos nas
analises filogenéticas e até por AFLP, que mostraram que P. clavispora € a mais
conservada e constante do ponto de vista genético. Os resultados também indicam que
essa espeécie sofreu pouca influéncia em funcdo de seu hospedeiro, tendo em vista que

73



as seis linhagens dessa espécie sdo de diferentes fontes e isso ndo mostrou alteracédo

significativa nos resultados genéticos e metabdlicos.

20

00
70
90
80
07
A

AS18

P. mangiferae (P38)
P. mangiferae (P31)
P. versicolor (P48)
P. versicolor (P47)
N. clavispora (P04)
P. versicolor (P28)

1
-
b
I

P. microspora (P44) Jj
]
-

P. microspora (P43)
P. microspora (P12)
. clavispora (P53)
. clavispora (P33) |
. clavispora (P51)
. clavispora (P25) }
. clavispora (P19) |
. clavispora (P18) r

P. adusta (P52) I

P. disseminata (P10) :I
P. disseminata (P37)

P. mangiferae (P24) ——

P. mangiferae (P46) —— L
N. formicarum (P36) |

N. clavispora (P55) |
. mangiferae (P05) |
. mangiferae (P09) |
P. neglecta (P17) ——
. mangiferae (P27) —
. mangiferae (P11)
. microspora (P40)
. microspora (P08) :’—
. microspora (PO7) F
. microspora (P06) |
N. clavispora (P29) |
P. camelliae (P03) |

TUTUTUTUTT

TUVUVUVTUU TT

Figura 22. Dendrograma obtido com a andlise por HCA do perfil de
substancias produzidas por Pestalotiopsis spp.

O contréario pode ser observado para as linhagens de espécie P. mangiferae, que
apresentou maior dispersdo na analise por HCA uma possivel indicacdo que essa
especie possui maior versatilidade metabdlica.

N&o é possivel afirmar se as diferencas quimicas dessas linhagens estdo
relacionadas com sua origem, mesmo com 0s agrupamentos formados por P05 e P09
ambos oriundos de G. augusta, e P31 e P38 de basidiomicetes, pois 0s dados séo
insuficientes e existem outros dois grupos em que as linhagens tém origens diferentes.

Em relacdo a espécie P. microspora, a origem parece ter alguma influéncia, pois
as linhagens P06, P07, P08 e P40 de espécies de Gustavia sp. formaram um
agrupamento em separado de outras trés linhagens de mesma espécie, mas de diferente

hospedeira.
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As informacBes morfoldgicas e geneticas ndo haviam mostrado nenhum tipo de
alteracdo em fungdo do hospedeiro, o que significa que essa alteracdo ocorre
provavelmente em fungdo do micro-ambiente em que as linhagens se apresentam, ou
seja, na intima relacdo fungo-planta. A possibilidade do tipo de hospedeiro influenciar
no metabolismo de seu endofito é fonte de discussdes e observacdes de trabalhos
relevantes na area, havendo inclusive dados conclusivos de que a escolha adequada do
hospedeiro é fundamental para o isolamento de linhagens com potencial biotecnoldgico
(STROBEL et al., 1996; SAIKKONEN et al., 2004; SPITELLER et al., 2012).

Contudo, o que esta demonstrado neste trabalho é que a influéncia do hospedeiro
no metabolismo de fungos do género Pestalotiopsis pode variar entre as diferentes
espécies dentro do género. Aparentemente determinadas espécies possuem maior
susceptibilidade ao seu hospedeiro do que outras. Neste trabalho P. clavispora
demonstrou estar muito menos susceptivel a alteracbes em seu metabolismo secundéario
do que as linhagens de P. microspora e P. mangiferae.

As informacdes obtidas podem nortear novas linhas de pesquisa relacionadas a
selecdo dessas linhagens de fungos em funcdo de seu hospedeiro, assim como o estudo
dos mecanismos relacionados a interacdo fungo-planta e o papel do hospedeiro na

producdo de substancias por seus endofitos.

5.6 Ensaios bioldgicos de Pestalotiopsis spp.

Os 65 extratos das 33 linhagens de Pestalotiopsis cultivadas para 0s ensaios
bioldgicos, 13 sob agitacdo a 120 rpm e 20 no modo estatico estdo apresentados na
Tabela 7. Como esperado, os extratos de micélio apresentaram quantidades maiores que

0 secretado no meio.

Tabela 7. Extratos de Pestalotiopsis spp., cultivadas sob agita¢cdo e no modo estatico.

Cultivo sob agitacédo Cultivo estéatico
N° Cod

Meio Micélio Meio Micélio
01 P03 - - 4,0 28,0
02 P04 - - 8,0 195,0
03 P05 39,0 297,0 - -
04 P06 11,0 856,0 - -
05 P07 41,0 213,0 - -
06 P08 6,0 226,0 - -
07 P09 5,0 216,0 - -
08 P10 40,0 747,0 - -
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09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

P11
P12
P17
P18
P19
P24
P25
P27
P28
P29
P31
P33
P36
P37
P38
P40
P43
P44
P46
P47
P48
P51
P52
P53
P55

6,0
4,0
88,0

43,0

1.251,0
873,0
837,0

130,0

14,0
19,0
11,0
8,0
21,0
16,0
10,0
18,0
7,0
9,0
19,0
17,0
9,0
11,0
13,0
11,0
7,0
22,0

96,0

188,0
124,0
356,0
346,0
222,0
436,0

184,0
228,0
206,0
314,0

201,0

45,0
96,0
164,0
272,0
226,0
189,0

N — Amostra em que a extra¢éo ndo foi possivel. Valores em miligramas

5.7 Ensaios para atividade anticandida

Das 33 linhagens avaliadas nove apresentaram resultados positivos frente a

Candida albicans, sendo que P. disseminata (B5-3) e P. mangiferae (Bas 1a3.1b)

apresentaram resultados tanto nos extratos obtidos do meio liquido, quanto do micélio.

Apenas a linhagem de P. mangiferae (Bas 1a3.1b) associada a basidiomicetes

demonstrou alguma atividade biolégica (Tabela 8).
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Tabela 8. Concentragdes minimas inibitérias dos extratos de Pestalotiopsis spp. que
apresentaram atividade frente a C. albicans.

Cadigo da colecéo . Espé.cie Extrato 1 cmi 1
identificada (2.0mg.mL"™) (mg.mL™)
. . B 0.50
B5-3 P. disseminata M 0.25
AnspCgl.2.1 P. mangiferae M 0.50
AnspCgl.1.3a P. microspora B 0.25
. B 0.50
Bas 1a3.1b P. mangiferae M 0.50
EoR71.1b AV P.clavispora M 0.25
GhF3.1.2 P. microspora B 0.25
MgCe 1.2.2 P. mangiferae M N
CrajiruC 3.2.2 P. microspora B N
EoR61.2 AV P. versicolor B 0.50
Nistatina (2.0mg.mL™) - - 0.12

Apenas 0s extratos que apresentaram resultados preliminares positivos. B — Extrato do meio
cultivado. M — Extrato do micélio. N — ndo apresentou resultado positivo na maior
concentracao.

O menor valor de CMI foi de 0,25 mg.mL™ dos extratos de micélio de P.
disseminata (B5-3), e do extrato do meio liquido de P. microspora (AnspCgl.1.3a), P.
clavispora (EoR71.1bAV) e P. microspora (GhF3.1.2), resultado superior ao CMI do
padrdo. Porém considerando que nesses extratos os metabolitos bioativos estdo diluidos,
tém-se a possibilidade de promissoras substancias anticandidas. Por essa razdo foi
selecionada para novo estudo de perfil quimico a linhagem P. microspora
(AnspCgl.1.3a), isolada como endofito de uma espécie da familia Anonacea do género
Rollinia sp.

De forma geral varios trabalhos com esse género tém demonstrado que uma boa
selecdo do hospedeiro para o isolamento de Pestalotiopsis é importante para a obtengéo
de linhagens com potencial biotecnoldgico, porém, os presentes resultados indicaram
uma diversidade de hospedeiros com diferentes linhagens de Pestalotiopsis que
apresentaram a atividade bioldgica investigada. A ideia de que esse género possui uma
versatilidade metabolica promovida pela interrelacdo com seu hospedeiro (STROBEL et
al., 1996), ndo pode ser avaliada pois seria necessario determinar os principios ativos
em cada extrato.

Outro dado importante é a quantidade de extratos com boa atividade anticandida,

um exemplo da importancia do estudo dos metabdlitos intracelulares, também ilustrado
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pelo isolamento de Pestalotiopsona, uma cromona presente no micélio de Pestalotiopsis
sp., com atividade citotoxica moderada (WRAY et al., 2011).

