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RESUMO

FERREIRA JUNIOR, Osvaldo Luiz.: Identificacdo e isolamento de fitotoxinas produzidas
por actinobactérias isoladas da Caatinga. 2018, 109 f. Dissertacdo de mestrado. Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto,
2018.

Palavras chave: Espectrometria de massas; Produtos naturais; Fitotoxina; Albociclina;
Actinobactéria; Caatinga.

As actinobactérias sdo uma reconhecida fonte de metabdlitos secundarios bioativos com
grande diversidade estrutural e funcional. Dentre elas, o género Streptomyces é sem duvida o
mais explorado, correspondendo a cerca de 75% dos metabdlitos secundarios estudados, e por
dois tercos dos antibidticos conhecidos. Dessa forma, ainda é crescente a necessidade de novos
herbicidas com perfil de baixa toxicidade ambiental e novos mecanismos de acdo, para a
substituicdo de produtos que sdo utilizados extensivamente hd anos. Grandes avancos
tecnoldgicos tém sido alcancados em termos de instrumentacdo analitica nas Ultimas décadas,
tornando a espectrometria de massas a técnica mais eficiente e robusta na identificagdo de
metabdlitos secundarios, principalmente quando acoplada a técnicas cromatogréaficas de ultra
eficiéncia (UHPLC-MS). Nessa dissertacdo foi explorada a diversidade metabdlica de
actinobactérias isoladas do bioma Caatinga para a identificacdo de metabolitos secundarios com
atividade fitotoxica. Foram produzidos 166 extratos brutos de actinobactérias, das quais, 27
apresentaram algum nivel de atividade fitotoxica contra Lemna minor. Devido pronunciada
bioatividade (MIC = 6,25 pg) o extrato bruto da actinobactéria, CAAT 7-52, foi selecionado
para desreplicacdo, caracterizagao e fracionamento guiado por bioensaios, e, a0 mesmo tempo,
um estudo taxonémico foi realizado para determinar o posicionamento filogenético do novo
isolado. A andlise da sequéncia do gene 16S rRNA suportou a classificacdo da linhagem no
género Streptomyces e mostrou que CAAT 7-52 formou uma linha filética distinta junto com a
linhagem tipo de Streptomyces actinomycinicus, com um valor de identidade da sequéncia de
99,0%. No extrato bruto de CAAT 7-52 foi identificada a Albociclina como responsavel pela
atividade fitotoxica (MIC = 3,12 ug), assim como alguns compostos analogos. O
monitoramento da massa micelial seca e producdo de Albociclina mostrou uma maior producéo
do composto ativo aos 21 dias de crescimento. Esse extrato foi submetido a ensaios de inibigédo
de germinacdo, onde apresentou atividade contra sementes de buva (Conyza canadensis) (MIC
= 12,5 pg), alface (Lactuca sativa) e rucula (Eruca sativa). Variagdes no meio de cultivo
mostraram uma producéo seletiva de Albociclina nos meios de cultivo PMB e Czapeck-GL.
Ensaios de fitotoxicidade contra Lemna minor, utilizando o fermentado do meio PMB sem
extracdo com solventes organicos, mostrou atividade em uma dilui¢do de 20%. Portanto, foi
possivel demostrar através desse estudo o grande potencial das actinobactérias na producédo de
metabolitos secundarios bioativos e da espectrometria de massas como técnica analitica na
identificacdo dos compostos ativos.



ABSTRACT

FERREIRA JUNIOR, Osvaldo Luiz.: Identification and isolation of phytotoxins produced
by actinobacteria isolated from Caatinga. 2018, 109 f. Dissertacdo de mestrado. Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, Ribeiréo Preto,
2018.

Keywords: Mass spectrometry; Natural products; Phytotoxin; Albocycline; Actinobacteria;
Caatinga.

Actinobacterias are a well know source of bioactive secondary metabolites with great
structural and functional diversity. Among them, the Streptomyces genus is certainly the most
explored, corresponding to about 75% of studied secondary metabolites, and for two thirds of
known antibiotics. Thus, there is still a growing need for new herbicides with low
environmental toxicity e new modes of action, for the replacement of products that have been
broadly used for years. Great technological progress has been achieved in analytical
instrumentation in the last few decades, making mass spectrometry the most efficient and robust
technique to identify secondary metabolites, mainly when accoupled to ultra-performance
chromatographic techniques (UHPLC-MS). In this essay, was explored the metabolic diversity
of the actinobacterias isolated from the Caatinga biome to identification of secondary
metabolites with phytotoxic activity. Were produced 166 crude extracts from actinobacterias,
from this, 27 showed some phytotoxic activity against Lemna minor. Due to noticeable
bioactivity (MIC = 6,25 pg) the crude extract from actinobacteria CAAT 7-52, was selected to
dereplication, characterization and bioassay guided fractionation, and, at the same time, a
taxonomic study was carried out to determinate the phylogenetic location of the new isolated.
The analysis of 16S rRNA gene sequence supported the lineage classification on the genus
Streptomyces and established that CAAT 7-52 assembled a distinct phyletic line together with
the lineage type of Streptomyces actinomycinicus, with an identity sequence value of 99,0%. In
the crude extract CAAT 7-52, Albocycline was identified as the responsible for the phytotoxic
activity (MIC = 3,12 ug), so as some analogous compounds. The mycelial dry mass and
Albocycline production monitoring revealed a major production of the active compound at 21
days of growth. This extract was subjected to germination inhibition assays, where revealed
activity against horseweed (Conyza canadensis) (MIC = 12,5 ug), lettuce (Lactuca sativa) and
arugula (Eruca sativa) seeds. Variations in the culture media showed a selective production of
Albocycline in the PMB and Czapeck-GL culture media. Phytotoxicity assays against Lemna
minor, applying the fermented PMB media without organic solvents extractions, revealed
activity with a 20% dilution. Therefore, through this study was able to demonstrate the great
potential of the actinobacterias in the production of bioactive secondary metabolites and the
mass spectrometry as analytical technique to identification of the active compounds.
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1. INTRODUCAO

1.1. Produtos naturais e algumas aplica¢@es: um breve histérico.

Historicamente os produtos naturais sé@o usados ha séculos nas mais diversas funcgdes,
como relatam documentos da Mesopotamia de 2600 A.E.C, onde dleos de Cedrus sp.,
Cupressus sempervirens, Commiphora sp., Glycyrrhiza glabra e Papaver somniferum, eram
utilizados no tratamento de tosses, resfriados, infeccdes e inflamac6es. Existem documentos da
medicina egipcia, como o Papiro Ebers (1500 A.E.C), que relatam cerca de 700 drogas sendo
na sua maioria plantas, incluindo diversas formulagdes. Bem como na medicina chinesa,
havendo documentos datados de 1100 A.E.C como o Materia Medica chinés o qual contém
drogas e prescri¢Bes utilizadas na época. Entre os séculos V e XII E.C. apesar de diversos
monastérios europeus preservarem esse conhecimento, foram os arabes quem preservaram 0s
conhecimentos Greco-Romanos e ainda incluiram os conhecimentos asiaticos adquiridos,

sendo os primeiros a estabelecerem drogarias particulares durante o século V111,22

Os produtos naturais podem ter diversas fontes bioldgicas como, bactérias®>, fungos®
8 plantas®® e fontes bioldgicas marinhast*!2. Cerca de mais de 1.000.000 metabdlitos
secundarios ja foram descritos, sendo grande parte de plantas (500.000 ~ 600.000)*2,

Dentre os compostos obtidos a partir fontes naturais destacam-se os metabdlitos
secundarios microbianos, compostos que auxiliam os organismos a sobreviver em seu ambiente

natural, mas em laboratdrio acabam no sendo necessarios para sua sobrevivéncia.

Estes somam em torno de 50.000 compostos, sendo cerca de 22.500 descritos como
sendo biologicamente ativos e dentre eles, cerca de 3.800 (17%) sdo provenientes de bactérias
(principalmente Bacillus spp e Pseudomonas spp.), 8.600 (38%) tem sua origem em fungos e
cerca de 10.100 (45%) sdo de origem de fermentacdo de actinobactérias, uma reconhecida, rica
e abrangente fonte de produtos naturais microbianos com grande atividade biol6gica, sendo que
dessas, cerca de 7.600 (75%) sdo provenientes do género Streptomyces, as quais produzem a
grande maioria dos antibioticos conhecidos hoje®® (Figura 1).
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Figura 1. Infogréfico da distribuicdo dos compostos bioativos e suas origens.
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(Fonte: Adaptado de: Solecka, J., Zajko, J., Postek, M. & Rajnisz, A. Biologically active secondary metabolites
from Actinomycetes. Open Life Sci. 7, 373-390 (2012).3)

Desde a descoberta da Penicilina, produzida pelo fungo Penicillium chrysogenum, por
Alexander Fleming em 192881 o interesse por novos produtos naturais de origem microbiana
vem crescendo, sendo descobertos uma infinidade de novos compostos com atividade
antibacteriana como a classe das Cefalosporinas, que se tornou o ponto de partida para a
producdo de outros antibioticos, sendo produzida pelo fungo Cephalosporium acremonium
isolado em 1945 por Guiseppe Brotzu®.

Outro exemplo, o Acido Fusidico isolado nos anos 1960 a partir do fungo Fusarium
coccineum, apresenta atividade antibidtica contra bactérias gram-positivas inibindo a sintese de

proteinas, sendo também bacteriostatico®®.

Também é possivel citar alguns antibidticos produzidos por bactérias como a
Bacitracina, um composto com a atividade contra bactérias gram-positivas, descoberto em 1945
e produzido por isolados de Bacillus licheniformis e a classe das Polimixinas, as quais sdo um
grupo de compostos descobertos em 1947 produzidos por Bacillus polymyxa e que apresenta

atividade contra bactérias gram-negativas'® (Figura 2).
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Figura 2. Antibiéticos Acido Fusidico, Penicilina, Cefalosporina, Bacitracina e Polimixina B.
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Além dos antibacterianos, é possivel citar alguns compostos com atividade antifingica
obtidos a partir de fontes microbianas. Dentro desse grupo, esta a classe das Estrobilurinas
constituida por potentes fungicidas produzidas por Strobilurus tenacellus muito utilizadas no
combate a fungos patogénicos em plantacBes. Equinocandina B produzido por algumas
espécies de Aspergillus spp. e Enfumafungina produzida por Hormonema carpetanum, sdo

utilizadas no tratamento de infecc@es fungicas®’ (Figura 3).
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Figura 3. Antifingicos Equinocandina B, Enfumafungina e Estrobilurina B.
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1.2. A protecdo das plantacdes e o surgimento dos herbicidas sintéticos.

Até aqui, foi possivel observar como os produtos naturais sempre estiveram muito
envolvidos no processo de desenvolvimento de farmacos e nas mais variadas aplicagdes dentro
da medicina, tanto pela utilizacdo direta dos compostos obtidos, como pela utilizagdo dessas
moléculas de origem natural como inspiracdo para de novas moléculas sintéticas ou

semissintéticas.

Contudo, um lugar de destaque no qual os produtos naturais receberam grande utilizagao
é na agricultura, onde o poder herbicida de algumas moléculas no combate a pragas e plantas-

daninhas continua sendo muito explorado®®,

A busca por métodos de proteger as plantacdes vem desde tempos antigos quando
sumérios (3000 A.E.C) utilizavam compostos de enxofre para o controle de insetos e acaros,
assim como Gregos e Romanos (600 A.E.C) utilizavam 6leos, cinzas e enxofre também para

controle de insetos 819,

Com a descoberta na década de 1930 que hormdnios reguladores de crescimento em

plantas, conhecidos como auxinas, em determinada concentragdo passavam a apresentar
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toxicidade as plantas se deu inicio a utilizacdo de produtos sintéticos com efeitos semelhantes
as auxinas, como o 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético), assim, se iniciando a era dos

herbicidas quimicos sintéticos?®2L,

O 2,4-D, sintetizado em 1941, atua mimetizando as auxinas e apresenta efeitos na
fotossintese e no metabolismo de carboidratos aléem de, um agente seletivo a plantas

dicotiledoneas®®?? (Figura 4).

A auxina que inspirou a sintese do 2,4-D foi o 4cido indol-3-acetico, sendo que dados
de 2014 mostram que existem cerca de 25 compostos da classe do acido fenoxicarboxilico

utilizados como herbicidas e o 2,4-D possui cerca de 2,7% do mercado de herbicidas®

Assim, com a continua pesquisa sobre as auxinas, novos compostos sintéticos foram
sendo comercializados como herbicidas como o 2,4,5-T (Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético),

Dicamba (Acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzéico), a-NAA (Acido a-naftalenoacético) (Figura
4)5,

Figura 4. Algumas auxinas naturais (A) e sintéticas (B) utilizadas como herbicidas.
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Com o grande aumento na utilizagdo de herbicidas, houve o surgimento de algumas
espécies de plantas-daninhas resistentes aos compostos utilizados no seu controle, como
Amaranthus hybridus (Caruru roxo/branco; crista de galo), Conyza sumatrensis (Buva) e
Lactuca serriola (Alface brava) resistentes ao 2,4-D e Amaranthus viridis (Caruru
verde/comum), Arabidopsis thaliana (Erva-estrelada) e Digitaria sanguinalis (Capim-colchdo)
resistentes a Atrazina?*, bem como a preocupagdo com a toxicidade desses compostos, na sua
maior parte clorados, a0 meio ambiente e aos humanos uma vez que residuos podem
permanecer nas plantacdes? levando a pesquisa por novos herbicidas que apresentassem novos

modos de agdo e com menor toxicidade.

1.3. Do Bialafos ao Glifosato no controle de plantas-daninhas

Isolado a partir de culturas de Streptomyces viridochromogenes e Streptomyces
hygroscopicus, o Bialafos, um composto com atividade fitotoxica ndo seletiva e pds-emergente
o qual foi o primeiro, e um dos poucos compostos de origem microbiana que ja foram

comercializados como herbicidas?®?’.

O Bialafos na verdade é considerado um pré-herbicida ndo apresentando atividade in
vitro, mas quando metabolizado pelas plantas é convertido em sua forma bioativa, a
Fosfinotricina (Figura 5), que por ser uma molécula analoga ao acido glutamico acaba por inibir
a enzima glutamina sintase causando a diminuic¢do de alguns aminoacidos como a glutamina,
aspartato, serina, glicina e alanina’ juntamente com o aumento no nivel de amonia e queda da

fixacdo de CO,, levando a clorose?®.

