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Resumo

Fungos sao seres vivos que apresentam grande importdncia ecoldgica, econdmica e industrial. Estes
sdo conhecidos por serem capazes de biossintetizar metabdlitos secunddrios tteis, especialmente para
as industrias farmacéutica e alimenticia. Dentre os biocompostos produzidos por esses organismos es-
tao as azafilonas, pigmentos naturais com atividade antimicrobiana extraidos de fungos de diversos
géneros, entre eles o Penicillium. Considerando o potencial biotecnoldgico das espécies deste género e
dos metabdlitos produzidas por elas, este trabalho apresenta técnicas indutoras de desvios metabdlicos
(OSMAC) utilizadas no cultivo do fungo Penicillium sclerotiorum, endofitico isolado da planta Duguetia
stelechantha (Annonaceae). Por meio desta estratégia, concluiu-se que meios pobres em carbono estimu-
lam o acimulo de pigmentos nas células. Por meio da espectrometria de massas, cinco azafilonas foram
identificadas como os constituintes majoritdrios do extrato.

Palavras-chave: Metabolismo microbiano, pigmentos, policetideos.

Introducao

Os fungos endofiticos colonizam os tecidos internos das plantas por pelo menos um periodo do seu
ciclo de vida sem causar sintomas visiveis. Neste tipo de associagao mutualistica ocorre uma especiali-
zada e complexa comunica¢do quimica na qual nenhum dos parceiros interagentes é prejudicado. Além
disso, beneficios individuais ocorrem para ambos os organismos (Zhang et al., 2006; Guo et al., 2008;
Huang et al., 2011; Kusari et al., 2012).

Estes organismos vém sendo amplamente investigados quimicamente por sua capacidade de bios-
sintetizar metabdlitos secunddrios das mais diversas classes. Substancias estas, que em certas situacoes
podem ser utilizadas pela hospedeira como uma defesa quimica (Zhang et al., 2006; Guo et al., 2008;
Meng et al., 2011; Kusari et al., 2012; Meng et al., 2015; Spiteller, 2015).

Em outras situagoes, os fungos incorporam parte do material genético de sua hospedeira operando
como verdadeiros produtores de metabdlitos especializados outrora apenas produzidos pelas plantas
(Zhang et al., 2006). Vérios desses metabdlitos sdo fadrmacos de interesse industrial, o que s6 aumenta
o0 interesse biotecnoldgico por estes organismos. Alguns exemplos cldssicos desta interacdo denominada
transferéncia génica horizontal sao a producao de paclitaxel por Taxomyces andreanae (Stierle et al.,
1993) e de desoxipodofilotoxina por Aspergillus fumigatus (Kusari et al., 2009).

Dentre os fungos mais frequentemente encontrados como endofiticos, destacam-se os representantes
do género Penicillium (Zhang et al., 2006; Mapari et al., 2010; Meng et al., 2011). Estes organismos sao
responsdveis por produzir, em determinadas circunstancias, grandes quantidades de metabdlitos secun-
darios com as mais diversas atividades, tais como antibacteriana, anticancer, antiftingica, inseticida,
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herbicida, dentre outras. Além deste potencial, este género destaca-se pela producao de pigmentos das
mais variadas cores e classes quimicas (Guo et al., 2008; Huang et al., 2011; Gao et al., 2013).

Dentre os principais pigmentos com potencial na industria alimenticia isolados de Penicillium spp.
encontram-se moléculas como: citromicetina, viomeleina e em especial, uma série de compostos deno-
minados azafilonas, tendo como principal representante o composto monascorubrina (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas quimicas de alguns pigmentos ftingicos nao-téxicos e estrutura geral das azafilonas.

Na Asia, esta classe de compostos é utilizada hd séculos para colorir o arroz (Mapari et al., 2010).
Além do potencial colorifico, certas azafilonas possuem variadas propriedades bioldgicas como antimi-
crobiana, antiviral, anti-inflamatdria e redutora do colesterol, esta tltima responsdvel por incluir esta
classe como um nutracéutico (Mapari et al., 2010; Gao et al., 2013).

O objetivo desse trabalho foi utilizar uma abordagem de OSMAC (One Strain Many Compounds) no
cultivo do fungo endofitico Penicillium sclerotiorum, variando os meios de cultura e a oxigenagao com o
intuito de otimizar a producao de metabdlitos secundarios do mesmo.