Das espécies que apresentaram atividade bioldgica podemos destacar a espécie P.
microspora, comumente descrita como endofita de uma variedade de espécies vegetais,
tanto plantas de clima tropical quanto temperado, versatil do ponto de vista metabdlico,
capaz de produzir compostos bioativos como o Taxol, Acido torreidnico, Acido
ambuico entre outros (STROBEL, 1996, LEE et al., 1996; LI et al., 2001). Podemos
destacar também P. disseminata (B5-3) que apresentou resultados positivos tanto no
extrato do meio liquido quanto do micélio. A capacidade de fungos dessa espécie em
produzir sesquiterpenos, observada para o proprio B5-3 (MAGNANI et al., 2003) foi
relatada também por Gloer et al., (2006), através do isolamento das 6-
Hidroxipunctaporonina A e B, sesquiterpenos em que a forma B apresentou atividade

contra S. aureus.
5.8 Avaliacao da atividade citotoxica

Os resultados dos testes de atividade citotdxica com os extratos do meio liquido e

do micélio de 26 linhagens de Pestalotiopsis spp. estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Atividade citotoxica dos extratos obtidos de 26 linhagens de

Pestalotiopsis spp.

Espécies de Pestalotiopsis

(Extratos)

Linhagens celulares

MRC-5 SKMEL 19 CAL —27 ACP02

. camelliae (P03)

. mangiferae (P05)

. microspora (P06)

. microspora (P07)

. microspora (P08)

. microspora (P09)

. disseminata (P10)

. mangiferae (P11)

. microspora (P12)

. heglecta (P17)

. clavispora (P19)

. clavispora (P25)

. mangiferae (P27)

. mangiferae (P31)

. clavispora (P33)

. microspora (P40)

. microspora (P43)

. mangiferae (P46)

. versicolor (P47)

. versicolor (P48)

. adusta (P52)

P.

clavispora (P53)

P.

Os resultados expressam a viabilidade celular frente aos extratos.

clavispora (P51)

Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio
Meio
Micélio

84
97
95
58
91
94
89
95
91
100
77
82
91
93
93
98
72
89
92
100
98
100
95
90
84
89
94
79
87
99
67
99
84
100
74
100
94
95
97
91
91
91
93
94
69
94

95
99
99
75
98
95
100
95
100
100
97
100
100
92
100
98
96
83
100
100
100
100
100
90
90
85
100
89
100
97
89
100
100
100
99
100
100
98
98
91
100
86
100
89
89
95

100
100
100
81
100
98
100
100
100
100
81
100
80
100
100
100
100
99
100
100
100
100
100
100
100
100
100
77
100
100
98
100
100
100
69
100
100
100
100
100
61
97
100
97
86
100

100
100
100
77
100
100
100
100
100
100
95
100
100
100
100
99
100
91
100
100
100
100
100
98
100
91
98
97
97
100
97
100
100
100
98
100
100
100
100
100
100
96
100
97
99
100

Os valores de viabilidade celular tabelados indicam que os extratos de P.
mangiferae (P46/ MgCe2.1.2 B) e P. adusta (P52/ Bas 3a 3.1), ambos do meio liquido,
foram os dois melhores frente as células carcinoma escamoso de lingua (CAL-27), as
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quais apresentaram viabilidade celular de 69% e 61%, quando tratadas com os extratos
de P. mangiferae e P. adusta respectivamente.

Contudo, esses valores devem ser vistos com cautela, pois 0S mesmos extratos
apresentaram alguma capacidade de inibicdo contra células normais de fibroblasto
humano (MRC-5), com viabilidade celular de 74% para P. mangiferae e de 91% para 0s
extratos de P. adusta.

De forma geral pode-se dizer que os resultados de atividade citotdxica dos
extratos das linhagens de Pestalotiopsis spp. ndo apresentaram potencial de inibicédo
significativa. Isso por conta da alta viabilidade celular apresentada nas concentracGes
testadas, as substancias que compdem os extratos fungicos ndo induziram a morte em
percentual inferior a 60% das células tumorais, dado observado inclusive nos dois
melhores resultados apresentados acima, 0 que inviabilizou o célculo da concentracao
inibitdria a 50% (1C50).

Obviamente a ndo deteccdo da atividade citotoxica dos extratos ensaiados pode
estar relacionada apenas a ndo produgdo de compostos com essa bioatividade, contudo
como a literatura relata uma variedade de casos de producdo de substancias com essa
potencialidade, nos cabe inferir quais seriam as possiveis causas desses resultados.

Neste sentido, 0 meio de cultura utilizado é uma das principais variaveis a ser
questionada, tendo em vista sua simplicidade de composicdo, o que pode diminuir a
producdo de substancias. Da mesma forma o tempo de cultivo e 0 método de extracao
precisam ser considerados, tendo em vista as dificuldades caracteristicas no cultivo de
fungos do género Pestalotiopsis e a baixa quantidade de material obtido em cada
linhagem, sobretudo do meio liquido.

Os resultados pouco promissores para atividade citotoxica desses extratos
inviabilizaram o prosseguimento dos estudos quimicos pretendidos de linhagens de

Pestalotiopsis promissoras nessa quest&o.

5.9 Analise do perfil quimico de P. microspora (AnspCgl.1.3a)

A avaliacdo da atividade anticandida realizada com os extratos obtidos nos
diferentes tempos de cultivo revelaram que a atividade biologica se apresenta a partir
dos 30 dias, indicando que a(s) substancia(s) responsavel pela atividade esteja sendo
produzida com neste periodo de tempo, ou que a concentracdo desta a partir desse

periodo € suficiente para apresentar a atividade contra C. albicans.
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A concentracdo de acUcar no cultivo da linhagem P. microspora (AnspCgl.1.3a)
apresentou uma acentuada reducdo no tempo compreendido entre cinco e dez dias, e
com redugdo um pouco menos acentuada até o 20° dia de crescimento, quando chega ao
minimo. Os resultados de pH mostraram um consideravel aumento durante o
crescimento do fungo, indo de 5 a 8 no fim do tempo de 60 dias. O crescimento micelial
ocorreu nos primeiros 20 dias de cultivo. A linhagem apresentou um crescimento mais
pronunciado no periodo compreendido entre cinco e dez dias, atingindo o &pice no
periodo de 20 dias. A linhagem manteve a massa micelial relativamente constante até o
periodo de 40 dias de cultivo, e a partir de entdo percebe-se uma tendéncia de queda
observada nos periodos de 50 e 60 dias (Gréfico 5).
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Grafico 5. Consumo de agucar, pH e crescimento micelial da linhagem P.
microspora (AnspCg1l.1.3a), no tempo de 0 a 60 dias.

As informagdes obtidas a partir dos resultados de crescimento micelial e do
consumo de agucar revelam que a fase de crescimento exponencial, conhecida como
fase log, comeca nos primeiros dias de cultivo indo até o 10° dia. Como nos primeiros
cinco dias ndo se observou reducdo na concentragdo de agucar, mas observa-se um
aumento na massa micelial, podemos inferir que o periodo de laténcia, fase utilizada
pelo microrganismo para adaptacdo ao meio de cultivo, ocorre antes dos primeiro cinco
dias. Também podemos inferir que o fungo adaptou-se mais rapidamente aos amidos da

batata que a dextrose como fontes de carbono. Neste caso se pode concluir que outro
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tipo de aclcar ou mesmo nenhum deve ser utilizado em futuros crescimentos desse
fungo.

Existe ainda um pequeno aumento no crescimento micelial até o tempo de 20 dias,
quando a fonte de carbono avaliada apresenta numeros minimos, e a partir dai a massa
micelial se mostra relativamente constante, o que caracteriza a fase estacionaria.

Os resultados mostram que a fase estacionaria, fase em que ocorre a producao de
metabdlitos secundarios, comeca em torno do 20° dia de cultivo, porém, a atividade
bioldgica investigado nédo foi observada neste tempo de cultivo, provavelmente porque
neste periodo o(s) composto(s) bioativo(s) ainda estariam em baixas concentracgdes.

A avaliacdo da concentragdo do agUcar em paralelo ao crescimento micelial se
mostraram bons parametros avaliativos, indiretamente relacionados as fases fisioldgicas
pelas quais a linhagem passa, principalmente levando em consideracdo a deteccdo do
fim da fase log, e o inicio da fase estacionaria, assim como o melhor periodo para
isolamento de compostos bioativos (BORZANI et al., 2001). Esses pardmetros foram
importantes também para compreensdo do perfil de massas obtidos em cada tempo de
cultivo.

