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Resumo:

Os fungos endofiticos constituem uma fonte ainda pouco explorada e
promissora de novas substancias bioativas. Das 42 linhagens de fungos
endofiticos obtidos das folhas de Disynaphia filifolia foi selecionado para o
estudo quimico o fungo de género Stenocarpella sp, sendo que até o
momento o estudo deste levou a caracterizacdo de uma substancia
denominada como Oblongolideo G, a qual esta sendo relatada pela primeira
vez neste género.

Introducao

Microrganismos endofiticos sdo fungos ou bactérias que habitam o interior
das plantas, sendo encontrados em folhas, ramos, raizes e sementes, sem
causar doencgas, nem produzir estruturas externas visiveis (AZEVEDO,
2000).

Os fungos do género Stenocarpella estdo entre os principais fungos
patogénicos que atacam a cultura do milho no Brasil, com destaque para as
espécies Stenocarpella maydis e Stenocarpella macrospora, as quais
atacam todas as partes areas das plantas e sao transmitidas via sementes.
Ambas as espécies causam podriddes de colmo e de espiga em milho, e S.
macrospora causa, também, manchas foliares.

O Unico relato de espécies do género Stenocarpella como endofito é o
isolamento de S. maydis de Platypodium elegans, uma arvore ornamental da
familia Fabaceae. Neste trabalho foi avaliada a atividade antiparasitaria e
anticancerigena de extratos obtidos de fungos endofiticos associados a
dezenove espécies vegetais coletadas no Panamda, sendo que o extrato
obtido a partir do fungo endofitico S. maydis apresentou potente atividade
antimalaria e moderadas atividades antileishmania e antitripanossdémica
(MARTINEZ-LUIS, 2011).
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Materiais e métodos

O material vegetal foi coletado em fevereiro de 2016 no Parque do Guartela
e identificado pela Profa Dr2 Marta Regina Barrotto do Carmo, do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
O cultivo estacionario dos fungos foi realizado em estufa de crescimento
EletroLab com controle de temperatura a 28°C por 21 dias. Como meios de
cultivo, foram utilizados os meios de Batata-Dextrose-Agar (BDA) Himedia
MO096, Batata-Dextrose (BD) Himedia M403, Batata-Dextrose Himedia M403
suplementado (BD+), Meio-Minimo (MM), e o Meio Completo (MC) todos em
pH 6,8. Para suplementar o meio BD, foi utilizado caso aminoacido 1,00 g.L™
e extrato de levedura 1,00 g.L™". J& o MM foi preparado nas seguintes
concentracdes: NaNOs 60,00 g.L*, KH,PO, 15,00 g.L™*, KCL 5,00 g.L*,
MgS0,4.7H,0 5,00 g.L, FeS0,.7H,O 0,01 g.L?, ZnS0O,.7H,O 0,01 g.L?,
CuS0,4.7H,0 0,01 g.L™. No momento da utilizacdo, o meio MM foi diluido
1:10 com agua destilada e acrescido de D-glucose na proporcéo de 20 g.L™.
Por fim, o MC foi preparado nas concentra¢des: MM concentrado 100 ml.L™,
peptona 2,00 g.L™*, caseina hidrolisada 1,50 g.L™, extrato de levedura 2,00
g.L™, solucéio de vitaminas 1,00 ml.L™, glicose 10,00 g.L™.

Obtencao dos extratos

Apés o cultivo os meios fermentados foram filtrados em funil com gaze e em
seguida centrifugados a 2750 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi
transferido para funil de separacdo e submetido a uma particdo liquido-
liquido com acetato de etila P.A. (3 x 80 mL). A fracdo organica resultante da
extracdo foi tratado com secante (sulfato de sodio anidro), e a mesma,
respectiva de cada meio foi concentrada sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo R-3000 Buchi, a 37°C, obtendo-se os extratos brutos de
metabalitos secundarios.

Estudo quimico dos extratos

Os extratos dos metabolitos secundarios, referentes a todos os meios de
cultivo, foram submetidos & anélise de RMN de *H para observacéo do perfil
quimico de cada um. ApGs a obtencao do espectro, optou-se por fazer uma
coluna cromatogréafica filtrante (= 1,0 cm x h= 23 cm) do extrato referente
ao meio BD (27,9mgq) utilizando como fase estacionéria silica flash (0,035 —
0,070 mm) e hexano, acetato de etila e metanol como eluentes em gradiente
crescente de polaridade. Também foram realizadas analises de UHPLC-
HRMS em um Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia (UPLC), utilizando
fonte de ionizacdo por eletrospray, no modo negativo. As separagdes
cromatograficas foram realizadas utilizando UHPLC, com coluna C18 e
como fase mavel utilizou-se acetonitrila e 4gua.
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Resultados e Discussao

Das 42 linhagens de fungos endofiticos obtidos das folhas de Disynaphia
filifolia, quatro foram selecionadas, sendo que a partir da analise taxonémica
e filogenética foi possivel determinar que se tratava de espécies dos géneros
Epicoccum sp ou Phoma sp, Colletotricum sp, Colletotricum sp e
Stenocarpella sp. Uma pesquisa mostrou que o fungo do género
Stenocarpella sp é menos estudado, e que o extrato obtido da espécie
Stenocarpella maydis € descrito na literatura com potente atividade anti-
inseto, sendo assim, este fungo foi selecionado para investigacdo quimica.

A subfracdo DF29 BD 1-4 proveniente do cultivo em meio de batata
dextrose, por ndo possuir massa suficiente para a realizacédo das analises de
RMN, foi submetida a andlise de UHPLC-HRMS e, por meio do
cromatograma de ions totais observou-se o ion desprotonado 277,1423 m/z
com o valor teérico de 277,1440 m/z e erro de 4,3 ppm, quando comparado
com dados da literatura, foi possivel caracterizar a substancia DF29-1 como
Oblongolideo G (figural).

Figura 1: Estrutura do Oblongolideo G.

Este € o primeiro relato desta substancia no género Stenocarpela.
Entretanto, esta substancia j& foi previamente isolado no género Phomopsis
sp. de Melilotus dentata (DAl et. al., 2005).

O metabolismo do fungo também foi avaliado em diferentes meios de
cultivos: Meio Minimo (MM), Meio Completo (MC) e Batata-Dextrose
suplementado (BD+). Foi observado, atravées de andlises espectrais de RMN
de 'H e de cromatografia em camada delgada, que as substancias
produzidas nos diferentes meios de cultura eram distintas. Dentre 0os meios
utiizados, o extrato correspondente ao meio minimo, apresentou
caracteristicas de um composto puro, portanto, este esta sendo cultivado em
maior quantidade com a finalidade de isolar e caracterizar tal composto.

Conclusbes

O estudo do extrato de batata-dextrose (BD) do fungo endofitico
Stenocarpella sp. levou até o momento a caracterizacdo da substéancia
Oblongolideo G, a qual esta sendo descrita pela primeira vez neste género.
Uma analise preliminar mostrou que os metabdlitos produzidos por
Stenocarpela sp séo distintos nos diferentes meios de cultura utilizados.
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