Material e Métodos

O fungo Penicillium sclerotiorum (cédigo DgC3.2.2) foi isolado no Laboratdrio de Bioensaios e de
Microrganismos (LABMICRA) da Universidade Federal do Amazonas a partir do caule da planta Duguetia
stelechantha (Annonaceae). Para esta etapa, o material vegetal (fragmentos de 5 mm x 5 mm) passou por
assepsia em uma cdmara de fluxo laminar. O procedimento ocorreu por meio de imersao em dlcool 70%
por 1 minuto, em hipoclorito 2.5% por 4 minutos e novamente em alcool 70% por 2 minutos (Souza et
al., 2004). Ao final, os fragmentos foram lavados por imersao em dgua destilada esterilizada e inoculados
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200 g/L de batata, 20 g/L de dextrose e 15 g/L de
dgar) com o antibidtico terramicina a 4%. Apds o indculo, as placas foram incubadas em camaras do
tipo demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 26 °C, e a cada 24 horas foi realizada a verificagao do
crescimento fungico, seguido de sucessivos repiques.

A purificagdo das cepas flingicas se deu por meio da obtencao de culturas monospdricas. Esta etapa
foi feita através de dilui¢des seriadas dos esporos (Petrini et al., 1993). As coldnias puras foram preser-
vadas conforme metodologia de Castellani (De Capriles et al., 1989) e depositadas na cole¢ao de micror-
ganismos do LABMICRA e cedida pela Dra. Antonia Souza para o Grupo de Pesquisa em Metabolomica
e Espectrometria de Massas (MMSRG) da UEA.
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A caracterizacdo em nivel de género foi realizada por microcultivo e andlise das estruturas reproduti-
vas por microscopia 6tica. Em seguida, o isolado monospérico foi cultivado em meio liquido batata dex-
trose levedura (BDL, batata 200 g/L, dextrose 10 g/L, extrato de levedura 2 g/L) sob agitacao a 150 rpm
e 28 °C para obtencao de massa micelial. Apds a separa¢ao das células do caldo fermentado por meio de
filtracao a vacuo, o dcido desoxirribonucleico (DNA) total foi obtido conforme o protocolo de extracao
por detergente catidnico 2% (Doyle e Doyle, 1987). A integridade do DNA extraido foi visualizada por
meio de gel de agarose 0,8% (m/m), quantificada em um espectrofotdmetro UV-Vis modelo NanoDrop
2000 e logo apés diluida para a concentragao de 100 ng/pL.

Aidentificacao molecular dos isolados foi feita com base na regiao do espagador interno transcrito e do-
minios D1/D2 da regiao 28S do rDNA utilizando-se os primers ITS 1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’),
(Arnheim et al., 1990). Os amplicons esperados foram fragmentos de aproximadamente 700 pares de
bases correspondentes a regido ITS. Rea¢des de PCR foram realizadas utilizando 100 ng do DNA total;
0,5 pmol de cada primer; 1X de tampao de reacao (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C), 500 mM KCl, 0,8 %
(v/v) Nonidet P40); 2 mM de MgCl2; 1 mM de dNTPs e uma unidade de Tag DNA polimerase (DNA
Express) para um volume final de 25 pL. As condi¢oes de PCR foram: desnaturacao inicial a 94 °C por 3
min, seguido de 40 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 1 min, anelamento 57 °C por 1 min., extensao a
72 °C por 1,5 min, seguido de extensdo final a 72 °C por 5 min.

Os amplicons gerados foram visualizados em gel de agarose com auxilio do marcador 1kb para confir-
mar a amplificacdo apenas da regido de interesse. Os produtos de PCR foram tratados com polietilenogli-
col (PEG 20%) e sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems™) conforme recomendacoes do fabricante. A sequéncia consenso para cada locus foi obtida
com base no sequenciamento das fitas forward (F) e reverse (R) utilizando-se o programa DNA Baser
v.4.36 (http://www.dnabaser.com/) para montagem de contig. o Alinhamento das sequéncias obtidas foi
realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias
foram depositadas no GenBank.

Para a avaliacdo das condi¢oes de cultivo, esporos do fungo P. sclerotiorum (50 pL) foram inoculados
em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de diferentes meios de cultura (Tabela 1). Os
cultivos ocorreram a 26 °C avaliando-se a influéncia de oxigenacao constante (agitacao em shaker a 180
rpm) e reduzida (estdtico) durante 28 dias.

Apbs este periodo, uma filtracao a vacuo foi realizada para separar o micélio do caldo fermentado. Em
seguida, o meio liquido contendo os metabdlitos foi extraido com acetato de etila por meio de procedi-
mento de particao liquido-liquido (125 mL, 1:1 v/v), enquanto que os metabdlitos presentes no micélio
foram extraidos com metanol (125 mL).