A avaliacdo do pH mostrou que ao longo do tempo as substancias produzidas a
partir desta linhagem tornam o pH do meio mais neutro, com valor de 7 a partir do 30°
dia, indo até 8 a partir de 40 dias de cultivo. Isto significa que a linhagem de P.
microspora (AnspCgl.1.3a) produz através do metabolismo substancias alcalinizantes
resultando, no final do processo medido.

Geralmente o pH para cultivo de fungos esta compreendido entre 5 e 6, as
principais enzimas envolvidas no metabolismo primario, da grande maioria organismos,
atuam melhor nessa faixa de pH. O fato de ao longo do tempo a linhagem investigada
alterar esse meio tornando-o neutro e depois alcalino, pode estar relacionado com o
metabolismo relativamente lento apresentado pela linhagem, que atinge o apice da fase
estacionaria somente com 30 dias (BORZANI et al., 2001; PEREIRA JR. et al., 2008).

Dessa forma, esse resultado pode ser indicio de que o pH neutro e tendendo para o
alcalino, produzido pela prépria linhagem, possa estar reduzindo sua capacidade
metabdlica. Em um ambiente menos favoravel as enzimas relacionadas com as fungdes
bioquimicas envolvidas com o metabolismo secundario, tornando assim esse
metabolismo mais lento.

Neste caso o controle do pH do meio de cultivo, com adicdo de substéncias

acidificantes poderia promover uma melhor condicdo de crescimento para esta
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linhagens fazendo com que esta alcance a fase estacionaria mais rapidamente para
producdo das substancias desejadas.

O perfil metabolico da linhagem de P. microspora mostrou no tempo inicial sinais
majoritarios em m/z 211, 268 e 391, que sdo também observados no tempo de 05 dias,
ao lado dos sinais de m/z 181 e 203. O perfil obtido com 10-15 e 20-25 dias mostrou a
presenca do sinal majoritarios em m/z 384 e de outros minoritarios em m/z 279, 311,
355, 369 e 400. A partir do 30° dia foi evidente 0 aumento de sinais antes minoritarios
em m/z 164, 279, 295, 311 , 355 e 369, além do sinal 384. No tempo de 40 dias foi
possivel observar a reducao dos sinais em m/z 355, 369 e 384, enquanto que no final do

processo (50-60 dias) observou-se o aumento dos sinais m/z 164 e 313 (Figura 23).
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Figura 23. Espectros de massa dos extratos de P. microspora (AnspCgl.1.3a) obtidos nos diferentes
tempos de cultivo.




Ao comparar o perfil quimico dos extratos obtidos com tempo de 0 e 5 dias de
crescimento pode-se afirmar que a linhagem ndo alterou significativamente o perfil
quimico do meio de cultura, apresentando a principal mudanca pelo aparecimento dos
sinais majoritarios em m/z 181 e 203. Isto é coerente com o fato de que a linhagem esta
na fase inicial de crescimento adaptando-se ao meio de cultura e prepararando seu
“maquinario” molecular para consumo da fonte de carbono. Da mesma forma, os perfis
avaliados nos periodos de 10-15 e 20-25 dias de cultivo indicam fases fisiologicas
diferentes, coerente com os dados de consumo de agucar e o crescimento micelial: final
da fase exponencial de crescimento (10-15 dias) e inicio da fase estacionaria (20-25
dias).

A alteragdo com 30 dias de cultivo, cujos sinais se mantém até o 40° dia sem
grande mudanca, coerente com a fase estacionaria e o aparecimento da atividade
bioldgica. Assim, 0s novos sinais apresentados em intervalos de 30 e 40 dias podem ser
utilizados como marcadores da fase estacionéria para a linhagem P. microspora
(AnspCgl.1.3a) e podem representar o principio ativo dos extratos, o que requer mais
investigacao.

Este facto permite inferir que o acompanhamento por espectrometria de massas
guarda um bom paralelo com as diversas fases de crescimento de fungos do género,
com a vantagem de ser util na observacdo dos sinais dos metabdlitos microbianos,
tornando o processo mais eficiente e possibilitanto o aumento no rendimento de
compostos bioactivos pelo aperfeicoamento da etapa de caracterizacdo da producéo.

Com o perfil quimico obtido, ndo é possivel afirmar quais compostos sao
responsaveis pela actividade bioldgica, por conta do grande nimero de sinais presentes,
mas é clara a relagdo entre os ions moleculares formadas nos intervalos de 30 e 40 dias
e 0 aparecimento da atividade anticandida. Este dado indica que os compostos bioativos

estdo sendo produzidos ao mesmo tempo ou sdo 0s proprios compostos detectados.

5.10. Producéo, fracionamento e identificacdo de compostos de P. microspora

Os rendimentos dos extratos de P. microspora (AnspCgl.1.3a) foram de 673 mg
do meio liquido e 1.536 mg do micélio. O rendimento do extrato do meio liquido foi
considerado baixo, tendo em vista a utilizacdo de aproximadamente 31L de meio

liquido.
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O rendimento do micélio € considerado normal, tendo em vista a grande
quantidade de polissacarideos e acidos graxos extraidos da parede celular do fungo,
juntamente a outros metabolitos do meio intracelular.

O extrato do meio liquido teve confirmada a atividade anticandida para entéo
proceder seu fracionamento, com a finalidade de torna-lo menos complexo para a etapa
de isolamento da(s) substancia(s) bioativa(s). O extrato do micélio apesar de néo
apresentar a atividade bioldgica investigada, também foi fracionado e teve avaliada a
atividade anticandida em suas fracGes, o resultados de CMI das fragdes estdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. CMI das fragcdes dos extratos de P. microspora (AnspCgl.1.3a)

CMI
Fracdo Cadigo Hex:AcOEt:MeOH  Massa (mg) L
(mg.mL™)
o 1 P12L-1 8:2:0 9,0 N
=
C P12L-2 1:1:0 37,0 N
)
S 3 P12L-3 0:9,5:0,5 128,0 0.25
4 P12L-4 0:0:1 496,0 N
1 P12M-1 3:7:0 75,0 0.50
2 P12M-2 0:8:2 110,0 0.50
k=)
.‘g 3 P12M-3 0:1:1 246,0 N
4 P12M-4 0:0:1 348,0 N

As fragBes P12L-3 do meio liquido, P12M-1 e P12M-2 do micélio revelaram
atividade inibitéria frente a C. albicans. Como o extrato do micélio ndo havia
apresentado atividade anteriormente, acreditdvamos que a complexa composicao desse
extrato tivesse mascarado a bioatividade, contudo os resultados de bioautografia,
mostrados a seguir, ndo confirmaram essa questéo.

As fragbes P12L-3 e P12L-4 foram selecionadas para analise por HPLC, a
primeira devido a presenca da atividade bioldgica, enquanto que a segunda em funcao
da sua quantidade de amostra (Figura 25). Devido ao nimero de fragdes, um total de
oito, optou-se, a partir dessa etapa, por uma estratégia bioguiada, em que foram

investigadas amostras que apresentassem a atividade bioldgica objetivo do trabalho.
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Figura 24. Cromatograma de P12L-3 e P12L-4, fragBes obtidas a partir do fracionamento do
extrato do meio liquido (P12L).

O perfil cromatografico mostrou que a fragdo P12L-3 era mais complexa do que a
fragdo P12L-4, diferenca expressa pela quantidade de picos presentes no cromatograma.
Esse resultado indicava que o isolamento da(s) substancia(s) com atividade anticandida
poderia ser dificil devido também, a pouca quantidade de amostra na fracdo P12L-3.

A pouca eficiéncia verificada nos métodos de isolamento utilizando
Cromatografia Liquida Preparativa, somado ao pouco redimento da amostra nos fez
optar pela bioautografia como método de caracterizacdo quimica que nortearia 0
isolamento das substancias de interesse através do método de Cromatografia Camada

Delgada Preparativa — CCDP.

5.11 Ensaios de Bioautografia

Os testes de bioautografia realizados com a fragdo P12L-3 revelou zonas brancas
em que ndo ocorreu crescimento de C. albicans na placa CCD, demonstrando a
capacidade de inibicdo de substancias nessa fracdo. O desenvolvimento previo da
condig&o de separagdo em CCD para a fragdo P12L-3 possibilitou a obtencdo do Rf das
substancias que apresentaram a ativadade. Dessa forma, as zonas de inibi¢do da fracdo

P12L-3 foram relacionados com substancias com Rf 0,76 e 0,62 (Figura 25).
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Rf0.76

Zona de inibigao

Rf 0.62

Ponto de aplicagdo

Figura 25. Placa de Bioautografia da fragdo P12L-3 com halo de inibigéo
frente a C. albicans. Ao lado placa CCD revelada em Luz UV 254, com
Rf das zonas de inibicéo.

Os resultados revelaram que séo pelo menos duas as substancias responsaveis pela
a atividade anticandida. Através desse método foi possivel estabelecer a melhor
condicdo de separacdo das substancias alvo para a etapa de Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa CCDP.