Com a grande atividade herbicida apresentada pela Fosfinotricina, esta molécula acabou
sendo um modelo para a sintese de um novo composto herbicida, o Glifosato (Figura 5), que se

tornou o herbicida mais utilizado do mundo?.
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Figura 5. Fosfinotricina, fitotoxina natural proveniente do Bialafos e o Glifosato, seu equivalente sintético.
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O Glifosato foi sintetizado e avaliado como herbicida em 1970 e logo em 1974 ja estava
no mercado sob 0 nome comercial Roundup®, produzido pela Monsanto. Ele atua como um
herbicida n&do seletivo e de acdo pds-emergente, assim como o Bialafos®®. O principal
diferencial dessa nova molécula era seu modo de acéo herbicida através da inibicdo da enzima
5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), pertencente a via de biossintese do

chiquimato, inibindo a biossintese de aminoacidos aromaticos®.

Por apresentar um alto poder fitotoxico, apenas uma pequena quantidade quando em
contato com as plantas-daninhas era suficiente para seu controle. Porém, essa caracteristica
acabou por afetar também as culturas desejadas e aplicacfes pontuais as ervas indesejadas ndo
eram viaveis. Entdo, com a ajuda da biotecnologia, foram criadas culturas geneticamente
modificadas resistentes ao Glifosato. Assim, em 1996, foi introduzida a primeira cultivar de
soja resistente ao Glifosato, iniciando o que seria uma revolucdo no controle de plantas-

daninhas®.

Porém, nos anos que se seguiram, a resisténcia dessas culturas indesejadas ndo s6 ao
Glifosato, como também a outros herbicidas muito utilizados, vem crescendo tendo mais que
dobrado nos ultimos 20 anos (Figura 6). Uma provavel causa, seria a resisténcia de pelo menos
uma planta-daninha a 23 dos 26 modos de a¢do conhecidos atualmente para herbicidas®*2
(Tabela 1), além do aumento e uso indiscriminado do Glifosato que vem aumentando com a

introducdo de novos cultivares geneticamente modificados® (Figura 7).
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Figura 6. Aumento de plantas-daninhas resistentes ao longo dos anos.
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(Fonte: Adaptado de: Heap, I. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds. Online. Internet. 2018.

Disponivel: www.weedscience.org)?*

Figura 7. Aumento na utilizagdo de Glifosato ap6s a introducdo de cultivares resistentes.
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Tabela 1. Sitios de acdo conhecidos para herbicidas.

Classificacao

Sitio de acéo

A
B
C1
C2
C3

F1
F2
F3
F4

Inibidores Acetil-CoA carboxilase (ACCase)
Inibidores Aceto Lactato Sintase (ALS)
Inibidores Foto-sistema Il
Inibidores Foto-sistema Il (Ureias e Amidas)
Inibidores Foto-sistema Il (Nitrilas)
Inibidores Foto-sistema | (Fluxo de Elétrons)
Inibidores Protoporfirinogénio Oxidase (PPO)
Inibidores Biossintese de Carotenoides
Inibidores Enzima 4-Hidroxifenil piruvato dioxigenase (HPPD)
Inibidores Biossintese de Carotendides
Inibidores 1-Deoxi-D-Xilulose 5-Fosfato (DOXP)
Inibidores 5-Enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS)
Inibidores Glutamina Sintase
Inibidores Diidropteroato Sintase (DHPS)
Inibidores Microtubulo
Inibidores Mitose
Inibidores Acidos Graxos de cadeia longa
Inibidores Celulose
Desacopladores
Inibidores de Lipideos
Auxinas Sintéticas
Inibidores Transporte de Auxinas
Desregulador Mitotico Antimicrotubulo
Inibidores Alongamento Celular
Inibidores Acido Nucleico

Desconhecido

(Fonte: Adaptado de: Heap, I. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds. Online. Internet. 2018.

Disponivel: www.weedscience.org)?*.

No Brasil, os primeiros casos de resisténcia datam de 1993 (Tabela 2) e hoje existem

registros de cerca de 50 espécies de plantas-daninhas que apresentam resisténcia a algum modo
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de acd0?***, sendo que o aumento dos casos de resisténcia ao Glifosato progridem logo apds os
anos 2000 com a introducéo oficial da soja RR (Roaundup® Ready)** (Figura 8).

Essa resisténcia acaba resultando em grandes perdas na agricultura onde estima-se, que
uma planta de Conyza bonariensis por metro quadrado, pode gerar perdas de 20 Kg de soja em
uma plantacio® e custo de controle podendo atingir cerca de R$215,00 por hectare®* e cerca
de 15% da producdo mundial de gréos € perdida por causa das plantas-daninhas existentes nas

lavouras®.

Figura 8. Aumento cronoldgico de resisténcia por espécie ao Glifosato nos cinco paises com maior nimero de
espécies resistentes.
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(Fonte: Adaptado de: Heap, I. & Duke, S. O. Overview of glyphosate-resistant weeds worldwide. Pest Manag.
Sci. 74, 1040-1049 (2018))%".

Tabela 2. Relacdo das plantas-daninhas resistentes registradas no Brasil.

Espécie Ano de Registro Modo de Acao Resistente
Bidens pilosa 1993 Inibidores de ALS (B/2)
Euphorbia heterophylla 1993 Inibidores de ALS (B/2)
Bidens subalternans 1996 Inibidores de ALS (B/2)
Urochloa plantaginea (=Brachiaria 1997 Inibidores de ACCase (A/1)

plantaginea)
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Sagittaria montevidensis
Echinochloa crus-pavonis
Echinochloa crus-galli var. crus-galli
Cyperus difformis
Fimbristylis miliacea
Raphanus sativus
Digitaria ciliaris
Lolium perenne ssp. multiflorum
Eleusine indica

Euphorbia heterophylla

Parthenium hysterophorus
Conyza bonariensis
Conyza canadensis

Oryza sativa var. sylvatica
Bidens subalternans

Digitaria insularis

Echinochloa crus-galli var. crus-galli

Sagittaria montevidensis

Lolium perenne ssp. multiflorum

Lolium perenne ssp. multiflorum

Conyza sumatrensis
Avena fatua
Conyza sumatrensis

Conyza sumatrensis

Amaranthus retroflexus

1999
1999
1999
2000
2001
2001
2002
2003
2003
2004

2004
2005
2005
2006
2006

2008
2009

2009

2010
2010

2010
2010
2011
2011

2011

Inibidores de ALS (B/2)
Auxinas sintéticas (0/4)
Auxinas sintéticas (0/4)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores de ACCase (A/1)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores de ACCase (A/1)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores de PPO (E/14)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores de ALS (B/2)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores do Foto-sistema Il (C1/5)
Inibidores EPSPs (G/9)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Auxinas sintéticas (0/4)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores Foto-sistema 11 (Nitrilas)
(C3/6)

Inibidores de ALS (B/2)
Resistencia multipla:
Inibidores de ACCase (A/1)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores de ACCase (A/1)
Inibidores de ALS (B/2)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores EPSPs (G/9)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores do Foto-sistema Il (C1/5)
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Amaranthus viridis

Amaranthus retroflexus
Raphanus raphanistrum
Ageratum conyzoides
Chloris elata
Amaranthus retroflexus
Cyperus iria
Amaranthus palmeri
Echium plantagineum

Echinochloa crus-galli var. crus-galli

Eleusine indica

Amaranthus palmeri

Digitaria insularis

Bidens pilosa

Lolium perenne ssp. multiflorum

Conyza sumatrensis

Lolium perenne ssp. multiflorum

Conyza sumatrensis

Conyza sumatrensis

Eleusine indica

Conyza sumatrensis

2011

2012
2013
2013
2014
2014
2014
2015
2015
2015

2016
2016

2016
2016

2016

2016
2017

2017

2017

2017

2017

Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores do Foto-sistema Il (C1/5)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores de PPO (E/14)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores de ALS (B/2)
Resistencia multipla:
Inibidores de ACCase (A/1)
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores de celulose (L/26)
Inibidores EPSPs (G/9)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores de ACCase (A/1)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores do Foto-sistema Il (C1/5)
Resistencia multipla:
Inibidores de ACCase (A/1)
Inibidores de ALS (B/2)
Fluxo de elétron Foto-sistema | (D/22)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Inibidores EPSPs (G/9)
Inibidores de PPO (E/14)
Resistencia multipla:
Inibidores de ALS (B/2)
Desviador de elétron Foto-sistema |
(D/22)

Inibidores EPSPs (G/9)
Resistencia multipla:
Inibidores de ACCase (A/1)
Inibidores EPSPs (G/9)

Resisténcia multipla:

33
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Inibidores Foto-sistema Il (Ureias e
amidas) (C2/7)
Fluxo de elétron Foto-sistema | (D/22)
Inibidores de PPO (E/14)
Inibidores EPSPs (G/9)

Auxinas sintéticas (0/4)

(Fonte: Adaptado de: Heap, I. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds. Online. Internet. 2018.

Disponivel: www.weedscience.org)?*.

Assim, a busca por novas fitotoxinas as quais as plantas-daninhas ndo apresentem
resisténcia e também por novos modos de acdo dessas fitotoxinas, se mostra de extrema
importancia para a agricultura e para 0 meio ambiente uma vez que a obtencdo de fitotoxinas
de origem natural sobretudo microbioldgica, é de grande interesse, pois: apresentam uma menor
toxicidade ao meio ambiente; sdo mais seletivas que as obtidas sinteticamente; podem ter o
mesmo efeito sendo utilizada em menores quantidades; se decompde com maior rapidez
diminuindo possiveis contaminagdes do solo e corpos d’agua; podem contribuir para a

diminuicdo da utilizacdo dos herbicidas sintéticos®.

1.4. O papel de biomas diferenciados e suas fontes bioldgicas

Nessa busca por novas fontes bioldgicas de fitotoxinas, destacam-se ambientes extremos
e diferenciados, por exemplo, biomas exclusivos e ainda pouco explorados. Nesse contexto, a
Caatinga se mostra um ambiente promissor nessa busca por novas fontes biologicas,
apresentando estudos focados em plantas e animais, porém poucos estudos em relacdo aos

microrganismos®.

Localizada na regido nordeste do Brasil, possuindo uma area aproximada de 900.000
Km? e apresentando um clima predominantemente semiarido, a Caatinga é um bioma
extremamente interessante e exclusivamente brasileiro. Uma caracteristica marcante é o fato
desse bioma apresentar duas estacbes bem distintas: uma chuvosa e uma seca gerando um

grande estresse hidrico*® (Figura 9). Outras caracteristicas da Caatinga incluem sua vegetacéo
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xerdfila que apresenta muitas espécies espinhentas e também suculentas®!, assim como grande
incidéncia de raios ultravioleta, altas temperaturas e alta salinidade do solo*2.

Figura 9. Comparacao entre as estagbes chuvosa e seca na regido do semiarido.

(Fonte: Adaptado de: Taketani, R. G., Kavamura, V. N. & Santos, S. N. Diversity and Technological Aspects of
Microorganisms from Semiarid Environments. in Diversity and Benefits of Microorganisms from the Tropics
(eds. de Azevedo, J. L. & Quecine, M. C.) 1-439 (2017) Fotografia por Suikinai Nobre Santos, Abril e
Novembro 2010%.

Essa variacdo de condigdes climaticas acaba afetando a diversidade microbiana do solo,
levando a uma adaptacdo da biota e microbiota, resultando na sele¢do de microrganismos muito
versateis na producdo de diferentes metabdlitos secundarios e apresentando a habilidade de

resistir a essas condicOes em razdo da grande variacdo do meio em que vivem*243,

Estudos mostraram que ocorre uma grande abundancia de Actinobactérias na rizosfera
de cactaceas durante o periodo seco*#°, podendo indicar que esses microrganismos auxiliam
na promocao de crescimento e tolerancia ao estresse hidrico devido as condi¢des de adaptacdo

e resisténcia do microrganismo®.

A rizosfera é uma regido do solo na qual ocorre a influéncia da raiz da planta (Figura
10). Essa influéncia ocorre através de exsudatos organicos liberados pela raiz da planta que
acarretam na atracdo microbiana para suas proximidades. Essa regido € rica em nutrientes

fazendo com que essa populacdo microbiana seja abundante, mas apresentando uma menor



Dissertacao de Mestrado Osvaldo Luiz Ferreira Junior 36

diversidade biolégica em comparacdo com outras regiGes de solo distante das raizes uma vez

que estdo presentes microrganismos altamente selecionados®®.

A comunidade microbiana formada na rizosfera estd diretamente envolvida no
desenvolvimento da planta, uma vez que esses microrganismos atuam em varias fungdes que
auxiliam a planta como a fixagdo de nitrogénio, mineralizagdo de nutrientes e controle de

patdgenos e pragas’®.

Figura 10. Representacdo da regido de rizosfera e processo de atracdo dos microrganismos.

% \
unaancia

solo adjacente

(Fonte: Romagnoli, E. M. & Andreote, F. D. Rizosfera. in Microbiologia do Solo (eds. Cardoso, E. J. B. N. &
Andreote, F. D.) 47-60 (ESALQ, 2016)%

Portanto, a partir das informacGes apresentadas é possivel dizer que sdo encontradas na
Caatinga caracteristicas de grande relevancia na busca por novas moléculas com acéo fitotoxica
de origem natural. O ambiente pouco explorado e Unico, a Caatinga; uma regido de alta
populacdo microbiana, a rizosfera; e microrganismos que apresentam uma producdo muito

variada de metabdlitos secundarios, as Actinobactérias.
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1.5. Actinobactérias, a fermentagdo microbiana e sua importéancia biotecnoldgica

As actinobactérias sdo bactérias filamentosas Gram-positivas e apresentam alto teor de
guanina e citosina (G+C) em seu DNA. S&o amplamente distribuidas em ecossistemas terrestres
e aquaticos. Sdo organismos procariotos e apresentam formacdo de micélios aéreos que
liberaram esporos utilizados para reproducédo, sendo por muito tempo consideradas uma forma
transitoria entre fungos e bactérias*’“®, S3o encontradas actinobactérias heterotroficas ou
quimiotroficas, porém, esses microrganismos sdo em sua maioria quimioheterotroficos
apresentando a capacidade de utilizar multiplas fontes nutricionais, como polissacarideos

complexos*’.