Tabela 1. Diferentes meios de cultura para a variacdo da fonte de carbono e condigdes de cultivo de P. sclerotiorum

(DgC3.2.2).
Meio de cultura Composicao em dgua Fonte primaria de carbono
batata (200 g/L) carboidratos livres (glicose, arabinose, xilose)
BDL D-glicose anidra (20 g/L) 9 ' ' '

extrato de levedura (2 g/L) polissacarideos (pectina)

amido de milho (4 g/L)
ISP2 extrato de levedura (4 g/L) polissacarideos (amilose e amilopectina)
extrato de malte (10 g/L)

D-glicose anidra (10 g/L)
sulfato de ferro Il (10 mg/L)
nitrato de sédio (3 g/L)

Czapek modificado fosfato de potdssio bibasico (1 g/L) carboidrato livre (glicose)
sulfato de magnésio (500 mg/L)
cloreto de potassio (500 mg/L)

Malte extrato de malte (20 g/L) dissacarideo (maltose)

Meio de Carne extrato de came (20 g/L) hidrolisado proteico (aminoacidos)

D-glicose anidra (20 g/L)
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As caracterizagdes dos pigmentos produzidos foram realizadas em um sistema de LC-MS/MS 6550
iFunnel da Agilent, constituido de um cromatdégrafo de alta performance acoplado a um espectrémetro
de massas com geometria do quadrupolo tempo de voo (Q-TOF). A técnica de ionizagao utilizada foi a
eletrospray (ESI) e os parametros de ionizagdo foram os seguintes: voltagem do capilar, 4000 V; tensao
do bocal, 0 V; fragmentador, 100 V; skimmer (capilar de transferéncia), 65 V; temperatura do gds, 275 °C;
vazao de gds, 14 L/min; nebulizador, 45 psi. A temperatura do auto-amostrador foi mantida a 20 °C e o
volume de injec¢ao foi de 10 pL.

A separacao dos compostos foi realizada em uma coluna Poroshell 120 EC-C18 (Dimensdes 50 mm x
4.6 mm, diametro da particula 2.7 pm) utilizando uma fase bindria (solvente A: dgua, solvente B: meta-
nol) para as separagoes. A elui¢do em gradiente a 30 °C foi a seguinte: 0-2 min, 5% B; 2-15 min, 5-60%
(v/v) B; 15-25 min, 60-70% (v/v) B; 25-35 min, 70-100% (v/v) B; 35-50 min, 100% de B a uma vazao de
0,4 mL/min. As identificacOes foram realizadas por meio da interpretacao manual dos espectros de MS/
MS em comparac¢ao com a literatura adequada. Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o
software Mass Hunter Qualitative Analysis versao B.07.00.

Ao final, o solvente foi removido por meio de roto-evaporacao a vacuo e os extratos totalmente secos
em dessecadores contendo silica granular para remoc¢ao da umidade. O rendimento de producao de pig-
mento foi calculado em porcentagem através da equacao:

. massa da fonte de carbono
% rendimento = - x 100%
massa de extrato obtido

Resultados e discussao

A avaliagao da producao de pigmentos foi realizada por meio do célculo de rendimento de extrato
obtido contendo metabdlitos (azafilonas). Inicialmente observou-se que durante o crescimento fungico
os pigmentos eram acumulados nas células (micélio) e que ao longo do tempo de crescimento estes eram
excretados para o meio de cultura. Também se observou que a producao dos pigmentos (alteragao nos
padrdes de cor) atinge seu ponto maximo a partir do vigésimo terceiro dia, fato este que se deu pela
observacao da mudanca de intensidade da cor do meio de laranja claro para um vermelho escuro em um
periodo de 72 horas (Figura 2).

Apbés verificadas as condi¢oes do tempo de cultivo, extratos foram produzidos para cada condicao ao
fim de 28 dias. Em relacao ao total da massa do extrato obtida a partir do caldo fermentado (extrélitos), o
cultivo no meio ISP2 sob agitacao foi o mais promissor. Nesta situacao, foram obtidos 747 mg de extrato
de pigmentos, o que representa um rendimento de 4,15% (m/m).