Os trabalhos utilizando o método de bioautografia tem demonstrado que essa
estratégia possui algumas vantagens no seu desenvolvimento, principalmente quando o
trabalho envolve uma mistura de substancias mais complexa, como extratos vegetais
por exemplo. Atraves desse método é possivel localizar com certa precisdo quais séo as
substancias envolvidas na atividade bioldgica investigada, facilitando a etapa de
isolamento da mesma (NOSTRO et al., 2000; ISLA et al., 2012).

O resultado do teste de bioautografia realizado com a fracdo P12M-2 néo
apresentou halos de inibicdo que demonstre a atividade bioldgica das substancias
separadas frente a linhagem de C. albicans (Figura 26).
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Ponto de aplicagdo

Figura 26. Placa de Bioautografia da fracdo P12M-2 com
resultado negativo. Ao lado placa CCD revelada com vanilina
acida mostrando a separacdo de substancias.

O resultado negativo pode ser indicio que a atividade biologica apresentada por
esta fracdo, esteja relacionada com o efeito sinérgico proporcionado pelas diferentes
substancia que a compdem. A explicagdo se fortalece principalmente pelo fato de que
essa fracdo apresenta um perfil complexo avaliado em CCD, com pelo menos seis
substancias separadas. Além disso, pelas caracteristica do perfil da amostra em CCD ¢é

possivel que o nimero de substancias presentes na fracdo esteja subestimado.

5.12 Isolamento das substéancias da fracéo P12L-3

A etapa de isolamento das substdncias componentes da fragdo P12L-3 foi
realizada utilizando as mesmas condicGes de corrida da técnica de bioautografia. Com o
desenvolvimento da técnica foram selecionados para a retirada da placa, além dos dois
pontos de Rf 0,76 e 062, outros dois pontos. Esses dois pontos foram selecionados
devivo ao perfil revelado em luz UV 254 nm, indicando se tratar de substancias puras e
presentes em quantidades significativas.

Ap0s isolamento as quatro amostras foram identificadas como P12L-3(1), P12L-
3(2), P12L-3(3), P12L-3(4), sendo que a ordem foi dada em funcdo da polaridade das
amostras, indo das menos para as mais polares. As subfracdes foram testadas frente a C.

albicans e P12L-3(1) e P12L-3(2) foram as que apresentaram a atividade bioldgica.
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5.13 Identificacdo das substéancias isoladas na fracdo P12L -3

A amostra P12L-3(3) apresentou uma aspecto oleaginoso de coloracdo amarelada,
e apesar da analise por CCD revelar apenas uma mancha o0s espectros de massas
indicaram se tratar de uma mistura, com substancias analisadas em modo positivo
apresentando sinal intenso de m/z 281 [M+H], e em modo negativo sinal de m/z 313
[M-H] (Figura 27).
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Figura 27. Espectro de massas da subfragdo P12L-3(3) analisada em modo
positivo [M+H] e modo negativo [M-H], com sinais m/z 281 e 313,
respectivamente.

De acordo com os dados dos espectros de RMN verificou-se que uma das
substancias da amostra P12L-3(3) possui formula molecular CgH;00, (Figura 28),
coerente com a estrutura do &cido 3-fenil propandico, também denominado de acido B-
fenilpropandico ou acido benzilacético. Estrutura ilustada na Figura 28.

A molécula possui m/z 150, e por se tratar de um acido, normal seria ser detectada
com m/z 149 no modo negativo, fato este ndo observado (figura 27(B)). A ndo deteccédo

da molécula pode ter sido promovida pela existéncia de outras moléculas na amostra
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P12L03(3), essas por sua vez tém capacidade de inoniza¢do maior que o acido -
fenilpropandico, inviabilizando sua deteccéo via espectrometria de massas.

Este composto ja relatado na literatura como constituinte de variadas espécies
vegetais e também produzidos por microrganismos, pertence a classe dos

fenilpropandides e portanto de origem no aminoacido fenilalanina através da rota do
acido chiquimico (DEWICK, 2004).

Tabela 11. AtribuicBes de *H em comparacdo com os dados da literatura para a
substancia acido 3-fenil-propandico.

P12L-3(3)
1H HSQC/DEPT-135 HMBC
7,27, tipo t, 129,5, s 140,5, 129,5
7,21, tipod 129,8, s 127,4, 36,5
7,18, tipo t 127,4, s 129.8
3,38 (t ou dd), 2H 42,1, d 36,5, 140,5, 173,5
2,78 (t ou dd), 2H 36,5, d 42,1,129,8, 140,5
2,27, 1, 35,1, d -
1,90, s, 2H - 173.5
~1,3 - -
~0,9 -

Figura 28. Estrutura quimica do acido 3-fenil-propandico (CoH105).

Apesar de se tratar de uma molécula relativamente simples, existe relato deste
composto com atividade antimicrobiana (SANCHEZ-MALDONADO et al., 2011).
Contudo, neste trabalho a atividade anticandida n&o foi observada pela subfragéo que
continha essa substancia. Em outros trabalhos tambem foi observado que esse tipo de
molécula pode atuar na planta como agente protetor contra alguns tipos de patogenos,

demonstrando entdo a importancia ecoldgica para esse composto (LI et al., 2015).
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Em funcdo das atividades biologicas relatadas e por se tratar de um fungo
endofitico, é provavel que a produgdo dessa molécula pela linhagem P. microspora
(P12/AnspCgl.1.3a) esteja envolvida na interelacdo fungo-planta, neste caso a espécie
de Rollinia sp. Nesta relacdo, por muitas vezes, a linhagem albergada produz
substancias que exercem alguma acéao biologica favoravel ecologicamente para a planta
hospedeira (CLAY et al., 1993; AZEVEDO et al., 2000).

5.14 Perfil de proteinas secretadas por linhagens de Pestalotiopsis spp.

Para a avaliagdio do perfil de proteinas secretadas por P. microspora
(P12/AnspCgl.1.3a), foi necessério determinar as melhores condi¢bes de analises
relacionadas a quantidade (volume) de amostra, com o intuito de padronizar as
condicdes para todas as amostras. O objetivo foi utilizar um método simples, e ao
mesmo tempo eficiente na percepcdo das diferencas entre as amostras. Com relagéo a
producdo de bandas proteicas, as amostras analisadas nos tempos de 05 a 60 dias de
cultivo demonstraram um perfil similar (Figura 29).
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Figura 29. Perfil eletroforético em SDS-PAGE de proteinas secretadas pela
linhagem P. microspora (P12/AnspCg1.1.3a) de 05 a 60 dias.

A amostra obtida com cinco dias de cultivo apresentou o perfil proteico mais
pobre em comparagdo com as amostras com outros tempos de cultivo, com nimero de
bandas proteicas bastante reduzido.
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A amostra com 60 dias de cultivo apresentou sensivel mudanca em seu perfil em
comparagao as demais, com maior concentracdo de proteinas de 70kDa. Outra mudanca
relevante entre os perfis acontece nas proteinas de aproximadamente 30kDa, estas
aparecem entre 10 e 25 dias, e desparecem a partir de 30 dias permanecendo assim até o
fim dos 60 dias.

O perfil eletroforético das amostras mostrou que as proteinas em maior
concentracdo possuem tamanhos de aproximadamente 120kDa, 70kDa e 60kDa. A
consulta a trabalhos relacionados a0 mapeamento de proteinas secretadas por diferentes
espécies de fungos indica que trata-se de uma variedade de amilases como a ¢ P
amilases, glucoamilases entre outras, e também glicosidases como glicose oxidases ou
B-glicosidades envolvidas na metabolizagcdo da amilase e da glicose como fontes de
carbono (FRANCISCO et al., 2004; FRANCISCO et al., 2005; MONTE et al., 2005;
IWASHITA et al., 2006).

E importante lembrar que o meio de cultura utilizado para essa etapa do trabalho
foi o BDL Batata e Dextrose suplementado com extrato de levedura, sendo assim o
microrganismo precisa desenvolver maquinario molecular capaz de metabolizar tanto o
amido vindo batada, quanto a dextrose (aguUcares). Por conta disso observa-se uma
maior concentracao dessas proteinas no perfil.

O fato dessas proteinas ndo aparecerem na amostra com cinco dias de cultivo é
coerente com a ideia de que nesse tempo de crescimento a linhagem nédo se encontra na
fase “log” de crescimento e sim na fase inicial “lag”. O fato revela que a linhagem P.
microspora (AnspCgl.1.3a) possui um metabolismo mais lento quando comparado com
outras da literatura, que apresentam crescimento e mudancas no perfil de proteinas a
partir do terceiro dia de cultivo por exemplo (FRANCISCO et al., 2005).