Sao encontradas principalmente em solos, onde desempenham importante papel na
degradacdo de matéria organica, ciclos de aminoacidos e nitrogénio, assim como na degradacao
de proteinast®*’. O género dominante no solo é o Streptomyces, correspondendo a pelo menos

90% dos isolados encontrados*’4°.

O género Streptomyces é conhecido por seu alto poder de producdo de metabdlitos
secundarios bioativos com grande diversidade estrutural e funcional®, sendo que entre as
actinobactérias filamentosas, esse género corresponde a cerca de 75% dos metabdlitos
produzidos®®. Produzem cerca de dois tercos dos antibidticos utilizados atualmente, como
aminoglicosideos, glicopeptideos, antraciclinas, tetraciclinas e polienos®, assim como muitos
compostos anticancer, antifungicos, antivirais, imunossupressores, herbicidas entre
outros*"4*% (Tabela 3), sendo que uma actinobactéria isolada de um ambiente adverso pode

levar a descoberta de um novo composto ativo, devido ao seu metabolismo diferenciado®.

Tabela 3. Relagéo de alguns compostos com atividade bioldgica produzidos por Streptomyces.

Tipo de composto e espécie produtora Agente bioativo Referéncia

Antibacteriano

Streptomyces anulatus Actinomicinas 51
Streptomyces griseus Cicloheximida 52
Streptomyces kanamyceticus Kanamicina 53
Streptomyces fradiae Neomicinas 54
Streptomyces mediterranei Rifamicina 55

Streptomyces griseus Estreptomicina 56
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Antifangico
Streptomyces nodosus Anfotericina B 57
Streptomyces venezuelae Cloranfenicol 58
Streptomyces lavendulae Estreptotricina 59
Bioherbicida/biopesticida
Streptomyces hygroscopicus Herbimicina 60
Streptomyces avermitilis Ivermectina (derivado da avermectina) 61
Streptomyces prasinus Prasinons 62
Antiparasitario
Streptomyces avermitilis Avermectina 63
Streptomyces coelicolor Prodiginina 64
Streptomyces bottropensis Trioxacarcina 65
Antitumoral
Streptomyces spp. Borrelidina 66
Streptomyces peucetius Doxorubicina 67
Imunossupressor
Streptomyces filipinensi Higromicina / Pentalenolactona 68

(Fonte: Adaptado de: Barka, E. A. et al. Taxonomy, Physiology, and Natural Products of Actinobacteria. 80, 1-

43 (2016).47)

A producdo de metabdlitos secundarios por Streptomyces € tdo complexa que seu

genoma é singularmente grande para uma bactéria, sendo que, o0 genoma de Streptomyces mais
estudado, o da Streptomyces coelicolor, apresenta quase o dobro de pares de bases no DNA em
comparacdo com a Escherichia coli, além de apresentar mais de 20 clusters de enzimas

envolvidas na formagao de metabdlitos secundarios®®.

Assim, esses microrganismos metabolicamente versateis podem ser cultivados
utilizando diferentes fontes de carbono, sendo biotecnologicamente viaveis para a producao de
metabdlitos por fermentacdo microbiana, tornando-se muito promissores na busca de novos

compostos com atividade bioldgica®®.

Neste cenario, a fermentacdo microbiologica de actinobactérias, sobretudo de

Streptomyces, se mostra de alto valor na obtencdo de novos metabdlitos secundarios bioativos
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e obtendo por meio das fermentacBes o controle e otimizacdo de pardmetros como a
concentracédo dos constituintes do meio de cultivo, oxigenagdo, pH, temperatura de incubagéo,
tempo de incubacdo, metodos de tratamento pos fermentacdo, entre outras variaveis importante

a fim da obtencéo otimizacio dos metabolitos secundarios bioativos.

Todas essas caracteristicas Unicas das actinobactérias, esse grupo Unico de organismos
que podem apresentar caracteristicas tdo diferentes entre si, como morfologia, fisiologia e
bioquimica, agregam um enorme valor e importancia biotecnoldgica e industrial a esses

microrganismos’® (Figura 11).

Figura 11. Algumas actinobactérias isoladas utilizadas nesse trabalho. Observa-se sua grande variedade
morfoldgica.

(Fotografias: Acervo pessoal.)
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1.6. A espectrometria de massas e seu poder analitico na desreplicagdo de produtos

naturais

Uma das etapas que sempre demandam maior tempo e esfor¢os na quimica dos produtos
naturais sdo as etapas de isolamento e identificacdo dos compostos ativos. Durante anos a
identificacdo e isolamento desses compostos foi desenvolvida utilizando técnicas como
cromatografia de camada delgada (TLC) e ensaiados por bioautografia contra celulas do alvo

em questdo’?.

Esse processo durante o auge da descoberta de novos compostos provindos dos produtos
naturais foi responsavel pela identificacdo de muitas novas moléculas, contudo, a demanda por
novas moléculas ativas levou ao desenvolvimento e utilizacdo de novas e modernas técnicas de
identificacdo desses compostos. Esse processo de identificagdo dos extratos contendo
compostos ja conhecidos, dos extratos que apresentam a possibilidade de conter novas

moléculas ativas é conhecido como desreplicacio’®.

O processo de desreplicacdo de um extrato bruto envolve e combina varias técnicas de
separacdo cromatogréafica, podendo ser liquida de alta performance (HPLC) ou gasosa (GC),
espectroscopicas, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN !H e 13C),
e a espectrometria de massas (MS). A combinacdo dessas técnicas com registros de bancos de
dados, como Dictionary of Natural Products, Chemical Abstracts Services, PubMed e
ChemSpider, levam a um processo de desreplicacao e identificacdo dos compostos ativos com

muita rapidez e eficiéncia’™".

Nas ultimas décadas, a espectrometria de massas tem apresentado grandes avangos em
sua instrumentacdo, como novos analisadores de massas e fontes de ionizacgéo, possibilitando a
aceleracao dessa desreplicagédo. Sistemas de ionizacao a pressao atmosférica como a lonizagao
Quimica a Pressdo Ambiente (APCI) e a lonizagdo por Electrospray (ESI), principalmente
guando utilizados em sistemas acoplados a cromatografos de alta eficiéncia (HPLC-MS),
possibilitam a analise de moléculas que ndo seriam possiveis por sistemas convencionais de
GC-MS, como moléculas ndo volateis, presentes em matrizes bioldgicas complexas como os

extratos brutos de fermentacdo microbiana’®.

O acoplamento de varias técnicas de analise tem se mostrado um grande avango nessa
area, onde uma configuracdo instrumental muito utilizada hoje em dia é a utilizacdo de um

sistema de cromatografia de ultra eficiéncia (UPLC®) com detectores ultravioleta-visivel de
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arranjo de diodo (DAD) acoplados a um espectrémetro de massas sequencial (MS/MS), o qual
apresenta dois analisadores de massas sequenciais. Essa configuracdo permite a obtencdo de
muitas informagcbes sobre o extrato em uma Unica e rapida analise, como o perfil
cromatografico, perfil de absorcdo UV-Vis e perfil do espectro de massas dos compostos
contidos na amostra, e a partir da analise sequencial de massas € possivel a obtengdo de

informagdes estruturais pela fragmentagdo de ions selecionados’”®,

Dentre os analisadores de massas, o analisador do tipo quadrupolo é um dos mais
versateis. (Figura 12) A configuracdo de MS/MS possibilita a realizagdo de analises de forma
seletiva, pela fragmentagdo de um ion em particular dentro de uma mistura, assim podendo
identificar padrdes de fragmentacdo da molécula ou de uma classe de compostos em particular,

uma vez compostos de uma mesma classe apresentam fragmentacdes caracteristicas’®.
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Figura 12. Diferentes tipos de varreduras possibilitadas pelos analisadores do triplo quadrupolo.
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Outra caracteristica Unica da espectrometria de massa € possibilidade da diferenciacdo

de diferentes isotopos em um espectro de massas, assim a partir de um padrdo isotopico
apresentado é possivel verificar a presenca de elementos néo triviais a produtos naturais como

halogénios e metais complexados®®

A andlise de massas de alta resolu¢cdo, como um analisador por tempo de voo (TOF)
permite a obtencdo de uma massa exata dos compostos analisados, diferentemente dos
quadrupolos que apresentam uma massa nominal. Assim, além da diferenciacdo de isotopos, é
possivel a analise e diferenciacdo de isdbaros, o que acelera ainda mais o processo de

desreplicagio dos compostos presentes em extratos de produtos naturais®:



Dissertacao de Mestrado Osvaldo Luiz Ferreira Junior 43

Nesse contexto, é possivel inferir que a espectrometria de massas € hoje um instrumento
de grande importancia no processo de descoberta de novos produtos naturais bioativos, sendo
uma ferramenta de grande robustez, versatilidade e poder analiticos. Assim, se mostrando de

extrema importancia na realizacéo e desenvolvimento desse projeto.

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo desse trabalho é a identificacdo, isolamento e caracterizacdo
estrutural de substancias com atividade fitotoxica produzidas por processos fermentativos de

actinobactérias isoladas do bioma Caatinga.

2.2. Objetivo Especifico

e Realizacdo de bioensaios de fitotoxicidade empregando Lemna minor e inibi¢do de
germinacdo de sementes.
¢ Aplicacdo da espectrometria de massas na desreplicacdo dos extratos brutos ativos.

¢ Isolamento e caracterizacdo estrutural das fitotoxinas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preservacgdo e manutengéo das actinobactérias

As actinobactérias utilizadas nesse trabalho como fonte dos metabdlitos secundarios,
foram gentilmente cedidas pelo grupo de pesquisa do Dr. Itamar Soares de Melo, do Laboratério
de Microbiologia Ambiental (Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritina — SP). Estas actinobactérias
foram coletadas e isoladas da rizosfera de cactaceas do bioma Caatinga, tendo seus locais de

coleta distribuidos pelos estados de Pernambuco e Bahia.
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Os microrganismos foram reativados em placas de BDA (Caldo de batata; Dextrose;
Agar) e GYEA (Dextrose; extrato de levedura; Agar) (ANEXO A, pg. 108), incubados por 7
dias a 28 °C em estufa microbioldgica (Biotech), entdo uma algada dos esporos sendo coletada
e preservadas em tubos criogénicos (Axygen) contendo 1 mL de solucdo de glicerol (Synth)
20% e mantidas a -20 °C. Durante o estudo, foi realizada a manutencgéo das placas contendo as
actinobactérias que apresentavam atividades biologicas de interesse, a fim de sempre possuir
microrganismos com células viaveis para realizacdo dos ensaios, assim elas eram repicadas

regularmente (Figura 13).

Todos 0s meios de cultivo, meios de preservacdo e demais instrumentos para
manipulacdo dos microrganismos utilizados nesse estudo foram esterilizados em autoclave
vertical (Phoenix) a 120 °C e pressdo de 1 atm por 20 minutos. Todos os procedimentos
envolvendo qualquer manipulagdo dos microrganismos foram realizadas em sistema de capela
de fluxo laminar (ESCO Class Il). Os instrumentos ndo estéreis utilizados dentro da capela de
fluxo laminar foram esterilizados por esterilizador infravermelho (Biotech), também foram

utilizadas alcas descartaveis estéreis.

Figura 13. Esquema ilustrativo simplificado de coleta (A), isolamento em placa (B) e preservagdo em tubo
criogénico dos microrganismos (C).
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3.2. Fermentagdo microbioldgica e obtencéo dos extratos organicos
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Todos os isolados vidveis foram submetidos a fermentacdo microbiol6gica nos meios
de cultivo liquido BD (Caldo de batata, dextrose) e GYE (Extrato de levedura, dextrose)
(ANEXO A, pg. 108) em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 1/5 do volume do frasco em
triplicata. Nos meios de cultivo devidamente esterilizados, foram inoculados com uma algada
de esporos de actinobactéria, e por fim mantidos encubados sob agitagdo em shaker orbital
(Marconi) a 120 rpm e 28 °C por 7 dias. Ap0s esse periodo, os meios de cultivo foram filtrados
a vacuo utilizando funil de Biichner com papel de filtro para separacao do caldo fermentado e
dos micélios formados. Trés diferentes processos de extracao foram utilizados para obtencao
dos metabdlitos secundarios, sendo eles extracdo liquido-liquido (ELL), extracdo do meio de
cultivo sélido (EMS) e extracdo em fase solida (SPE) (Figura 14).

A extracdo liquido-liquido foi feita em um funil de separacao adicionando um volume
do meio de cultivo fermentado para trés volumes de acetato de etila, sendo adicionado um pouco
de solucdo saturada de cloreto de sddio, proporcionando o efeito salting-out e reduzindo a
formacéo de emulsdes. Esse procedimento foi repetido por trés vezes. A fracdo organica obtida
foi evaporada em evaporador rotativo (Blich) a 40 °C até a secura obtendo-se o extrato bruto, o

qual foi transferido para frascos do tipo penicilina e armazenados em geladeira.

Para a extracao diretamente da placa contendo meio de cultivo sélido, a placa contendo
a actinobactéria é cortada em pequenos pedacos, introduzida em um tubo Falcon de 50 mL
contendo 30 mL de uma solucdo de acetato de etila/metanol (7:3). Essa mistura é triturada por
5 minutos com o auxilio de um homogeneizador e centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos em
centrifuga de bancada (NOVA Instruments). O sobrenadante de cerca de 25 mL foi coletado e
seco em evaporador rotativo, produzindo o extrato bruto o qual foi armazenado em frasco do

tipo penicilina.