Entretanto, o meio em Czapek em modo estdtico, ainda que menos rico em nutrientes e com pouca
oxigenacao nesta condi¢cao, apresentou a recuperagao de 519 mg de extrato. Considerando a massa de
fonte de carbono que neste dltimo é apenas a glicose, este é 0 meio com 0 maior rendimento. Foram

11 dias 25 dias

4 dias

Figura 2. Crescimento estdtico do isolado no meio de cultura ISP2 no qual pode-se observar a pigmentacao do meio.
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recuperados do caldo, cerca de 5,19% (m/m) da massa fornecida na forma de pigmentos. No geral,
houve alterndncia no modo de fermentacao. Para o cultivo estdtico, os meios de cultura BDL e Czapek
foram melhores, enquanto que os meios ISP2 e extrato de carne proporcionaram mais pigmentos sob
agitacao. Os resultados obtidos neste trabalho apresentam rendimentos compardveis aos das produgoes
de azafilonas pelos fungos Penicillium sp. TA85S (Ogihara et al., 2000) e ao da recém descoberta espécie
Talaromyces atroroseus (Frisvad et al., 2013).

Tendo em vista que os pigmentos estudados neste trabalho foram excretados para o meio fermentado
a partir da segunda semana, os micélios também foram analisados quanto ao seu rendimento. Para os
cultivos estdticos, o micélio acumulou mais pigmentos em todos os meios de cultura, com exce¢ao do
Czapek. Curiosamente, quando submetido a agitagdao, o mesmo meio passou a ter o maior rendimento,
cerca de 12,8% (m/m). Desta forma, escolheu-se o meio em Czapek para as identificacoes das azafilonas
presentes mediante cultivo sob agitacao e nas células desta cepa (micélio, metabdlitos intracelulares).

Ao ser submetida as andlises por LC-MS/MS, o extrato do micélio de P. sclerotiorum em Czapek apre-
sentou uma alta complexidade. Em torno de 30 picos foram detectados por espectrometria como sendo
constituintes vdalidos deste extrato (Figura 3). A interpretagdao manual dos espectros de fons produtos
indicou que a amostra é realmente dominada por azafilonas. Surpreendentemente, todos os picos que
possuem relagcao com azafilonas apresentaram moléculas protonadas ([M + H]*) com razao massa/carga
(m/z) pares e padrao isotépico condizente a presen¢a de um atomo de cloro na estrutura, estratégia que
adotamos inspirada em metodologias recém descritas (Allard et al., 2016), mas até entdo, nao aplicadas
para pigmentos do tipo das azafilonas.

O fato de apresentarem m/z pares confirmou que se tratam de azafilonas com um nimero impar de
nitrogénios em suas estruturas (regra do nitrogénio). A andlise dos dados obtidos de fragmentacao por
meio do experimento de varredura de ions produtos permitiu a identificacao de cinco azafilonas cloradas
neste extrato (Figura 3). Utilizando-se como modelo a fragmentacao em fase gasosa do pico majoritdrio, a
esclerotioramina (3), foram identificadas as azaphilonas: isocromofilona VI (1), isocromofilona IX (2), 2(6H)-
Isoquinolineacetic acid, 7-(acetyloxy)-5-chloro-3-(3,5-dimethyl-1,3-heptadien-1-yl)-7,8-dihydro-alpha,?7-
dimethyl-6,8-dioxo- (4) e Pentanedioic acid, 2-[7-(acetyloxy)-5-chloro-3-(3,5-dimethyl-1,3-heptadien-1-
yl)-7,8-dihydro-7-methyl-6,8-dioxo-2 (6H)-isoquinolinyl]- (5). Estas azafilonas foram identificadas em
algumas espécies dos géneros Aspergillus, Diaporthe, Monascus e Penicillium (Gao et al., 2013).

3
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Figura 3. Cromatograma de ions totais da andlise por LC-MS/MS do extrato de pigmentos produzido por
Penicillium sclerotiorum em meio Czapek e estruturas das azafilonas identificadas.
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Conclusoes

A linhagem endofitica de Penicillium sclerotiorum é uma prolifica produtora de pigmentos com po-
tencial biotecnoldgico.

Ao aplicar-se a técnica de OSMAC, verificou-se que uma fonte pobre de carbono baseada em glicose e
que nela o nitrogénio fosse inorganico permitiu a produ¢ao de metabdlitos complexos. Nesta condigao os
pigmentos ficaram retidos em sua maioria no micélio (metabdlitos intracelulares), possivelmente como
reserva de carbono.

A andlise quimica da condi¢do com maior rendimento de producao revelou a presenca de azafilonas
nitrogenadas e cloradas como moléculas dominantes no extrato.
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