E possivel perceber um aumento gradual na concentracdo das proteinas com
120kDa, 70kDa e 60kDa a partir do tempo de 10 dias chegando ao apice com 25 dias, e
a partir de 30 dias esse perfil se mostra menos concentrado até 40 dias. O fato coerente
com o perfil no consumo de acucar (Grafico 5) que revelou a concentracdo de aglcar
indo ao minimo com 20 dias, este fato resulta provavelmente em uma menor producéo,
ou mesmo a parada na producdo das enzimas responsaveis pela metaboliza¢do dessas
fontes de carbono.

De forma geral esse resultado esta coerente com os apresentados no perfil quimico

de P. microspora (AnspCgl.1.3a), mostrando que no periodo compreendido entre 25 e
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30 dias a linhagem chega a fase estacionaria, fase em que os metabdlitos secundarios
séo produzidos.

Né&o foi possivel explicar o perfil apresentado com 60 dias de cultivo, em que
ocorre grande concentracdo de proteinas de aproximadamente 70kDa, mas € provavel
que essas proteinas tenham relacdo com etapas do catabolismo da linhagem, tendo em
vista 0 elevado tempo de cultivo e as caracteristicas morfoldgicas apresentadas pela
linhagem neste periodo.

Também de acordo com a literatura é provavel que as proteinas com
aproximadamente 30kDa detectadas apenas nos tempos de 10, 20 e 25 dias, sejam
proteases como aminopeptidases e proteases alcalinas, confirmadas em trabalhos de
isolamento e identificacdo de proteinas secretadas por outros géneros (FRANCISCO et
al., 2004; FRANCISCO et al., 2005; IWASHITA et al., 2006). A afirmacdo leva em
consideracdo que no meio de cultivo foi utilizado o extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, sendo necesséria a producdo de enzimas para metaboliza¢do desse substrato.
Dessa forma, o ndo aparecimento dessas proteinas nos tempos de 30, 40 e 60 dias pode
ser explicado pelo consumo total desse substrato ao longo do tempo, refor¢ado pelo fato
dele se apresentar em baixa concentracdo no meio de cultivo.

De forma geral o perfil de proteinas com 25 dias de cultivo apresentou 0s
melhores resultados em uma possivel avaliagdo 2D bidimensional, tendo em vista a
variedade, e principalmente a concentracdo de proteinas na amostra.

Como esse tempo de cultivo tem demonstrado grande relevancia para o inicio do
metabolismo secundéario dessa linhagem, uma avaliacdo bidimensional poderia trazer
respostas mais objetivas, como por exemplo sobre a diversidade de proteinas presentes
neste tempo, resposta importante para compreensdao do metabolismo secundario da
linhagem.

Para analise do perfil intraespecifico de proteinas extracelulares pelas linhagens
de Pestalotiopsis spp. foram utilizadas amostras de nove espécies, sendo elas: P.
camelliae (P03), P. disseminata (P10), P. mangiferae (P11), P. microspora (P12), P.
neglecta (P17), N. formicarum (P36), P. versicolor (P47), P. adusta (P52) e N.
clavispora (P55). O experimento foi realizado nas condic¢des previamente estabelecidas,

e os resultados estdo ilustrados na Figura 30.
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Figura 30. Perfil eletroforético em SDS-PAGE de proteinas secretadas
por nove linhagens de Pestalotiopsis spp..

De forma geral as amostras apresentaram um resultado polimérfico lenvando em
consideracdo, o numero de bandas proteicas, a intensidade dessas proteinas, e a
distribuicdo delas no gel. As amostras apresentaram um ndmero de bandas proteicas que
variou de quatro a dezesseis, entre essas, as que apresentaram o perfil mais pobre foram
as amostras de P. camelliae (P03) e N. clavispora (P55) com numeros de bandas de
proteinas de quatro e seis respectivamente. A espécie de N. formicarum (P36) também
chama atencdo pela maior intensidade de proteinas de 40kDa.

As proteinas entre 50 e 100kDa foram as que se apresentaram com maior
frequéncia entre as diferentes espécies de Pestalotiopsis. Como dissemos anteriormente
trata-se provavelmente das proteinas responsaveis pela metaboliza¢do do amido advindo
da 4gua de batata no meio de cultivo e da dextrose.

A maioria das linhagens também apresentou proteinas com aproximadamente
30kDa, discutidas anteriormente como proteases responsaves pela metabolizacdo do
extrato de levedura. Ambas as informacOes acima fortalecem a ideia de que realmente
trata-se dessas proteinas, uma vez que a maior parte das linhagens comportou-se
praticamente da mesma forma, com relacdo a producdo dessas enzimas, e levando em
consideracdo ainda que todas foram cultivadas em meio BDL.

Isso de certa forma explica o perfil quimico relativamente similar apresentado
entre as linhagens, mostrado na discussédo sobre o perfil de substancias produzidas.

Aparentemente o meio de cultivo tem levado a producdo de enzimas que conduzem a
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um caminho metabdlico padréo entre as linhagens, resultando em linhagens com perfis
quimicos aproximados. O desafio estd na percepcdo das diferencas na expressao de
proteinas que podem levar a caminhos metabdlicos diferentes.

A linhagem de N. formicarum mostrou um perfil proteico mais diferente com
producdo intensa de proteinas de aproximadamente 40kDa. N&o foi possivel fazer
proposicao de proteinas nessa faixa de tamanho, primeiro por conta do nimero reduzido
de trabalhos com perfil de proteinas de Pestalotiopsis, e pelo nimero reduzido de
trabalhos de isolamento e identificacdo de proteinas extracelulares de fungos com essa

faixa de tamanho.

5.15 Avaliacéo da producéao de linhagens mutantes

Para se confirmar a producdo de linhagens mutantes a partir da linhagem de P.
microspora (AnspCgl.1.3a) utilizando luz UV, foi necessario avaliar a curva de
sobrevivéncia de conidios para perceber a efetividade da luz UV como fator de
modificacdo do DNA, causando erros genéticos (mutacBes) nas ceélulas viaveis
sobreviventes. O Grafico 6 mostra o decaimento no nimero de células viaveis,
considerando como células viaveis aquelas capazes de apresentar crescimento em meio
de cultivo, e apds desenvolvimento sdo capazes de repassar sua informacdo genética
(AZEVEDO, 1998).

Ne de céls. vidveis (104)
w
1
/.
| |

Tempo (min.)

Gréfico 6. Decaimento no nimero de células viaveis em fungdo do
tempo de exposicdo a luz UV.
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Os resultados mostraram um decaimento irregular, porém constante, no nimero
de células viaveis, e que a partir de 18 minutos ndo apresentou mais células vidveis ao
crescimento. Dessa forma, foram selecionadas como possiveis mutantes cinco linhagens
que estiveram expostas a luz UV por 16 minutos, o ultimo tempo em que se observou
linhagens viaveis.

As cinco linhagens foram identificadas de PX01 a PX05, e avaliadas em relacdo a
sua macro e micromorfologia, seu perfil genético, quanto ao perfil de seus metabolitos e
também seu perfil de proteinas secretadas em comparacdo a linhagem parietal (Figura
31).

10 um

Figura 31. A- Linhagem PX01 em placa contendo meio BDA. B- Micro-
estruturas de conidios da linhagem.

Figura 32. A- Linhagem PX02 em placa contendo meio BDA. B- Micro-
estruturas de conidios da linhagem.
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Figura 33. A- Linhagem PX03 em placa contendo meio BDA. B- Micro-
estruturas de conidios da linhagem.

Figura 34. A- Linhagem PX04 em placa contendo meio BDA. B- Micro-
estruturas de conidios da linhagem.

Figura 35. A- Linhagem PX01 em placa contendo meio BDA. B- Micro-
estruturas de conidios da linhagem.

A analise da macromorfologia das linhagens revelou um consideravel aumento na
formacdo de conidios para quatro das cinco linhagens, o fato lhes deu um aspecto
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enegrecido ao micélio, pelo excesso de conidios presentes em cada linhagem. A excec¢éo
a esse fato foi a linhagem PX02 que apresentou caracteristicas de crescimento similares
a linhagem selvagem.

A micromorfologia das cinco linhagens foram avaliadas e nenhuma apresentou
diferenca significativa com relacdo as dimensdes das microestruturas de conidios. Para
efeito de comparagdo com a linhagem selvagem, foram avaliadas o didmetro do conidio
e comprimento do apéndice apical.