A extracdo em fase solida, foi realizada utilizando cartuchos Bakerbond 7020-07
contendo uma fase sélida estacionaria C18 (1000 mg) (J.T.Baker) e metanol como eluente,
empregando um sistema de manifold a vacuo (Chromabond). Os cartuchos C18 foram
primeiramente lavados com metanol (3 lavagens com 5 mL de metanol) e em seguida
condicionados com agua deionizada (3 lavagens com 5 mL de 4gua deionizada). Para a extracao
dos metabdlitos, foram utilizados 20 mL de caldo fermentado sendo eluidos com 20 mL de

metanol diretamente em frascos tipo penicilina.
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Figura 14. Métodos de extracao utilizados: extracdo da placa de meio s6lido (A); extracdo liquido-liquido (B);
extracdo em cartucho de fase solida C18 (C).
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3.3. Bioensaios

3.3.1. Bioensaio de fitotoxicidade contra Lemna minor

Para manutencdo da Lemna minor (Figura 15), as plantas foram mantidas em
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio SIS® (ANEXO A, pg. 108) em pH 6,5
esterilizado por ultrafiltragdo por filtro 0.22 (Millipore). As plantas eram repicadas em meio
SIS a cada 15 dias. O bioensaio foi desenvolvido em placas de 24 pogos (Corning) contendo 20
UL do extrato bruto ou fragdo em DMSO (grau analitico) na concentracéo de 10 mg.mL™ e mais
1980 pL de meio SIS, resultando em uma concentracéo final de 100 pug.mL™ do extrato bruto
por poco. Em cada pogo foram adicionadas dois pares de pétalas de Lemna minor. Como
controle negativo foi utilizado um pogo contendo 1980 L de meio SIS mais 20 pL de DMSO#,
Como controle positivo, Atrazina (Sigma-Aldrich) na concentragdo final de 100 pg.mL™* foi
utilizada. As placas contendo o controle e os bioensaios foram mantidos por 7 dias em camara
de foto-periodo (16h/8h claro/escuro) a 28 °C. Apds esse periodo a inibigdo de crescimento foi
determinada visualmente com relacdo aos controles positivos e negativos utilizados,

observando-se os efeitos de clorose e/ou necrose das folhas (Figura 16).
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Figura 15. Foto da placa contendo as plantas de Lemna minor utilizadas neste trabalho
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3.3.2. Ensaio de Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)

Para cada poco da placa de Elisa de 24 pocos, foram adicionados 1980 pL de meio
nutritivo SIS (Swedish Standard) mais 20 pL do extrato bruto com uma diluicdo seriada na
faixa de concentragdo de 10,0 mg. mL™ até 1,25 mg.mL™. Posteriormente, foram adicionados
dois pares de pétalas de Lemna minor por poco. O ensaio foi realizado em triplicada para cada
concentracdo avaliada. Foram utilizados 20 pL de DMSO em 1980 pL de meio SIS como
controle negativo e Atrazina diluida nas mesmas concentragdes utilizada como controle

positivo.

3.3.3. Bioensaio de germinacao

Foram utilizadas sementes de Buva (Conyza canadenses), Alface (Lactuca sativa),
Rdcula (Eruca sativa) estas dicotiledéneas, Capim Amargoso (Digitaria insularis) e Capim-

pé-de-galinha (Eleusine indica) estas monocotiled6neas.

Para o desenvolvimento do procedimento foram realizados testes utilizando diferentes
solventes para se verificar possivel interferéncia do solvente na inibicdo na germinacdo. Foram
testados os solventes: metanol (MeOH), etanol (EtOH), dimetilsulfoxido (DMSO), acetonitrila
(ACN), acetona, cloroférmio (CHCIs) e tetrahidrofurano (THF). Desses, somente 0 MeOH néo
apresentou inibicdo de crescimento das sementes, porém, ele ndo apresenta solubilidade ideal
para alguns dos extratos estudados, além disso, 0 MeOH apresenta inibi¢do de crescimento da
Lemna minor. Assim, foi abordada uma alternativa na utilizacdo de DMSO, sendo que ap6s sua
aplicacdo no papel de filtro, o mesmo é deixado sob ventilagcdo para evaporagédo do solvente.
Este método se mostrou eficiente e o emprego do DMSO nédo apresentou influéncia no
crescimento das sementes, além do mais, 0 DMSO apresenta um alto poder de solubilidade para
0s extratos brutos obtidos, tornando-se o solvente de primeira escolha para os bioensaios

desenvolvidos em nosso laboratorio.

O procedimento foi desenvolvido em placas de 24 pocos (Corning), onde foram
adicionados filtros de papel circulares (12 mm) contendo 20 pL do extrato bruto na
concentragio de 10 mg.mL? em DMSO. A placa com os discos de papel foi mantida sob

ventilacdo durante 24 horas para secagem do solvente. Apés esse periodo, 200 pL de solugéo
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de &gar 1,5% sédo adicionados em cada poco. Apds a polimerizacdo da solucdo de agar 1,5% e
aguardada uma hora, antes de se adicionar aproximadamente 10 sementes de cada planta por
poco. Em sequida, a placa é selada com filme plastico e incubada em cadmara de foto-periodo
por 7 dias. Os ensaios foram realizados em duplicatas e como controles negativos foram
utilizados pocos contendo apenas &gar e DMSO evaporado, e como controle positivo foi
utilizado o herbicida comercialmente utilizado 2,4-D (acido diclorofenoxiacético) (Figura 17).

Figura 17. Esquema ilustrativo do ensaio de germinacéo.
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3.3.4. Bioautografia

Em uma placa cromatogréfica de Silica-Gel 60 (Merck), foram adicionados 10 pL do
extrato bruto em Metanol (grau analitico) na concentracdo de 10 mg.mL*. Uma mistura de
acetato de etila e hexano (1:1) (grau analitico) foi empregada como fase moével. Apos o
desenvolvimento da placa cromatografica os compostos foram observados sob luz UV 254 nm
e 365 nm. A placa cromatogréafica foi recoberta por uma solucédo de agar 1,5% (Difco) em uma
placa de Petri. Com o agar solidificado, foi adicionado sobre os compostos separados um par
de pétalas de Lemna minor. Atrazina nas mesmas condi¢cdes do extrato bruto foi utilizada para
controle positivo. Pétalas de Lemna minor foram adicionadas sobre o agar fora da area da placa
cromatografica, como controle negativo. O ensaio foi mantido por 7 dias em camara de foto-
periodo (16h/8h claro/escuro) a 28 °C. A inibicao do crescimento foi determinada visualmente

com relagdo aos controles utilizados (Figura 18).



Dissertacao de Mestrado Osvaldo Luiz Ferreira Junior 50

Figura 18. Esquema ilustrativo da analise em cromatografia de camada delgada (TLC) (A) e ensaio de
bioautografia (B).
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3.4. Identificacdo da actinobactéria CAAT 7-52 por sequenciamento do gene 16S
rRNA

O DNA da CAAT 7-52 foi extraido usando o kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen,
USA), conforme instrucdes do fabricante. A amplificacdo do gene que codifica para o rRNA
16S foi realizado como descrito por Souza et al. (2017)%, utilizando o conjunto de
oligonucleotideos 27F (5>-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) e 1492R
(5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") (LANE, 1991).

Para sequenciamento dos fragmentos de interesse foi utilizado o kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems/Life Technologies, Foster City, CA,
USA\) de acordo com instruc6es do fabricante. Para isto, os produtos de PCR foram purificados
enzimaticamente com FastAP mais Exo | (Life Technologies, San Diego, CA, USA) e
quantificados com low mass DNA ladder (Invitrogen, USA). O sequenciamento foi realizado
em um analisador genético Applied Biosystems 3500, usando os oligonucleotideos senso e anti-

senso utilizados para amplificacdo do gene. Em adicdo, outros iniciadores internos foram
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utilizados para obter mais do que 1.400 pb de comprimento do gene rRNA 16S%. As sequéncias
foram analisadas quanto a qualidade e montadas em contig com o software Sequencher Gene
Codes Corporation (www.genecodes.com) e, por fim, checadas para potencial contaminacéo

utilizando a ferramenta online Decipher®®,

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias mais proximas depositadas
nos bancos de dados do Genbank e os calculos de identidade das sequéncias foram obtidos
usando o servidor Ez-Taxon®. Sequéncias com alta identidade de nucleotideos (>97%),
compondo linhagens tipo de referéncia foram selecionadas no GenBank para a montagem das
arvores filogenéticas. O alinhamento do conjunto de dados foi realizado com o ClustalW®
usando o programa MEGA 5.2%. Arvores filogenéticas foram inferidas usando os algoritmos
Maxima verossimilhanca®®, Méaxima-Parcimonia®® e Neighbor-Joining®. A matriz de distancia
evolutiva para a analise Neighbor-Joining foi gerada utilizando o modelo Tamura 3 parametros.
As topologias das arvores resultantes foram avaliadas por anélise de bootstrap®® com base em
1.000 repetices.

3.5. Isolamento e caracterizacdo dos compostos ativos: métodos cromatogréaficos e

espectrométricos

Foi obtido um pré-in6culo de 400 mL do isolado ativo divididos 8 frascos Erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo BD apds incubacdo por 3 dias a 30 °C em shaker
rotativo a 120 rpm. O pré-indculo foi transferido para frasco tipo schott de 10 L contendo 3,6
L de meio de cultivo BD, totalizando 4 L, sendo fermentado por 7 dias a 30 °C em shaker
rotativo a 120 rpm. A extracdo dos metabolitos secundarios microbianos foi conduzida
utilizando acetato de etila. A fase organica foi concentrada em evaporador rotativo (Buchi) a
40 °C.

O método cromatografico em escala analitica foi desenvolvido empregando um sistema
HPLC Shimadzu com controladora CBM -20A, duas bombas LC-6AD, degaseificador DGU-
20AD5, detector UV-Vis SPD-20A monitorando os comprimentos de onda de 230 nm e 254 nm,
injetor manual Rheodyne, coluna PolymerX RP-100A (250 x 4,6 mm, 10 um) (Phenomenex,
USA). Tempo de elui¢do de 50 minutos com fase mével binéria de agua ultrapura (A) e metanol
(B) iniciando com 20% de B até 90%, fluxo de 1,2 mL.min* e volume de injecdo de 20 pL na

concentragéo de 1 mg.ml™ e transposto para o0 modo preparativo.
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O fracionamento em HPLC preparativo foi realizado utilizando sistema HPLC
Shimadzu com controladora CBM -20A, duas bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20A5,
detector UV-Vis SPD-20A monitorando os comprimentos de onda de 230 nm e 254 nm, injetor
manual Rheodyne, coluna PolymerX RP-100A (250 x 21,2 mm, 10 um) (Phenomenex, USA).
Tempo de elui¢do de 50 minutos com fase mdvel binéria de dgua ultrapura (A) e metanol (B)
iniciando com 20% de B até 90%, fluxo de 18 mL.min-1 e volume de injecdo de 500 pLL.

As analises de cromatografia liquida de ultra-performance — espectrometria de massas
sequencial (UPLC-MS/MS), foram realizadas em sistema ACQUITY UPLC H-Class Xevo®
TQ-S (Waters Corporation) com fonte Z-spray e ionizacdo por eletrospray, gas de
dessolvatacdo N a 350 °C com fluxo de 600 L.h%, scan time de 0,5 s em modo full scan de m/z
180 a m/z 1100, com temperatura da fonte a 150 °C, voltagem do cone 40 V e capilar 3,2 kV
para 0 modo ESI+; e voltagem do cone 40 V e capilar 2,5 kV para 0 modo ESI-. Condi¢c6es
cromatograficas sendo fase mével, 80% agua ultrapura com 0,1% de acido formico (A) e 20%
metanol com 0,1% de &cido férmico (B) com gradiente de A variando de 80% até 20% de 0 a
12 minutos e retornando a sua condic&o inicial até 15 minutos com fluxo de 0,5 mL.min?, foi
utilizada uma coluna Ascentis Express HPLC F5 (10 cm x 2,1 mm, 2,7 um) (Supelco
Analytical). Tais pardmetros foram utilizados pensando em abranger ao maximo a anélise e
separacdo dos compostos presentes nos extratos brutos, sendo a coluna de fase F5
(pentafluorofenilpropil) uma escolha para a separacdo de compostos similares entre si de
maneira eficiente, assim como abrangendo compostos polares e ndo polares®*. Os dados foram

processados no software MassLynx versdo 4.1 (Waters Corporation)®.

As analises de HR-MS foram realizadas em um sistema de LC-MS/MS Nexera X»
TripleTOF 5600" (Shimadzu - Kyoto, HO, JP; Sciex - Foster, CA, USA) equipado com sistema
de calibracdo automatica CDS (Calibrant Delivery System) e fonte de ionizacdo ESI Turbo-V
lonSpray operando em modo positivo de analise. Os parametros do equipamento foram: gas 1:
60 psi; gas 2: 40 psi; curtain gas: 25 psi; voltagem do capilar: 5 kV; voltagem do cone: 80 V;
temperatura da fonte: 550 °C; faixa de m/z: 150 a 2000. A calibragdo de massa (erro < 2 ppm)
foi realizada por meio da fonte de ionizagao quimica a presséo atmosférica (APCI) empregando
a solucdo Positive Calibration Solution (Sciex - Foster, CA, USA). Condig¢des cromatograficas
sendo fase mével 80% agua ultrapura com 0,1% de acido formico (A) e 20% metanol com 0,1%
de acido formico (B) com gradiente de A variando de 80% até 20% de 0 a 12 minutos e
retornando a sua condic&o inicial até 15 minutos com fluxo de 0,5 mL.min, foi utilizada uma

coluna Ascentis Express HPLC F5 (10 cm x 2,1 mm, 2,7 um) (Supelco Analytical).
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Ressonancia magnética nuclear (RMN) foi realizada em um equipamento Bruker DRX
500 e DRX 400 operando a 500/125 e 400/100 MHz, respectivamente para *H e 3C, onde, &
em partes por milh&o relativo ao TMS (tetrametilsilano) e J em Hertz. Cloroférmio deuterado
(CDCls, Sigma-Aldrich) foi utilizado na dissolucdo das amostras para as analises de H,
correlacdo heteronuclear multipla-quantica (HMQC) e correlacdo heteronuclear de multiplas
ligacbes (HMBC). Os espectros foram analisados utilizando o software ACD/NMR Processor
Academic Edition versdo 12.01 (ACD/Labs) e MestReNova versdo 6.0.2 (Mestrelab Research).