A producédo de linhagens mutantes utilizando luz UV como agente modificador,
luz UVC (280-100nm), acontece devido a formacdo de dimeros de pirimidina, em geral
de timina. O numero excessivo desses dimeros inviabilizam a acdo eficiente dos
mecanismos de reparo, 0 que ndo causando a morte, pode causar a ativagdo e 0
silenciamento de genes alterando a bioquimica da linhagem selvagem (WEBB, 1977;
AZEVEDO, 1989; EKER et al., 2009).

E dificil determinar o melhor tempo de exposicdo para uma maior eficiciéncia no
processo de poducdo de mutantes, mas o conhecimento das microestruturas de
resisténcias da linhagem, e os resultados de sobrevivéncia podem dar bons indicios para
um processo mais eficiente (KAPLAN et al., 1989; SZAKACS et al., 2008).

Os conidios séo as estruturas reprodutivas desse género e portanto, € fundamental
para a manutencdo da espécie que essa estrutura seja uma das mais conservadas, mesmo
guando a linhagem passa por algum processo de inducdo para mutacdo genética
(AZEVEDO, 1998). Isso explica o fato de ndo ser possivel perceber nenhuma diferenca
nas micro-estruturas dos conidios da linhagens mutantes em comparacdo a linhagem
parietal.

Ao ocorrer uma modificacdo genética induzida por diferentes agentes fisicos ou
quimicos, ocorre um processo de reparo em que a grande maioria das modificagGes séo
corrigidas. Nesse processo uma mutacdo se estabelece quando ocorre uma falha na
etapa de reparo, fazendo com que essa modificacdo se estabelca no material genético do
organismo (AZEVEDO, 1998).

O aumento na formacdo de conidios, presentes em quatro linhagens PX, & um
efeito denominado de fotoindugdo da esporucdo, j& conhecido em diversas espécies
esporulantes, consequéncia a uma alta exposicdo a luz UV. Esse processo promovido
pelas denominadas fotoliases, enzimas envolvidas no processo de reparo, ocorre como
estratégia de sobrevivéncia do microrganismo (SAMETZ-BARON et al., 1997;
SZAKACS et al., 2008).
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A analise das linhagens PX por marcadores genéticos AFLP foi conduzido
conjuntamente as demais amostras de Pestalotiopsis spp. (Figura 17). Das cinco
possiveis mutantes duas ndo apresentaram um perfil capaz de ser analisado, assim a
comparacdo do perfil de fragmentacdo da linhagem parietal (P. microspora / P12) foi
realizado com as linhagens PX01, PX03 e PX04 (Figura 36).

P. microspora (P12)

PXo01

PX03

PX04

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Figura 36. Dendrograma resultante do agrupamento hierarquico UPGMA
para linhagens de P. microspora e PX, avaliadas por AFLP, com
coeficiente de Pearson.

Apesar do baixo nimero de fragmentos obtidos, ja discutido anteriormente,
percebe-se um perfil de fragmentacéo diferente das linhagens mutantes em comparacao
a selvagem, o que viabilizou a constru¢cdo do dendrograma a partir da UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) de agrupamento
hierarquico.

Ao analisar o perfil apresentado em gel de agarose percebe-se que as principais
modificagdes ocorridas nas linhagens PX em comparagdo a linhagem parietal,
possibilitaram a formacdo de fragmentos de aproximadamente 1450 e 700 pb nédo
observadas na linhagem selvagem. As diferencas no perfil genético comprovam a
ocorréncias de modifica¢Bes nas linhagens PX induzidas pela luz UV.

As modificagcbes ocorridas no DNA genémico das linhagens mutantes
proporcionaram mudancgas nos pontos de clivagem para acdo das enzimas de restricdo
utilizadas no AFLP, ocasionando um novo perfil para essas linhagens. A similaridade
de perfil apresentado entre as linhagens mutantes sugere pontos do genoma dessa

linhagem mais susceptiveis a ocorréncia de modificagoes.
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Os extratos do meio liquido tanto da linhagem selvagem, quanto das linhagens
mutantes foram analisados estatisticamente quanto a variacdo na quantidade de extrato

em miligramas foram obtido em cada cultivo (Gréfico 7).
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Grafico 7. Variancia da producdo de extrato (mg) da
linhagem selvagem e linhagens PX.

A anélise estatistica realizada mostrou diferenca significativa na quantidade de
extratos obtidos em quatro extratos das linhagens mutantes em comparagédo a linhagem
selvagem. A Unica em que isso ndo foi observado foi a linhagem PX02 mantendo-se
similar a linhagem selvagem.

Os extratos das linhagens mutantes apresentaram uma quantidade maior de
material, utilizando extracdo liquido:liqguido com AcOEt como método de extracdo, esse
método de extracdo apesar de dificil padronizacdo foi util na deteccdo das diferencas
iniciais do metabolismo das linhagens estudadas. Uma maior quantidade de extrato ndo
garante uma maior quantidade das substancias de interesse, mas € um primeiro indicio
de que as linhagens mutantes possuem um perfil metabdlico diferente da linhagem
selvagem.

Os extratos das linhagens mutantes e da linhagem selvagem foram testados frente
a C. albicans para verificar se houve modificacdo na atividade bioldgica apresentada
pela linhagem parietal. Apresentaram resultados positivos apenas o0s extratos da
linhagem PX02 da linhagem selvagem ambas com CMI de 0.50 mg.mL™.

A perda da atividade bioldgica, por quatro das cinco linhagens PX, indicou que a
modificacdo genética foi negativa para a producdo do(s) composto(s) biativo(s),
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reduzindo ou inviabilizando a sua producdo. Como forma de caracterizar as alteracdes
dos extratos das linhagens PX em comparacdo a linhagem selvagem foi realizado
analise dos extratos em HPLC, cromatogramas apresentados na Figura 37.
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Figura 37. Cromatogramas referentes aos extratos da linhagem selvagem (P12) e as
linhagens PX01-PX05.

Para o desenvolvimento da técnica de separacdo por HPLC dos extratos da
linhagem selvagem e PX foram necessarios novos testes nas condic¢Ges de corrida, para
encontrar um Unico método eficiente na separacdo de todas as amostras. Nesta etapa foi
considerado como melhor resultado aquele que apresentou 0 maior nimero de picos por
amostra.

Através dos resultados dos cromatogramas € possivel afirmar que existem
diferencas significativas entre o perfil de substancias presentes no extrato da linhagem
selvagem em comparagdo as linhagens PX01, PX03, PX04 e PXO05, além disso,
observa-se que o perfil da linhagem PX02 permaneceu similar a linhagem selvagem.

As linhagens PX01, PX03, PX04 e PX05 apresentaram um perfil cromatogréafico
bastante similar entre si, com sinais com tempos de retengdo de 1.13, 1.49, 2.01 e 2.42
minutos. A linhagem selvagem e PX02 apresentaram um perfil mais rico com sinais
majoritarios em 1.29, 1.97, 2.72, 3.24, 5.25, 12.31, 20.83 minutos. A similaridade entre

os extratos das linhagens PX, excecdo feita a PX02, indica que as modificacOes
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ocasionadas pela exposi¢cdo a luz UV provocou alteragdes genéticas com as mesmas
consequéncias metabdlicas para essas linhagens.

A diferenca no nimero de picos entre os dois grupos, indica que os extratos das
linhagens mutantes, excecédo feita a PX02, sdo mais pobres com relacdo ao nimero de
substancias presentes no extrato da linhagem selvagem. Este ponto somado ao fato da
atividade biologica ndo aparecer em nenhum desses extratos, demonstra que a
modificagdo mediada pela exposi¢cdo a luz UV ndo se mostrou promissora para a
obtencdo de linhagens com atividade bioldgica frente a C. albicans.

Alguns trabalhos tém mostrado que a utilizacdo de luz UV, como forma de
ativacdo de genes de interesse, € uma estratégia viavel para a obtencdo de moléculas de
interesse. Contudo, a maioria dos trabalhos visa o melhoramento da linhagem para
obtencdo de macromoléculas como enzimas (SZAKACS et al., 2008). A utilizacédo
desse método para obtencdo de novas substancias (micromoléculas) com potencial
biotecnoldgico, ou para aumentar a producgdo de substancias especificas do metabolismo
secundario parece ser tdo simples, tendo em vista que a producdo de tais moléculas
acontece através de um variado ndmero de passos mediados por diferentes enzimas
(DEWICK, 2004).

Contudo, existe uma necessidade latente quando se investiga as reais
possibilidades biotecnoldgicas voltadas a obtencdo de substancias do metabolismo
secundario, que € a ativacdo do numero maximo de genes envolvidos no processo de
biossintese dessas substancias. Atualmente se sabe que uma grande parte dos genes
envolvidos nas etapas do metabolismo secundario esta silenciada, e por conta disso,
vem se desenvolvendo as mais diferentes estratégias tanto para se estudar esses genes,
guanto para acessa-los de forma efetiva (BRAKHAGE & SCHROECKH, 2011; YANG
etal., 2013).

Nesta etapa do trabalho se tentou acessar essas regides “silenciadas” da linhagem
selvagem, no sentido de ativar genes que modificassem positivamente o metabolismo
secundario dessa linhagem, fosse para o aumento na producdo de substancias
especificas ou na produgdo de novas substancias com interesse farmacoldgico
investigado.

A analise do perfil de proteinas extracelulares das linhagens PX foi realizada em
gel SDS-PAGE onde foram aplicadas as cinco amostras selecionadas como possiveis

mutantes além da linhagem selvagem (P. microspora / P12). Todo procedimento
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obedeceu as condicdes pré-estabelecidas, e o gel resultante esta apresentado na Figura
38.
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Figura 38. Perfil eletroforético em SDS-PAGE de proteinas
secretadas pelas linhagens PX01- 5 e pela linhagem selvagem P.
microspora (P12).

Como a amostra da linhagem selvagem (P. microspora /P12) se apresentou de
forma inadequada para a analise, ndo foram considerados seus resultados neste gel para
fins de comparacdo com o restante das amostras. Sendo assim, foram utilizadas para fim
de comparacédo apenas as amostras das linhagens PX.

De forma geral as amostras das linhagens PX se mostraram similares em seus
perfis de proteinas extracelulares secretadas, com bandas proteicas mais representativas
compreendidas entre 50 e 140kDa. Apesar disso, a amostra da linhagem PX02 foi a que
apresentou um numero maior de pontos de discordancia de perfil em comparacdo as
demais, com auséncia de bandas com 140 e 50kDa, e presenca de bandas intensas com
aproximadamente 45kDa e abaixo de 10kDa.

Os resultados expressos no gel de SDS-PAGE indicam que as linhagens PX
tiveram seu perfil de proteinas alterado por conta da exposicdo a luz UV. O
procedimento promoveu uma intensidade maior de proteinas produzidas, com tamanho
compreendido entre 50 e 140kDa.

Como ja discutimos anteriormente, essa faixa de tamanho de proteina compreende

aquelas relacionadas a metabolizacdo dos substratos para fonte de carbono, que neste
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caso séo 0 amido e da dextrose, componentes do meio de cultura BDL. Esse aumento na
producdo de enzimas com esse objetivo pode indicar que o metabolismo dessas
linhagens foi alterado, tornando-o mais acelerado quanto a metaboliza¢do dessas fontes
de carbono.

Para uma melhor compreensdo de como esse tipo de manipulacdo pode modificar
os caminhos metabodlicos percorridos para obtencdo de substancias do metabolismo
secundario, é importante lembrar que essa producédo esta totalmente relacionada com a
biodisponibilidade e a capacidade de metabolizacdo desses substratos, além disso, cada
organismo “trabalha” com o menor gasto de energia possivel, utilizando apenas o
“maquinario” necessario de acordo com o ambiente e de acordo com as suas
possibilidades enzimaticas (DEWICK, 2004).

Dessa forma é provavel que a alteracdo promovida pela modificacdo genética
tenha resultado numa maior producdo de enzimas do metabolismo da glicose, fazendo
com que esse processo fosse mais rapido e reduzindo o tempo de chegada a fase
estacionaria pelas linhagens PX. Assim é possivel que o perfil quimico observado na
figura 38, seja na verdade o perfil do catabolismo que essas linhagens atingiram com o
tempo de cultivo de 25 dias.

Para fim de confirmacdo desse ponto, faz-se necessario o estudo do perfil dessas
linhagens ao longo do tempo, para observacao das diferentes etapas metabdlicas dessas
linhagens.

A linhagem PXO02 foi a linhagem modificada que apresentou o perfil quimico
mais diferente. Da mesma forma foi a linhagem que apresentou 0 maior nimero de
bandas proteicas distintas. Mesmo n&o sendo possivel afirmar quais sdo as proteinas
ausentes e presentes no perfil de bandas da linhagem PX02 (apontadas na figura 39), foi
possivel indicar o tamanho dessas proteinas, apontando-as como possiveis alvos para
trabalhos de isolamento e identificacdo de proteinas relacionadas a essas modificacfes

no perfil quimico.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho avangcamos no conhecimento do género Pestalotiopsis, utilizando
diferentes abordagens para analisar sua diversidade, verificando como essa diversidade
pode ser sistematizada de forma a ser utilizada na selecdo de linhagens para
biotecnologia.

A micromorfologia foi util para diferenciacdo em nivel de género, e para prévia
diferenciacdo de espécies como P. mangiferae. Além disso, a analise estatistica revelou
que é necessario definir niveis de relevancia para os itens micromorfol6gicos avaliados,
tendo em vista que microestruturas utilizadas em trabalhos de taxonomia mostraram
pouca ou nenhuma eficiéncia na diferenciacéo.

A identificacdo molecular revelou oito espécies de Pestalotiopsis e duas de
Neopestalotiopsis. Entre as Pestalotiopsis foi possivel agrupar com certa eficiéncia as
espécies mais numerosas como P. mangiferae, P. microspora e P. clavispora. A andlise
por AFLP demonstrou relativa eficiéncia principalmente na diferenciacdo de P.
clavispora, contudo demonstrou a necessidade do aperfeicoamento na técnica.

A analise por MS mostrou eficiéncia para fins taxondmicos, na separacdo em
nivel de espécie, como observado, por exemplo, entre P. mangiferae e P. clavispora.
Foi possivel apontar os ions moleculares como provaveis marcadores para as espécies
mais representativas. Além disso, a técnica indicou a presenca de substancias de
interesse farmacoldgico demonstrando a versatilidade do método utilizado.

Os testes bioldgicos demonstraram que os extratos de nove linhagens possuem
atividade anticandida, contudo, o valor da CMI indica que os compostos bioativos estdo
presentes em pequenas concentragdes. Os extratos também apresentaram baixa
atividade frente as células tumorais.

A analise do perfil de P. microspora (P12/ AnspCgl.1.3a) revelou o metabolismo
lento da linhagem, provavelmente em funcdo das substancias produzidas. Através da
técnica escolhida foi possivel definir as fases de crescimento de P. microspora (P12/
AnspCgl.1.3a), estabelecendo o periodo adequado para o isolamento das substancias.

Foi possivel identificar o &cido 3-fenilpropandico substancia que possui papel
ecologico na protecdo da planta hospedeira contra patdgenos, demonstrando a
importancia ecoldgica da linhagem P. microspora (P12/ AnspCgl.1.3a) para 0 seu
hospedeiro Rollinia sp. N&o foi possivel a identificacdo das moléculas responsaveis pela

a atividade anticandida.
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O perfil de proteinas confirmou os resultados de perfil quimico e indicou o melhor
tempo de cultivo para o estudo das proteinas do metabolismo. O perfil de proteinas das
diferentes espécies revelou um padrdo de bandas constante das proteinas relacionadas
ao metabolismo da glicose, provavelmente em funcdo do meio de cultura utilizado.

O método utilizado na obtencdo de linhagens mutantes se mostrou eficiente,
contudo as alteracdes genéticas originadas ndo revelaram aumento das potencialidades
biotecnoldgicas em comparagdo a linhagem parietal.
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Anexo 1

This equates to
approximately 2x10s
bacterial cells, 2x107 yeast
cells or 2x10s mammalian
cells.

2 Cap tube tightly to prevent
leakage.

.
3The Zymo-Spin™ IC

Coln has a maximum
capacity of 800 pl.

For Research Use Only

Protocol

For optimal performance, add beta-mercaptoethanol (user supplied) to the Fungal/Bacterial
DNA Binding Buffer to a final dilution of 0.5%(v/v) i.e., 500 pl per 100 ml.

1. Add 10-20 mg (wet weight) fungal or bacterial cells1that have been resuspended in up to 200
ul of water or isotonic buffer (e.g., PBS) or up to 40 mg of tissue to a ZR BashingBead™
Lysis Tube (0.1 & 0.5 mm). Add 750 pl Lysis Solution to the tubez.

2. Secure in a bead beater fitted with a 2 ml tube holder assembly and process at maximum
speed for = 5 minutes.

Note: Required processing time will vary depending on the device and application and therefore
should be evaluated on a case by case basis.

For example, processing times may be as little as 3 minutes when using high-speed cell disrupters
(e.g., the portable TerraLyzer™Sample Processor, FastPrep® -24, or similar) or as long as 20
minutes when using lower speeds (e.g., Disruptor Genie™, or standard benchtop vortexes). See
manufacturer’s literature for operating information.