3.6. Variacéo de meio de cultivo para melhor producéo dos compostos ativos

Os experimentos foram conduzidos como descrito no item 3.2, pg. 44, utilizando meios
de cultivos BD, PMB, ISP-2, Czapeck e Czapeck modificado, utilizando xarope de glicose
como substituto a sacarose do meio de cultivo original (ANEXO A, pg. 108), sendo
fermentados e extraidos por método liquido-liquido nas mesmas condi¢des descritas no item
3.282°.

3.7. Monitoramento da producéo dos metabdlitos secundarios com atividade fitotdxica

Em 20 erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio de PMB, foram inoculados 5
mL de um pré-indculo de 3 dias e entdo fermentados nas mesmas condicdes ja descritas no item
3.2. Assim, o experimento foi monitorado durante um periodo de 30 dias. A cada 3 dias foi
retirado uma aliquota em duplicata, filtrados a vacuo utilizando papel de filtro para separagdo
dos micélios. Apos secos, os micélios foram pesados em balanca analitica (Celtac). Os extratos
obtidos por extragéo liquido-liquido (item 3.2 § 2°) foram analisados por sistema LC-MS/MS,
Nexera X» TripleTOF 5600* (Shimadzu - Kyoto, HO, JP; Sciex - Foster, CA, USA) como

descrito no item 3.5 § 5°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencao dos extratos brutos e screening de atividade fitotdxica

Para as 76 actinobactérias isoladas foram obtidos 166 extratos brutos empregando trés
diferentes metodologias de extracdo. Porém, nem todos os isolados possibilitaram a execucao
das trés metodologias de extragdo, em virtude das condigdes experimentais exigidas e a
qualidade das placas do meio solido. Assim, foram obtidos 74 extraidos por extracdo liquido-
liquido (ELL); 65 extraidos por extracdo em fase solida (SPE) e 27 extraidos por extracdo
diretamente da placa em meio de cultivo sélido (EMS), esta ultima sendo utilizada como uma
variavel no final dos estudos para comparacdo com alguns dos demais extratos obtidos, assim
sendo obtidos em menor quantidade. O acetato de etila foi empregado na extracdo liquido-
liquido devido a sua faixa de polaridade, a qual abrange compostos de baixa e média polaridade.
A fim de aumentar a diversidade de compostos extraidos, foram empregadas extracdes em fase
solida utilizando cartucho contendo fase extratora C18 e metanol como eluente, proporcionando
a extracdo de compostos de média polaridade. Neste trabalho, também foi avaliada a extracdo
do meio de cultivo sélido, a qual foi realizada empregando uma mistura de acetato de

etila/metanol (7:3) para extracdo de compostos de média-alta polaridade.

Como método de triagem primaéria para a identificacdo dos extratos brutos ativos foi
utilizado o bioensaio de fitotoxicidade, tendo a planta aquatica Lemna minor como alvo
bioldgico. Ensaios de fitotoxicidade utilizando a planta aquatica monocotileddnea Lemna
minor, séo amplamente utilizados e reconhecidos como ensaios padréo por agéncias ambientais
para monitoramento de qualidade e niveis de polui¢do de corpos d’agua, como também
apresenta grande facilidade e reprodutibilidade em seu desenvolvimento e resultados obtidos®-
%, 0 bioensaio foi desenvolvido em placas de 24 pocos e atrazina foi utilizada como controle

positivo, como descrito no item 2.3.1.

Dos 166 extratos brutos submetidos ao bioensaio, 18 extratos liquido-liquido (24,3%),
7 extratos por SPE (10,8%) e 2 extratos por extracdo da placa solida (7,4%) (CAAT 10-2 e
CAAT 8-15) apresentaram algum nivel de atividade fitotoxica contra Lemna minor, somando
27 extratos ativos ou, 16,3% do total de extratos obtidos.

Desses 27 extratos ativos, podemos destacar os extratos CAAT 11-12M (extracdo

liquido-liquido e extracdo em fase solida), CAAT P11-13 (extracdo liquido-liquido), CAAT
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P11-30 (extragdo liquido-liquido), AM 33-22 (extracdo liquido-liquido), BCV3-01F (extracdo
liquido-liquido), Caatinga 219 (extracdo liquido-liquido e extracdo em fase solida), Caatinga
234 (extracao liquido-liquido e extracdo em fase solida), Caatinga 88 (extracdo liquido-liquido)
e CAAT 7-52 (extracdo liquido-liquido) sendo este Gltimo o que apresentou uma maior rapidez
e eficiéncia em sua acdo fitotdxica, quando comparado ao controle positivo, a Atrazina, sendo
escolhida para o processo de desreplicacdo dos compostos ativos.

A Tabela 4 apresenta a relagdo dos extratos obtidos por ELL e SPE analisados e os
resultados de suas atividades fitotoxicas. Os resultados obtidos pela extracdo da placa so6lida
ndo foram significativos para o resultado final uma vez que apresentaram uma baixa atividade

qguando comparados relativamente aos extratos obtidos por ELL e SPE.

Tabela 4. Relacdo dos extratos brutos obtidos por ELL e SPE avaliados e suas respetivas atividades fitotdxicas

Codigo Atividade do extrato Codigo Atividade do extrato
Extrato bruto ELL SPE Extrato bruto ELL SPE
AM 33-22 ++ -- CAAT P11-13 ++ --
AM P18-02 ++ -- CAAT P11-24 -- --

BCV1-20F -- -- CAAT P11-30 ++ NO
BCV2-14F -- -- CAAT P5-06 -- NO
BCV3-01F ++ -- CAAT P5-1 -- --
CAAT 10-2 -- -- CAAT P5-118 -- NO
CAAT 11-12M ++ ++ CAAT P5-129 (a) NO --
CAAT 11-3 -- -- CAAT P5-129 (b) -- --
CAAT 1-54 ++ NO CAAT P5-133 -- --
CAAT 18-47 ++ ++ CAAT P5-14 -- --
CAAT 2-11 -- -- CAAT P5-16 -- --
CAAT 2-49 -- +- CAAT P5-18 -- --
CAAT 5-35 ++ NO CAAT P5-25 -- --
CAAT 5-46 -- NO CAAT P8-10 -- NO
CAAT 7-52 ++ NO CAAT P8-111 -- --
CAAT 8-14 -- NO CAAT P8-116 -- --
CAAT 8-15 -- +- CAAT P8-126 -- --
CAAT 8-18 ++ -- CAAT P8-128 -- --
CAAT 9-5 NO NO CAAT P8-15 -- --
CAAT P11-10 -- -- CAAT P8-3 -- --
CAAT P11-109 -- -- CAAT P8-68 -- +-

CAAT P11-127 -- -- CAAT P8-77 -- --
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Codigo Atividade do extrato Codigo Atividade do extrato

Extrato bruto ELL SPE Extrato bruto ELL SPE
CAAT P8-78 ++ -- CAN V1-56 - -
CAAT P8-80 -- -- CAN V1-58 - -
CAAT P8-99 -- - CAN V1-68F -- --
Caatinga 138 -- -- CAN V1-74F - -
Caatinga 211 -- -- CAN V2-26F -- -
Caatinga 219 ++ ++ CAN V2-33F - -
Caatinga 234 ++ ++ CAN V2-37F - -
Caatinga 27 -- -- P1-3-1 -- -
Caatinga 79 -- -- P8-19 - -
Caatinga 88 ++ NO PAP 26-14 ++ --
CAN V1-20 -- -- PAP 26-16 - -
CAN V1-26 -- -- PAP 26-20 -- -
CAN V1-29F -- -- PAP-2605 ++ --
CAN V1-46F -- -- PAP-2615 - -
CAN V1-50F -- -- PAP-2618 A ++ -
Sem atividade (--); Atividade ndo significativa (+-); PAP-2618 B -- --
Atividade positiva (++); Extrato ndo obtido (NO). PAP-2622 - -

Extragdo liquido-liquido (ELL); Extracdo em fase
solida (SPE). Caatinga (CAAT/Caatinga); AM
(Amazbnia, solo de floresta); BCV (Bertioga,
sedimento de mangue); PAP (Santarém, solo de

floresta); CAN (Cananéia, sedimento de mangue).
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Analisando os extratos ativos por ELL e SPE € possivel observar uma maior eficiéncia
na obtencdo de compostos ativos por ELL, uma vez que comparando com 0s extratos que
apresentaram atividade significativa obtidos por SPE, os mesmos apresentaram atividade por
ELL, mostrando a presenca de compostos com menor polaridade em ambos 0s extratos.
Somado a maior atividade apresentada pelos extratos ELL no total apresentado, é possivel dizer
que essa extracdo € mais eficiente para a obtengdo de compostos com atividade fitotoxica

quando comparado diretamente com extratos SPE.

Figura 19. Extratos brutos com atividade fitotdxica contra Lemna minor.
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Os extratos BcV3-01F, AM 33-22, CAAT 11-12M, CAAT 7-52 e CAAT P11-13, foram
0s mais promissores e foram selecionados para 0s ensaios posteriores de inibi¢éo de germinacao

de sementes (Figura 19).

4.2. Ensaio de germinacéao

Para esses ensaios foram utilizadas sementes de Buva (Conyza canadensis), Alface
(Lactuca sativa), Racula (Eruca sativa) como testes para dicotiledéneas. Capim Amargoso
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(Digitaria insularis) e Capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) para testes de monocotileddneas.
Escolhidas para uma diversidade entre plantas mono e dicotileddneas a fim de se verificar
possivel seletividade na atividade fitotoxica, bem como, a atividade contra plantas-daninhas
comuns na agricultura brasileira, como a buva, capim-amargoso e capim pé-de-galinha. Os

extratos utilizados e suas atividades sdo mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Extratos brutos e suas atividades apresentadas no ensaio de germinagéo.

Extrato (ELL) Atividade
CAAT 7-52 Buva, Alface e Rucula
BcV3-01F Alface
CAAT 11-12M Nao ativa
AM 33-22 N&o ativa
CAAT P11-13 N&o ativa
CAAT P5-129 N&o ativa
CAAT 2-11 N&o ativa
CAAT P8-116 N&o ativa
CAAT P8-99 Nao ativa
CAAT P8-111 Nao ativa
CAAT P8-3 N&o ativa

Figura 20. Ensaio de germinag&o contra Buva (Conyza canadensis) mostrando atividade do extrato bruto
CAAT 7-52.

. CAAT 7-52 CAAT 11-12M AM 33-22

Dos extratos analisados o que se mostrou mais eficiente foi extrato bruto CAAT 7-52
(Figura 20), o qual apresentou atividade contra alface, racula e buva, sendo esta Gltima a mais

proeminente e interessante para nossos estudos.
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Esses resultados se mostram muito promissores em razéo da dificuldade no controle da
buva na agricultura, pois essa planta-daninha apresenta uma alta produgéo de sementes que sao
facilmente propagadas pelo vento, sendo que lavouras com grandes infestacdes podem
necessitar de 3 a 5 anos de manejo correto até a diminuicdo dessa infestacido®®. Outro fator
relevante é que a buva tem apresentado resisténcia aos principais herbicidas empregados no
cultivo de soja e milho no Brasil.

Tendo em vista a maior e mais rapida atividade fitotoxica contra Lemna minor e a maior
atividade de inibicdo de germinacdo de sementes apresentada pelo extrato CAAT 7-52, assim
como uma maior reprodutibilidade apresentada durante os ensaios. Essa actinobactéria foi

escolhida como foco principal para os experimentos de desreplicacdo dos compostos ativos.

4.3. ldentificacdo da actinobactéria CAAT 7-52 por sequenciamento do gene 16S
rRNA

Pode ser visto na arvore filogenética usando o algoritmo de Neighbor-Joining (Figura
21) que o isolado CAAT 7-52 forma uma distinta linha filética na arvore do gene 16S rRNA de
Streptomyces. O isolado é filogeneticamente relacionado com a linhagem tipo de Streptomyces
actinomycinicus RCU-197", compartilhando 99,0% de identidade de sequéncia do gene 16S
rRNA. A estreita relacdo entre a linhagem CAAT 7-52 e a linhagem tipo de S. actinomycinicus
RCU-197T também é apoiada por um moderado valor de bootstrap nas arvores de maxima
parcimdnia e maxima verossimilhanca. Circulos brancos indicam que os nés correspondentes
também foram recuperados na arvore de maxima verossimilhanca e maxima parciménia; e
circulos pretos indicam nds recuperados apenas nas arvores de maxima verossimilhanca e
Neighbor-Joining. A linhagem tipo de Streptomyces albus subsp. albus DSM 40313T foi

utilizada como grupo externo.
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Figura 21. Arvore Neighbor-Joining mostrando a posicao filogenética da linhagem CAAT 7-52 em relacéo aos
membros do género Streptomyces.
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Maiores detalhes dos valores de identidade de sequéncias do gene 16S rRNA de CAAT

7-52 estdo representados na Tabela 6.

Tabela 6. Calculos de identidade de sequéncias entre CAAT 7-52 e seus vizinhos filogenéticos mais proximos
usando o servidor Ez-taxon.

Espécie Acesso Identidade  Diferenga/total de
(GenBank) (%) nucleotideos

Streptomyces actinomycinicus RCU-197 LC069046 99,00 14/1394
Streptomyces echinatus NBRC 12763 AB184126 98,88 16/1432
Streptomyces lanatus NBRC 12787 AB184845 98,48 22/1447
Streptomyces shenzhenensis 172115 HQ660226 98,34 24/1447
Streptomyces graminisoli JR-19 HQ267975 98,13 2711447
Streptomyces sasae JR-39 HQ267987 98,12 27/1435
Streptomyces canarius NBRC 13431 AB184396 98,06 28/1447
Streptomyces gilvifuscus T113 KM229362 98,05 28/1439
Streptomyces cyslabdanicus K04-0144 AB915216 98,00 29/1448

Streptomyces olivaceoviridis NBRC 13066 AB184288 98,00 29/1447
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Streptomyces rhizophilus JR-41 HQ267989 97,93 30/1447
Streptomyces hyaluromycini NBRC 110483 BCFL01000051 97,92 30/1445
Streptomyces crystallinus NBRC 15401 AB184652 97,91 30/1438
Streptomyces gramineus JR-43 HM748598 97,86 30/1403
Streptomyces corchorusii DSM 40340 KQ948396 97,86 31/1448
Streptomyces panaciradicis 1IMR-8 KF971876 97,86 31/1448
Streptomyces similanensis KC-106 AB773850 97,79 32/1448
Streptomyces durhamensis NRRL B-3309 JNXR01000068 97,79 32/1448
Streptomyces jiujiangensis JXJ 0074 KF938657 97,79 32/1447
Streptomyces caeruleatus NRRL B-24802 KQ948975 97,79 32/1446
Streptomyces filipinensis NBRC 12860 AB184198 97,79 32/1445
Streptomyces naganishii NBRC 12892 AB184224 97,78 32/1444
Streptomyces yaanensis Z4 JQ307192 97,76 32/1429
Streptomyces recifenses NBRC 12813 AB184165 97,71 33/1438
Streptomyces adustus WH-9 LC026279 97,65 34/1448
Streptomyces seoulensis NRRL B-24310 JNXP01000045 97,58 35/1448
Streptomyces bungoensis DSM 41781 KQ948892 97,58 35/1448
Streptomyces capoamus JCM 4734 AB045877 97,58 35/1448
Streptomyces longwoodensis DSM 41677 KQ948572 97,58 35/1448

Sustentado pelos dados de célculo de identidade de sequéncias e reconstrucdes
filogenéticas, bem como, por caracteristicas morfologicas apds crescimento em meios solido
onde apresenta coloracdo amarelo esverdeado com hifas aéreas de cor branco acinzentado
(Figura 22) e liquido, € evidente que CAAT 7-52 é um membro do género Streptomyces. Porém,
mais estudos taxondmicos devem ser conduzidos com o isolado CAAT 7-52, como por
exemplo, uma abordagem de taxonomia polifasica, envolvendo dados de hibridizacdo, para

determinar o correto posicionamento filogenético deste novo isolado.



Dissertacao de Mestrado Osvaldo Luiz Ferreira Junior 62

Figura 22. Isolado CAAT 7-52 em meio de cultivo s6lido BDA.

4.4. Desreplicacdo e fracionamento guiado por bioensaio do extrato bruto CAAT 7-52
empregando LC-MS/MS

4.4.1. Fracionamento em escala preparativa do extrato CAAT 7-52 guiado por

bioensaio.

A principio foram preparados 200 mL de pré-indculo em meio de cultivo BD em
Erlenmeyer 1L, para isso foi retirada uma al¢ada da actinobacteéria crescida com 7 dias em placa
de Petri contendo meio de cultivo s6lido BDA. O pré-in6culo foi cultivado por 3 dias em shaker
rotativo a 120 rpm e 30° C. Em 10 frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 180 mL de meio de
cultivo BD foram inoculados 20 mL do pré-indculo totalizando 200 mL em cada Erlenmeyer.

Apos 7 dias de fermentacdo, o meio de cultivo foi filtrado e submetido a sucessivas
extragdes com acetato de etila, para a obtencdo do extrato bruto contendo os metabdlitos de
interesse. Esta extracdo resultou em 330 mg de extrato bruto. O extrato bruto obtido foi
submetido a um novo ensaio de atividade contra Lemna minor, onde foi confirmada a sua
atividade fitotoxica. Com a confirmacdo da atividade foi desenvolvido um método
cromatografico em escala analitica empregando um sistema HPLC Shimadzu UV-Vis SPD-
20A. (Figura 23A).

A partir desta analise, 0 método analitico foi transposto para uma escala preparativa,

utilizando o mesmo cromatografo com um coletor automatico de fragcBes onde o extrato foi
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fracionado em uma coluna preparativa polimérica Phenomenex PolymerX RP-100A (250 x
21,2 mm, 10 pm) com um volume de inje¢do de 500 pL (~150 mg), onde foram coletadas 45

fracdes (Figura 23B).

Figura 23. Comparacdo entre os cromatogramas LC-UV do extrato bruto CAAT 7-52. A) Cromatograma LC-UV
analitico; B) Cromatograma LC-UV preparativo.
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Todas as 45 fragdes obtidas foram submetidas a um novo bioensaio de fitotoxicidade

contra Lemna minor para a identificagdo da fracdo ativa (Figura 24).
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Figura 24. Bioensaio de fitotoxicidade das fragdes do extrato CAAT 7-52 contra L. minor.

Como pode ser observado na Figura 24, as fracGes 15, 16, 24 a 34 apresentaram
atividade fitotoxica apos 7 dias de cultivo, sendo as fragcdes 15 e 30 as que apresentaram
atividade mais pronunciada devido a rapidez no aparecimento do efeito de clorose das folhas

de Lemna minor.

4.4.1. Analise de LC-MS/MS e RMN de H das fracdes ativas selecionadas

As fragdes F15 e F30, as quais apresentaram maior atividade fitotoxica foram analisadas
novamente pelo sistema LC-MS/MS, na qual os ions selecionados foram fragmentados em uma
camara de colisdo e seus fragmentos analisados.

A fracdo 15 apresentou os ions de m/z 139 (ESI+) e 137 (ESI-) (Figura 25), tendo a
massa molecular de 138 Da. O ion de m/z 139 foi submetido a experimentos de CID em modo

positivo para obtencdo de caracteristicas estruturais (Figura 26).



Dissertacao de Mestrado Osvaldo Luiz Ferreira Junior

65

Figura 25. Espectro em modo positivo e negativo do ion m/z 139 presente na fracéo 15.
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Figura 26. Espectro de ions produto do ion m/z 139 em modo positivo. Energia de colisédo de 20 eV.
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A partir do padrdo de fragmentacao observado no espectro de ions produtos, foi possivel
observar perdas de 18 Da (H20), 28 Da (CO) e 44 Da (COz), assim como a formacdo do ion de

m/z 77, o qual é indicativo de anel aromatico. Estas informacGes sugerem que 0 composto em
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estudo pode ser um derivado hidroxilado do acido benzoico!®. Na Figura 27 é apresentada uma
proposta de fragmentacgdo para 0 composto.

Figura 27. Proposta de fragmentagdo do ion m/z 139.
O
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(OH_ @@
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Os espectros de RMN de *H, HMQC e HMBC foram realizados utilizando metanol e

cloroférmio deuterados.

O espectro de RMN de 'H (Figura 28) apresentou sinais na regido de sistemas
aromaticos. Em & 6,96 um duplo dupleto (J= 2,00 Hz e J= 8,00 Hz) integrando para um, em 3
7,23 um tripleto (J= 8,00 Hz) integrando para um, em & 7,39 um tripleto (J= 2,00 Hz) integrando
para um e em & 7,45 um dupleto (J= 8,00 Hz) integrando para um.
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Figura 28. Espectro de H da fracdo 15 do extrato CAAT 7-52.
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No espectro de correlacdo HMQC (Figura 29) foi possivel observar a presenca de 4
carbonos metinicos (CH) os quais correspondem ao sistema aromatico. Fazendo a correlagédo
entre 0s espectros obtidos foi possivel atribuir que este composto apresenta um sistema
aromatico 1,3 di-substituido.

Figura 29. Espectro de correlagdo HMQC da fragdo 15 do extrato CAAT 7-52.

No espectro de HMBC (Figura 30) e possivel observar as correlacbes entre 0s
hidrogénios e carbonos a longa distancia (Figura 31), onde foi observada a presenca de dois
carbonos néo hidrogenados e um carbono carbonilico a partir das correlagdes entre o hidrogénio
dn 6,9 e o carbono 8¢ 115,5 (2); dn 7,2 e os carbonos dc 157,2 (3J), dc 131,0 (3J) e &¢c 168,0
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(4J); 81 7,4 e os carbonos d¢c 157,2 (4J) e 8¢ 168,0 (3J); 8 7,4 e os carbonos &c 157,2 (3J) e &¢c
168,0 (3J).

Figura 30. Espectro de correlagdo HMBC da fragdo 15 do extrato CAAT 7-52.
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Figura 31. Correlagdes de HMBC da fragéo 15 do extrato CAAT 7-52.
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Figura 32. Espectro de ions produtos em modo positivo do ion m/z 139. A) Padréo de acido 3-hidroxibenzéico.
B) Fracdo 15. Energia de colisdo de 20 eV.

250817_6-HidroxiBenzoic_Acid-MSMS 248 (2.548) Sm (Mn, 1x0.90); Cm (242:255)
100~ RV 2 86e5
-
651
930949 1211
510 J
Ofrrrrfrreret e et e e e e A e Mz
40 60 80 100 120 140 160 180 200
250817_CAAT 7-62 Fr_15-MSMS 250 (2.565) Sm (Mn, 1x0.90), Cm (245:255)
100- 770 1.56e6
#] 95 1
92 8 1209
651
0 ""I"""I"n'ﬂ'l""l""I'"'I'"'I'"'I""I""JI""I""I'"'I""I""I""Iml'lz
40 60 80 100 120 140 160 180 200

A partir dos dados obtidos por espectrometria de massas mostrando 0s ions m/z 139
(ESI+) e m/z 137 (ESI-), a fragmentacdo do ion m/z 139 (ESI+) e sua comparag¢do com o padréo
(Figura 32), bem como as correlac@es obtidas por ressonancia magnética heteronuclear de *H e
13C. E possivel afirmar que o composto ativo presente na fracdo 15 do extrato CAAT 7-52 é o
acido 3-hidroxibenzédico, composto o qual ndo esta descrito na literatura com atividade
fitotoxica. Sua producdo por microrganismos é atribuida ao fungo Penicillium griseofulvum e
sua extracdo de plantas como a Hydrangea macrophylla (Horténcia) e a Citrus paradisi
(Toranja)™°?.,

4.4.2. Ensaio de atividade fitotoxica para outros derivados do acido benzoico.

A fim de se obter uma comparacéo da possivel atividade fitotoxica de outros derivados
do &cido benzoico, foram realizados ensaios de fitotoxicidade a partir de uma solugéo inicial de

concentragdo 10 mg.mL™, com diluicGes seriadas até 0,078 mg.mL™* utilizando os &cidos: 2-
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hidroxibenzoéico (&cido salicilico), 3-hidroxibenzoico (padrdo), 4-hidroxibenzdico e 2,4,6-
trihidroxibenzoico. Todos padrdes Sigma-Aldrich. (Figura 33).

Figura 33. Bioensaio com padrdes de derivados de &cido benzéico. A) Controles; B) acido 2-hidroxibenzéico
(&cido salicilico), acido 3-hidroxibenzdico (padrédo), C) acido 4-hidroxibenzéico e D) &cido 2,4,6-
trihidroxibenzoico

Todos os acidos analisados apresentaram algum grau de atividade fitotoxica na maior
concentracdo utilizada de 100 pg por po¢o. No entanto, o acido 2-hidroxibenzoico apresentou
atividade fitotdxica na concentracdo de 50 pg por poco, mostrando um maior poder fitotoxico.

Estudos do efeito fitotdxico do &cido 2-hidroxibezoico e do &cido benzdico contra a alga
Chlamydomonas reinhardtii, mostraram que a aplicacdo do acido 2-hidroxibenzéico na
concentracdo de 600 uM, reduziu um 98% a atividade foto-sintética do foto-sistema Il, assim

como para o acido benz6ico®?1%, corroborando com os efeitos observados nesse bioensaio.
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4.4.3. Desreplicagéo da fragéo ativa 30

O espectro de ESI da fracdo 30 apresentou os ions de m/z 309 [M+H]" e 331 [M+Na]",
o0 ion de m/z 309 foi fragmentado por CID com energia de colisdo de 20 eV, o espectro de ions
produto obtido apresentou um padréo de fragmentacdo complexo (Figura 35A). Utilizando
buscas em bancos de dados como Dictionary of Natural Products (DNP), utilizando dados
obtidos pela identificacdo da actinobactéria como a fonte biologica Streptomyces, e através das
andlises LC-UV-MS com faixa de massa molecular entre 308 Da e 309 Da e absor¢do maxima
no UV entre 210 nm e 220 nm, foram listados alguns possiveis compostos, como a 4-Deoxi, O-
de-Me Rubiginona Ay, Hidroisoflavona B, Albociclina e 3R-Cloro, 6,8-dihidroxi a-Lapachona,
esta Ultima descartada devido a presenca de cloro, uma vez que 0s espectros de massas nao

apresentaram padrao isotopico de cloro.

Também foram realizadas analises por espectrometria de massas de alta resolucao
utilizando um sistema HPLC Shimadzu Nexera X2 com coluna Ascentis Express HPLC F5 (10
cmx 2,1 mm, 2,7 um) (Supelco Analytical). acoplado a um sistema de espectrometria de massas
AB Sciex TripleTOF 5600* com ionizacéo por eletrospray operando em modo positivo.
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Figura 34. Cromatograma LC-MS-TOF do extrato bruto CAAT 7-52.
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Analisando o sinal em 8,68 minutos é possivel observar a presenca do ion m/z 309,2053

[M+H*]* (Figura 34). Relacionando com a massa calculada de 309,2060 Da, temos um erro de

2,3 ppm 0 que representa um erro apenas na quarta casa decimal de massa para a molécula de

férmula C1gH2904.

A partir da massa molecular obtida por espectrometria de massas de alta resolucgéo, foi

realizada uma nova busca nos bancos de dados, sendo utilizada a faixa de massa molecular

entre 308.19 Da e 308.20 Da. Nessa nova busca, o inico composto encontrado foi a Albociclina.

Assim, a partir do padréo de Albociclina (Sigma-Aldrich), foi obtido um espectro de

fragmentacdo por CID com energia de coliséo de 20 eV do ion m/z 309, o qual apresentou 0

mesmo padrdo complexo de fragmentacdo obtido para o ion m/z 309 da fragdo 30 (Figura 35).
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Figura 35. (A) Espectro de ions produto do ion m/z 309 (ESI+) da fracdo 30. (B) Espectro de ions produto do ion
m/z 309 (ESI+) do padrdo de Albociclina.
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O espectro de H (Figura 36) obtido da fragdo 30 foi comparado a um outro espectro

obtido em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa e relatado como sendo

da Albociclinal®. Os deslocamentos quimicos apresentados no RMN de *H na amostra da

fracdo 30 foram correspondentes aos apresentados pelo espectro de referéncia, porém

apresentando alguns sinais sem correlacdo que séo devido a impurezas presentes na fracdo

obtida.