3. Centrifuge the ZR BashingBead™ Lysis Tube in a microcentrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

4. Transfer up to 400 pl supernatant to a Zymo-Spin™ IV Spin Filter (Orange Top) in a
Collection Tube and centrifuge at 7,000 x g for 1 minute.

Note: Snap off the base of the Zymo-Spin™ IV Spin Filter (Orange Top) prior to use.

5. Add 1,200 pl of Fungal/Bacterial DNA Binding Buffer to the filtrate in the Collection Tube
from Step 4.

6. Transfer 800 pl of the mixture from Step 5 to a Zymo-Spin™ IC Columnsin a Collection
Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

7. Discard the flow through from the Collection Tube and repeat Step 6.

8. Add 200 pl DNA Pre-Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IC Column in a new Collection Tube
and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

9. Add 500 pl Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IC Column and
centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

10. Transfer the Zymo-Spin™ IC Column to a clean 1.5 ml microcentrifuge tube and add 20 pl
(10 pl minimum) DNA Elution Buffer directly to the column matrix. Wait 2-3 minutes and
then centrifuge at 10,000 x g for 30 seconds to elute the DNA.

Ultra-pure DNA is now ready for use in your experiments.

ZYMO RESEARCH CORP.

Phone: (949) 679-1190 = Toll Free: (888) 882-9682 = Fax: (949) 266-9452 = info@zymoresearch.com = www.zymoresearch.com



Anexo 2
Protocolo para precipitacdo de placa em sequenciador ABI

1. Volume do produto de reacdo de sequenciamento em cada poco da placa

deve ser de 10 pL.

2. Adicionar 2,5 pL de EDTA mM em cada poco.

3. Adicionar 30 pL de alcool etilico absoluto em cada poco.
4. Vortexar a placa.

5. Deixar a placa em repouso por 15 minutos.

6. Centrifugar por 30 minutos a 2500 rcfa 4 °C

7. Apos a centrifugagdo, descobrir a placa e inverter em papel toalha.

Centrifugar a placa invertida por um minuto a 100 rcf.
8. Adicionar 30 pL de alcool etilico diluido a 70 % em cada poco.
9. Centrifugar por 15 minutos a 1650 rcf.

10. Apds a centrifugacdo, descobrir a placa e inverter em papel toalha.

Centrifugar a placa invertida por um minuto a 100 rcf.

11. Secar a placa ao abrigo da luz, por uma hora a temperatura ambiente ou 15

minutos em fluxo de ar.

12. Ressuspender as amostras em 10 pL de formamida HiDi vortexar

levemente.



Anexo 3

PROTOCOLO DA REACAO DE AFLP
A digestéo de restricdo do DNA genémico
1. Adicione o seguinte para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml:

Componentes controle amostras
Tampéo da reacdo 5X 5uL 5uL
DNA controle de E. coli (100ng / ul) 2.5uL _

DNA amostra (250ng em < 18 ul) _ <18uL
EcoR I/Mse | 2 uL 2 uL
Agua destilada 15.5 uL p/ 25 pL
Volume total 25 L 25 uL

2. Misture delicadamente a reacéo por centrifugacdo breve. Incubar a mistura 2h a 37°C.

3.Incubar a mistura durante 15 min a 70 °C para inactivar a restricdo endonucleases. Coloque o tubo em gelo
e misture contetdos por centrifugacéo breve.

Obs.: Precisamos verificar a concentracdo de DNA em cada amostra? Nanodrop? E padronizar todos na
mesma concentragdo de DNA/uL.

Ligacdo de Adapters
1. Adicione o seguinte para 0 DNA digerido a partir da etapa 3 da Secdo anterior:

Componentes Volume
Solucdo de ligacdo do adapter 24 uL
T4 DNA ligase 1L

2. Misturar suavemente a temperatura ambiente, centrifugar para recolher rapidamente o conteldo, e incubar
a 20°C+ 2°C durante 2 h.

3. Realizar uma dilui¢do de 1:10 da mistura de ligacdo como se segue:

a. Tomar 10uL da mistura de reacdo e transferir para tubo 1,5 ml.

b. Adicionar 90puL de tampédo TE e misture bem.

4. A parte ndo utilizada da mistura de reac¢do pode ser armazenado a -20 ° C.

Obs.: Possivel ponto de parada do processo.

Reacdes Pré-amplificacdo (opcional)
1. Adicione o seguinte para um tubo de microcentrifuga 0,2- ou 0,5 ml de paredes finas:

Componentes Volume
DNA modelo diluido (do passo 3 da Segao anterior) 5uL
primer E-0 2.7uL
primer M-0 12 L
Tampéo de PCR 10X plus Mg 5uL
Taq DNA polymerase (5 units/pl) 1L
Agua destilada 25.3 uL
Volume total 51 uL




2. Misturar suavemente e centrifuga-se rapidamente para ocorrer a reac¢do. Envolva com 2 a 3 gotas de 6leo
de silicone, se necessério. Realizar 20 ciclos em:

94°C for 30 s
56°C for 60 s
72°C for 60 s

Mantendo temperatura final de 4°C.

3. Realize uma diluicdo de 1:50 da seguinte forma: a transferéncia de 3 pL para tubo de 1,5 ml contendo 147
puL de tampdo TE. Isto € suficiente para 30 amplificacbes de AFLP selectiva. Se necessario, as novas
diluicBes podem ser feitas de a Pre-amplification reacGes para dar padréo adicional para as amplificacdes de
AFLP seletiva. Ambas as reagdes diluida e ndo diluida podem ser armazenadas a -20 ° C.

Marcagdo dos Primers

A marcacao dos primers € realizada por fosforilacdo das extremidade 5'dos primers de EcoR | com
[P ou "**P] ATP e kinase de T4. Primers marcados com **P s&o preferidos porque eles d4o uma
melhor resolucéo dos produtos de PCR sobre os gels. Além disso, a reacdo produtos sdo menos propensas a
degradacdo devido a autoradiolysis.

Para 0 **P-marcado, adicione os seguintes componentes em tubo de 1,5mL:

Componentes Volume
Primer EcoR I(selecione um) 18uL
Tampao kinase 5X 10 uL
["**P]ATP (3,000 Ci/mmol) 20 pL
T4 kinase 2 uL
Volume total 50 uL

Para 0 *P-marcado, adicione os seguintes componentes em tubo de 1,5mL:

Componentes Volume
Primer EcoR I(selecione um) 18uL
Tampéo kinase 5X 10 pL
["*P]ATP (3,000 Ci/mmol) 20 pL
T4 kinase 2 uL
Volume total 50 pL

2. Misture delicadamente e centrifugue rapidamente para misturar o contetdo do tubo. incubar reacdoa 37 °
C durante 1 h.
3. Aquecer inactivar a enzima a 70 ° C durante 10 min. Centrifugar brevemente para recolher conteido da

reacao.

Amplificacéo seletiva de AFLP



1. Para cada par de primers, adicione o0s seguintes componentes para um tubo de 1.5-ml identifique de "Mix

1"

Componentes Volume
Primer marcado de EcoR | (do item anterior) 5uL
Mse | primer (contendo dNTPSs) 45 uL
volume total (suficiente para 10 reaccdes) 50 uL

2. Adicione o0s seguintes componentes para outro tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e rotula-la

"MIX 2"

Componentes Volume
Agua destilada 79 uL
Tampéo de PCR 10X plus Mg 20 pL
Tag DNA polymerase (5 units/pL) lub
volume total (suficiente para 10 reaccdes) 100 pL

3. Cada amplificacdo de AFLP é montada através da combinacgdo do seguinte numa 0,2- ou 0,5 ml tubo de

microcentrifuga de paredes finas:
O DNA padréo é:

1) DNA da etapa 3 da Se¢éo 3.6; ou na auséncia de pré-amplificacao,

2) DNA da etapa 3 da Secédo 3.5

Obs.: pode usar o da pré-amplica¢do ou ndo (direto)

Componentes Volume
DNA padrao 5uL
Mix 1 (primers/dNTPS) 5puL
Mix 2 (Tag DNA polymerase/buffer) 10uL
Volume total 20uL

4. Misturar suavemente e centrifugar para recolher rapidamente reaccdo. Sobreposicdo com 2 a 3 gotas de

6leo de silicone, se necessario.

Se estiver usando o Perkin-Elmer 9600 termociclador (ou similar autorizado térmica cycler):

A. Realizar um ciclo a 94 °C durante 30s; 65°C durante 30s; e 72°C durante 60s.

B. Abaixe a temperatura de anelamento em 0,7 °C em cada ciclo durante 12 ciclos. Este d& um toque para

baixo fase de 13 ciclos.
C. Realizar 23 ciclos em:
94°C durante 30s;

56°C durante 30s; e
72°C durante 60s.
Tempo total: 2 h, 2 min.