RMN H (500 MHz, CDCls) § 6,9 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 5,9 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 5,8 (d,
J=16,2 Hz, 1H), 5,7 (dd, J = 16,1, 6,1 Hz, 1H), 5,28 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 4,56 (td, J = 12,7, 6,2
Hz, 1H), 4,07 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 3,30 (s, 3H), 2,2 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 1,8 (d, J = 5,1 Hz, 1H),
1,6 (s, 3H), 1,5 (s, 3H), 1,2 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 0,9 (d, J = 6,8 Hz, 3H).
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Figura 36. Espectro de *H — 500 MHz da fragdo 30 do extrato CAAT 7-52 (CDCls).
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A partir do espectro obtido e com base no espectro de referéncia, foram atribuidas as
seguintes correlagdes aos hidrogénios do composto (Figura 37)

Figura 37. Correlagdes dos hidrogénios do composto presente na fragdo 30 do extrato CAAT 7-52.
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Utilizando os dados obtidos por espectrometria de massas e 0s obtidos por ressonancia
magnética nuclear de 'H e comparando com dados descritos na literatura, é possivel atribuir a

estrutura do composto ativo presente na fracdo 30 como sendo de fato a Albociclina.

Analisando o cromatograma de ions em modo positivo do extrato bruto nesse momento,
também foram observados sinais entre 5,00 minutos e 8,0 minutos correspondentes a ions m/z
347 [M+Na]* (Figura 38 eFigura 39) que poderiam ser de compostos com estruturas derivadas

da Albociclina, hidroxilados em diferentes posi¢6es assim como um epoxido (Figura 40).

Figura 38. Cromatograma de ions em modo full scan positivo (ESI+) do extrato bruto CAAT 7-52.

1: Scan ES+
n 10.12 &= Albociclina 5_53;%

Derivados

e Time
12.00 14.00

y Time




Dissertacao de Mestrado Osvaldo Luiz Ferreira Junior 76

Figura 40. Andlogos hidroxilados e o epdxido propostos.

o o
| 2E-Hidroxi | BE-Hidroxi

A Albociclina é uma macrolactona ciclica com estrutura semelhante a Eritromicina e

proveniente da rota biossintética da policetideo sintase (PKS)1%1%  Apresenta atividade

descrita contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum'® e atividade antimicrobiana contra

Staphylococcus, inclusive contra linhagens MRSA (linhagens resistentes contra Meticilina e

Penicilinas)!?’. Seu modo de agdo descrito contra Bacillus subtilis, é através da inibicdo da

biossintese de &cido nicotinico®®.

Este mecanismo de acdo se mostra plausivel na acédo fitotoxica causa pela Albociclina,
uma vez que trabalhos mostram o envolvimento do &cido nicotinico no ciclo da trigonelina. A
trigonelina ¢ uma molécula promotora de crescimento em plantas, assim, com a inibi¢do da
biossintese do acido nicotinico ndo ocorreria sua transformacédo em trigonelina e afetando o

crescimento e desenvolvimento da planta®®1%,

4.4.4. Ensaio de variacdo de meio de cultivo

A partir do estudo de desreplicacéo e da elucidacédo estrutural dos compostos ativos do
extrato bruto CAAT 7-52, foram realizados ensaios para uma comparagdo da producdo do

composto ativo em variados meios de cultivos diferentes, a fim de se observar o efeito dos
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diferentes meios de cultivo na producéo dos metabdlitos ativos, bem como a possivel ativacdo
de outras vias metabdlicas na producao de possiveis novos compostos.

Foram realizadas fermentacdes com os meios de cultivo BD, PMB, ISP-2, Czapeck e
Czapeck modificado utilizando xarope de glicose como fonte de carbono em substituicdo a
sacarose (Czapeck-GL). A actinobactéria CAAT 7-52 foi fermentada nas mesmas condicdes
descritas anteriormente. Apds o periodo de fermentacdo os extratos brutos extraidos com
acetato de etila foram analisados por sistema LC-MS para a obtencao do perfil quimico dos

metabolitos produzidos pela actinobactéria (Figura 41).

Figura 41. Cromatograma de LC-MS total de ions em modo positivo dos extratos CAAT 7-52 fermentados em
diferentes meios de cultivo. A) Czapeck modificado; B) Czapeck; C) ISP-2; D) PMB e E) BD
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Na figura acima, o sinal observado em 10,2 minutos, foi atribuido a presenca da
Albociclina. Como pode ser observado os meios de cultivo BD, PMB e Czapeck-GL levaram
a producdo de Albociclina, sendo que nos meios de cultivo PMB e Czapeck foram os mais
eficientes. Outro ponto a ser observado é o favorecimento da producéo dos compostos analogos
a Albociclina, com sinais entre 6,7 e 8,0 min, pelo meio de cultivo ISP-2. Assim, é possivel
inferir que a producéo seletiva de Albociclina é proporcionada pelos meios de cultivo PMB e
Czapeck-GL, bem como a producéo seletiva de seus andlogos é proporcionada pelo meio de
cultivo ISP-2. No meio de cultivo BD ndo ocorre seletividade, havendo a producdo de

Albociclina e de seus anélogos.

Essa diferenca na producdo dos metabolitos secundarios em diferentes meios de cultivo,
esta relacionada as diferentes fontes de carbono utilizadas por cada meios de cultivo especifico.
No meio ISP-2 a principal fonte de carbono é proporcionada pelo extrato de malte, onde a
maltose € sua principal fonte de carbono, esta, um dissacarideo formado por a-D-glicose e 3-
D-glicose. Ja nos meios de cultivo BD, PMB e Czapeck-GL, a principal fonte de carbono é a
glicose, um monossacarideo simples. Ainda o meio de cultivo PMB contém outras fontes de
carbono, como o amido, um polissacarideo complexo, e em menor quantidade o extrato de
carne. O xarope de glicose utilizado no meio Czapeck modificado, contém além da glicose,
varios oligdmeros podendo influenciar na biossintese dos compostos, diferente da sacarose
utilizada no meio de cultivo sem modificacGes, a qual &€ um dissacarideo formado por a-D-

glicose e B-D-Frutose®112113

Todas essas diferencas entre fontes de carbono apresentadas podem, e devem interferir
na rota biossintética da policetideo sintase, a rota responsavel pela sintese das macrolactonas,

classe de moléculas a qual pertence a Albociclinal!4-116

Posteriormente, todos o0s extratos brutos obtidos nessa etapa do trabalho foram

submetidos a ensaios de fitotoxicidade (Figura 42).
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Figura 42. Bioensaio contra Lemna minor dos extratos CAAT 7-52 fermentados em diferentes meios de cultivo.

O bioensaio realizado com os extratos obtidos dos diferentes meios de cultivo mostrou
atividade fitotoxica dos extratos brutos dos meios de cultivo BD, PMB, Czapeck-GL e ISP-2,
indicando atividade fitotdxica também para os compostos analogos a Albociclina, uma vez que

no meio de cultivo ISP-2 favorece a produgédo desses anélogos.

4.5. Ensaio de Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) do extrato bruto CAAT 7-52

Visando a determinagdo da concentracdo minima do extrato bruto ativo, foram
desenvolvidos os ensaios de MIC através de dilui¢des seriadas do extrato bruto CAAT 7-52. O
ensaio foi conduzido a partir de uma solucéo inicial de concentragio 10 mg. mL™ do extrato
bruto em DMSO sendo realizadas diluices seriadas até 0,078 mg.mL™, ou seja, foram
adicionados em cada poco da placa massas de 100 pg até 0,78 pg.



Dissertacao de Mestrado Osvaldo Luiz Ferreira Junior 80

Figura 43. Ensaio de Concentragdo Minima Inibitdria do extrato bruto CAAT 7-52 mostrando a atividade
positiva contra Lemna minor em 6,25 g de extrato bruto.

Apo6s o periodo de incubacdo, foi possivel observar atividade fitotoxica através dos
efeitos de clorose e necrose das folhas de Lemna minor causadas pelo extrato bruto até uma
concentragdo de 0,625 mg.mL™, ou 6,25 pg de extrato bruto por pogo. Esta atividade, no
entanto, é notada apos 3 dias de encubacgdo, mostrando uma agao mais rapida que a do controle
positivo utilizado, o qual s6 se mostra efetivo com 7 dias de incubac&o (Figura 43).
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Figura 44. Ensaio de Concentragdo Minima Inibitdria do extrato bruto CAAT 7-52 mostrando a atividade
positiva contra buva (Conyza canadensis) em 12,5 ug de extrato bruto.

Para a Conyza canadenses (buva), o extrato bruto apresentou uma atividade de inibicéo
de germinac&o na concentragdo de 1,25 mg.mL™, o que corresponde a 12,5 pg do extrato bruto
por poco (Figura 44). Essa atividade foi equivalente a apresentada pelo controle 2,4-D na
concentracdo de 100 pg por poco, mostrando um resultado promissor do extrato CAAT 7-52
também em relacdo a inibicdo de germinacdo de uma planta-daninha muito problemaética na
agricultura.

4.5.1. Ensaio de Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) com as fracdes ativas 15 e 30

A partir dos resultados das fracdes ativas, foi realizado um ensaio de concentracdo
minima inibitéria com as fracdes de maior atividade a fim de se obter uma comparacéo com a
atividade apresentada pelo extrato bruto CAAT 7-52. O ensaio foi realizado seguindo as

condicGes e método de dilui¢des utilizado para o ensaio com o extrato bruto. (Figura 45)
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Figura 45. Bioensaio de minima concentracdo inibitdria das fracdes ativas e uma mistura delas.

A fracdo 15 apresentou inibicdo na concentracdo de 100 pg por pogo, mesma
concentracdo do ensaio inicial mostrado na pg. 64, Figura 24, e ja discutido no item 4.4.2 pg.

70, Figura 33 onde foi apresentado o ensaio com o padrdo de acido 3-hidroxibenzdico.

A fracdo 30 apresentou atividade de inibicdo de crescimento de 3,12 g por poco, sendo
uma concentragdo menor que a obtida pelo extrato bruto, 6,25 pg por po¢o, mostrando que a
Albociclina isolada é mais ativa que o extrato bruto.

O ensaio com uma mistura equivalente das fragdes 15 e 30 apresentou atividade até a
concentragéo de 6,25 g, mesma concentragdo obtida para o extrato bruto CAAT 7-52 e maior

que a obtida pela fragcdo 30 separadamente.

A partir desses resultados, podemos observar que ndo ocorre grande influéncia da fragdo
15 na atividade total apresentada pelo extrato bruto e que a atividade fitotoxica observada para
0 extrato bruto CAAT 7-52 ¢ atribuida quase em sua totalidade a Albociclina, identificada na

fragéo 30.

4.5.2. Ensaio de atividade fitotéxica do meio de cultivo fermentado com CAAT 7-52.

A fim de se obter uma possivel aplicacdo do meio de cultivo fermentado diretamente no
combate a plantas daninhas, sem a necessidade de extragdo por solventes organicos e
diminuindo os custos de producgdo. Foi realizado um ensaio de fitotoxicidade empregando
Lemna minor utilizando diretamente o meio de cultivo fermentado e diluicbes com o meio SIS

a fim de se obter uma proporc¢do minima que cause atividade fitotoxica.
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Foi realizada uma fermentac&o da actinobactéria CAAT 7-52 em meio de cultivo PMB,
0 qual apresentou uma producdo majoritaria de Albociclina, apos o periodo de fermentagéo o

caldo foi filtrado para separacdo da massa micelial.

Para o ensaio foram realizadas diluigdes contendo desde 90% até 2,5% de meio
fermentado com meio SIS. Um ensaio utilizando somente o0 meio de cultivo PMB né&o
fermentado nas mesmas dilui¢des foi realizado como um controle negativo. Os meios de

cultivos foram todos filtrados em filtros de 0,22 um para esterilizacéo.

Figura 46. Bioensaio de controle com meio de cultivo PMB sem fermentar.

r—' DMSO

Comparando o0s ensaios, é possivel observar uma influéncia do meio de cultivo PMB
até a proporcao de 30% (Figura 46), porém o caldo fermentado apresentou acdo de necrose das
folhas de Lemna minor até a propor¢do de 20% (Figura 47), indicando que esta atividade é

proveniente da agdo dos metabolitos secundarios produzidos pela fermentagéo da actinobactéria
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CAAT 7-52. Este resultado se mostra promissor uma vez que ocorre a possibilidade de

utilizacdo direta do meio de cultivo fermentado em uma possivel aplicacdo em campo.

4.5.3. Monitoramento de producao didria dos compostos ativos

Para a avaliagdo da producdo de Albociclina em funcdo dos dias de fermentacdo, o
cultivo foi monitorado durante 30 dias o crescimento da actinobactéria CAAT 7-52 e a producéo
de Albociclina foram monitoradas. Aliquotas de fermentacdo foram retiras a cada 3 dias de
fermentacdo e analisadas por LC-MS-TOF. Para cada aliquota retirada os micélios foram
separados por filtracdo a vacuo e secos para analise da massa micelial seca (Tabela 7). Assim,
foi possivel gerar um grafico mostrando os ciclos de crescimento micelial e producéo

metabolica, em especifico da albociclina de interesse.

Monitorando o ion de m/z 309,2053 [M+H*]* por HRMS, atribuido a Albociclina foi
possivel gerar um cromatograma de extracdo de ion (XIC) e calcular a area do sinal

cromatografico (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de massa micelial e area do sinal do fon de m/z 309,2053 monitorado.

Dias Massa micelial Albociclina
(9) (érea ion 1,0x10°)

3 0,1761 0

6 0,2330 3,53
9 0,2033 5,49
12 0,1650 1,54
15 0,1535 0,69
18 0,2076 5,73
21 0,2107 6,59
24 0,1492 3,30
27 0,1398 0,48

30 0,1477 0,52
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Figura 48. Gréafico de crescimento micelial e producdo de Albociclina no periodo de 30 dias.
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No gréfico (Figura 48) é possivel observar a presenca de dois ciclos de desenvolvimento
celular, um com o final da fase estacionaria em torno de 7 dias e outro em 21 dias, ap0s esses

periodos ocorrendo a fase de morte celular.

Para a producdo de Albociclina, temos um primeiro pico por volta de 9 dias e uma

producdo cerca de 17% maior aos 21 dias.

As curvas de crescimento e producdo sdo coerentes com os ciclos de crescimento e
producdo de metabolitos secundarios apresentados pela literatura, onde 0 méaximo de producéo
de metabolitos secundarios aparece ao final da fase estacionaria de desenvolvimento

celulartt’118,

Essa maior produgdo em 21 dias abre a possibilidade de novos ensaios com o0 meio de
cultivo fermentado, uma vez que essa producao é muito maior a de 7 dias utilizada usualmente

ocorre a possibilidade de uma atividade fitotdxica utilizando um sistema mais diluido.

4.5.4. Bioautografia

Com o objetivo de se desenvolver um ensaio para uma analise rapida e obtencdo de
algumas caracteristicas dos compostos ativos presentes nos extratos brutos, foi desenvolvido

um ensaio de bioautografia empregando Lemna minor como alvo bioldgico. Este ensaio se
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mostra inovador, sendo que ndo sdo encontrados relatos na literatura sobre a utilizacdo do
ensaio de bioautografia aplicado em Lemna minor.

O extrato CAAT 7-52 foi submetido ao ensaio de bioautografia utilizando uma mistura
dos solventes Acetato de Etila/Hexano (1:1) como solvente de eluicdo. Apos a observacdo sob
luz UV, as manchas em destaque foram marcadas para posterior anélise, sendo 0 ensaio

prosseguido com uma duplicata da placa de TLC (Figura 49).

Figura 49. Placa de TLC contendo o extrato bruto CAAT 7-52 eluida com acetato de etila. Posteriormente foi
utilizado acetato de etila/hexano para melhor separacéo. (A) 365 nm (B) 254 nm

Compostos separados

Compostos separados
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Figura 50. Bioautografia do extrato bruto CAAT 7-52 contra L. minor. (A) Condig¢des iniciais (B) Ap6s 7 dias de
incubacdo, observa-se necrose na folha inferior.
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Apbs o periodo de incubacdo das placas, foi observado necrose nas folhas na marca de
Rf 0,23 (Figura 50). As manchas marcadas foram raspadas da placa controle e entdo os

compostos extraidos com metanol a fim de serem analisados por sistema LC-MS.

As fragcOes foram numeradas de 1 a 4 a partir da fracdo ativa. A fracdo ativa mostrou a
presenca de um sinal relevante em 10,2 minutos, sendo este 0 mesmo observado com relevancia
no extrato bruto, apresentando os ions em modo positivo (ESI+) m/z 309 [M+H]", m/z 331
[M+Na]* e m/z 339 [2M+Na]*, sendo observado com maior clareza pelo cromatograma de

extracdo do ion m/z 309 mostrado abaixo (Figura 51).
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Figura 51. Cromatograma de extra¢do do ion m/z 309 mostrando a maior intensidade do sinal em 10,2 minutos.
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Figura 52. Espectro de massas (ESI+) comparando o sinal em 10,2 minutos da fragdo 1 do TLC com o extrato

bruto CAAT 7-52.
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No espectro de massas em modo positivo (ESI+) (Figura 52) é possivel observar o
mesmo padrdo de ions presentes no sinal de maior intensidade do extrato bruto e na fracdo ativa
retirada da placa de TLC, mostrando o composto responsavel pela atividade fitotoxica presente
nesse extrato, nesse caso a ja identificada Albociclina. Este ensaio se mostra de grande
importancia para uma comparagao com o0s ensaios das fragdes do modo preparativo realizados

posteriormente, assim como auxiliando em um processo de desreplicacdo dos compostos ativos.

4.6. Desreplicagdo por fracionamento guiado por bioensaio do extrato bruto AM 33-

22
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A partir do resultado de screening de atividade fitotdxica, o extrato bruto AM 33-22
também apresentou atividade fitotoxica contra Lemna minor (Figura 53) e também foi
selecionado para o isolamento e identificacdo dos compostos ativos. Assim, uma fermentacao
em maior escala em meio de cultivo BD foi realizada para obtencdo de massa de extrato bruto

para fracionamento.

Figura 53. Bioensaio de fitotoxicidade para AM 33-22.

A andlise do extrato bruto por sistema LC-MS, nas mesmas condi¢des descritas
previamente, possibilitou a visualizacdo do perfil quimico do extrato bruto, possibilitando a
visualizacdo de sinais mais intensos entre 2,0 e 9,0 minutos, principalmente em modo negativo,

levando a suposicéo da presenca de compostos com grande carater &cido (Figura 54).
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Figura 54. Perfil quimico de LC-UV do extrato AM 33-22. A) UV-Vis; B) Cromatograma de ions em modo

negativo; C) Cromatograma de ions em modo positivo.
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Em seguida, foi realizado um fracionamento do extrato bruto em coluna de Sephadex

LH-20, utilizando metanol como eluente. Foram fracionados 41 mg do extrato bruto obtidos a

partir de 2 L de fermentacdo. Foram coletadas fracGes a cada 20 min, gerando 48 fracGes, as

quais foram, posteriormente, submetidas ao bioensaio de fitotoxicidade contra Lemna minor.
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Figura 55. Bioensaio realizado contra Lemna minor, observa-se as fragdes ativas as quais foram analisadas.

Apobs o periodo de incubagdo em cdmara de foto-periodo, foi observada atividade
fitotoxica para as fragdes 14, 15, 22, 23, 24, 28, 29, 32, 34, 35, 44 e 46, sendo que mais

pronunciadas foram as fragdes 15 e 22 (Figura 55).

4.6.1. Analises por LC-MS e GC-MS das fragdes ativas selecionas do extrato bruto
AM 33-22

Analisando as fragdes por LC-MS, as fragbes 14 e 15 apresentaram mesmo perfil
quimico (Figura 56), bem como, as fracfes 22, 23 e 24 também apresentaram perfil quimico
similar (Figura 57). Porém, os sinais analisados ndo apresentaram correspondéncia significativa
entre modos positivo e negativo, levando a suposi¢do de ndo estar ocorrendo uma ionizagao
adequada ou estar ocorrendo a supressdo de ionizagdo. Assim, as fragdes 14, 15 e 22 foram
submetidas a analise por sistema GC-MS (GCMS-QP 2010 Plus — Shimadzu) a fim de se obter
uma melhor analise de moléculas com baixa massa molecular que poderiam estar sendo
suprimidas nas analises via LC-MS em raz&o do processo de ionizag&o por ESI.
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Figura 56. Cromatograma GC-MS das fragfes 14 (A) e 15 (B) do extrato AM 33-22.
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Figura 57. Cromatograma da fracéo 22 do extrato AM 33-22.

Chromatogram Osvaldo AM 33-22 Fr22 C:\GCMSsolution\Data\Project 1\Prof-Beto\Osvaldo AM 33-22 Fr22 2.qgd
1,525,273

- " T
10.0 20.0 30.0 340
min

Pela andlise dos perfis cromatogréficos foi confirmada a similaridade do perfil entre as

fracOes 14 e 15, assim como o diferente perfil da fragéo 22.
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Utilizando o banco de dados NIST (National Institute of Standards and Technology)

contido no sistema GC-MS foram obtidas as correlacbes de similaridades dos compostos

presentes nas fracOes analisadas.

Figura 58. Espectro de massas (El) do Acido Benzoacético, presente nas fragdes 14 e 15 em 13,5 minutos, em
comparagdo com o espectro do banco de dados.
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Figura 59. Espectro de massas (El) de Benzoacetamida, presente nas fracdes 14 e 15 em 15,7 minutos, em
comparagdo com o espectro do banco de dados.
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Figura 60. Espectro de massas (El) do Indol-3-carboxaldeido, presente na fragdo 22 em 21,0 minutos, em
comparacdo com o espectro do banco de dados.
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Através da comparacdo do perfil de fragmentacéo por indice de similaridade entre os
espectros, foram identificados 0os compostos presentes nas fragdes como sendo: nas fracdes 14
e 15 o acido benzoacético (97% de similaridade) (Figura 58) e a benzoacetoamida (97% de
similaridade) (Figura 59), e na fracdo 22 o indol-3-carboxaldeido (94% de similaridade) (Figura
60). Na literatura sio encontrados relatos da producio desses compostos por Streptomyces!®-

123 'mas sem relagdo com agdo fitotoxica, com excecdo para o Indol-3-carboxaldeido!?,

O efeito fitotdxico desses compostos pode ser explicado por serem conhecidos
promotores de crescimento em plantas, assim apresentando o mesmo efeito fitotoxico das
auxinas quando aplicadas em maiores concentragdes, assim, inibindo seu crescimento pelo

efeito de feedback das moléculas envolvidas*®125-129,

5. CONCLUSAO

De um total de 166 extratos brutos obtidos, 27 (16%) apresentaram algum nivel de
atividade fitotoxica com Lemna minor. Dentre eles, o extrato CAAT 7-52 (MIC = 6,25 ug)

apresentou atividade fitotdxica mais pronunciada, o qual foi submetido ao fracionamento
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guiado por bioensaio para desreplicacdo dos compostos ativos por espectrometria de massas,
onde foi observada a presenca de dois compostos ativos os quais foram caracterizados como
sendo o acido 3-hidroxibenzoico presente na fracdo 15, e a Albociclina presente na fracdo 30
(MIC = 3,12 pg). Ambos 0s compostos ndo possuem relatos na literatura sobre possuirem
atividade fitotdxica. O extrato CAAT 7-52 também apresentou atividade de inibicdo de
germinagdo contra sementes de alface, ricula e buva, todas dicotileddneas, esta ultima sendo a
mais promissora em razdo de seu dificil controle. A actinobactéria CAAT 7-52 foi identificada
através do sequenciamento do gene 16S rRNA apresentando um valor de identidade de
sequéncia de 99% com Streptomyces actinomycinicus. Também foi verificada a atividade do
meio de cultivo fermentado, sem extracdo com solventes organicos, o qual apresentou atividade
fitotoxica até uma proporcdo de 20%, sendo de interesse em razdo de possivel utilizacdo em
teste para controle direto de plantas-daninhas. Ocorre a producao seletiva da albociclina quando
utilizado o meio de cultivo PMB e Czapeck com xarope de glicose e a producéo seletiva dos
analogos da Albociclina em meio de cultivo ISP-2, sendo que ambos os extratos apresentaram
atividade fitotoxica significativa. A partir do monitoramento da massa micelial e da producao
de Albociclina, foi apresentado um maximo de producdo de Albociclina em torno de 21 dias.
Foram identificados os compostos indol-3-carboxaldeido, acido benzacético e benzacetamida
nas fracBes 14, 15 e 22 do extrato AM 33-22, 0s quais apresentaram atividade fitotdxica em
grau moderado contra Lemna minor. Ainda que mais experimentos e otimizacGes necessitem
ser realizados, tais resultados mostram o enorme potencial de aplicacdo biotecnoldgica das

actinobactérias e de seus metabdlitos secundarios, como os obtidos nesse trabalho.
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ANEXO A

MEIOS DE CULTIVO

SIS (Swedish Standard)

O meio SIS é preparado pela adicdo de 10 mL da solucdo estoque 1; 5,0 mL das solugcbes

estoque 2, 3, 4 e 6 e 1,0 mL da solucdo estoque 5 em baldo volumétrico de 1000 mL,

completando-se o volume final com agua deionizada, o volume final é filtrado com membrana

de porosidade 0,22 um e feito ajuste de pH para 6,5£0,2. As solugfes estoque devem ser

armazenas na geladeira, no escuro e possuem validade de 6 meses, com excecdo da solugdo 6

que tem de apenas 1 més.

Solugao Estoque Massa do_s Volume para 1 Litro
reagentes/Litro
1) NaNOs 8,50 10 mL
KH2PO4 1,34 ¢
2) MgSQO4.7H20 159 5mL
3) CaCl2.2H20 7,29 5mL
4) Na2COs 49 5mL
5) H3:BOs 109
MnCl..2H20 0,29
Na:Mo004.2H20 0,01g 1mL
ZnS04.7H,0 0,059
CuS04.5H0 0,005 g
CoCl; 0,01g
6) FeCls.6H,0 0,17 g 5mL
Na;EDTA.2H.0 0,289
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BD (Batata-Dextrose)
200 mL de caldo de batata
20,0 g de dextrose (Difco)
800 mL de agua

Caldo de batata: Cozinhar 400 g de batatas picadas e descascadas em 1000 mL de &gua

deionizada. Ap6s o cozimento, filtrar o caldo e corrigir o volume.

BDA (Batata-Dextrose-Agar)
39,0 g de Batata Dextrose Agar (Difco)
3,0 g de agar (Difco)

1000 mL agua deionizada

Czapeck

30,0 g de sacarose

1,0 g de KoHPOg4 (Synth)

0,5 g de MgS0O4.7H20 (Synth)
0,01 g de FeSO4.7H20 (Synth)
3,0 g de NaNOs (Synth)

1000 mL de &gua deionizada

Meio sélido: adicionar 18,0 g de agar.L™

Czapeck-GL
30,0 g de xarope de glucose
1,0 g de KoHPOg4

0,5 g de MgS0O4.7H20
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0,01 g de FeSO4.7TH20
3,0 g de NaNOs

1000 mL de agua deionizada

GYE (Glucose Yeast Extract)

10,0 g de extrato de levedura (Oxoid)
10,0 g de dextrose (Difco)

1000 mL &gua deionizada

Meio sdlido: adicionar 18,0 g de agar.L™*

ISP-2 (International Streptomyces Project)
4,0 g de extrato de levedura

10,0 g de extrato de malte

4,0 g de dextrose

1000 mL de agua deionizada

Meio sélido: adicionar 18,0 g de agar.L™*

PMB (Postgate’s Medium B)

1,0 g de extrato de carne (Kasvi)
2,0 g de extrato de levedura (Oxoid)
2,0 g triptose (Fluka)

10,0 g de dextrose (Difco)

0,1 g de amido de milho

0,1 g de CaCOs3
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0,1 mL de solucéo de sais

1000 mL de &gua deionizada

Meio sdlido: adicionar 18,0 g de agar.L™

Solucéo de sais: 0,2 g de FeS04.7H20
0,2 g de MnCl.4H20
0,2 g de ZnSO4.7H.0

10 mL de agua deionizada



