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RESUMO

As plantas e os micro-organismos estao entre 0s recursos naturais que apresentam
consideravel importancia para a busca de novos metabdlitos bioativos. Plantas da
familia Gesneriaceae sdo uma interessante fonte de metabdlitos secundarios com
diversidade em termos quimicos e relatos de moléculas com atividades antioxidante,
anti-inflamatoria, analgésica e anticancer. No entanto, poucas espécies de Sinningia
foram quimicamente estudadas, ndo sendo conhecida a diversidade de seus endoéfitos
e o0 impacto desses micro-organismos na biossintese de substancias bioativas.
Portanto, € um universo quimico e biolégico inexplorado que precisa ser estudado,
dado o potencial dessas plantas e seus simbiontes como fonte de moléculas com
aplicacOes terapéuticas e tecnoldgicas. Neste contexto, este estudo objetivou avaliar
as condicdes de cultivo, a bioatividade e o potencial metabdlico de Sinningia speciosa
(Lodd.) Hiern (Gesneriaceae) “grupo Fyfiana” (planta in natura, plantula in vitro e
calos) e de Geosmithia sp. SSP7, endofito de suas folhas. Para tanto, procedeu-se o
estabelecimento das condicdes de cultivo do material vegetal; o cultivo, a identificacao
morfolégica e molecular de Geosmithia sp. SSP7 e a obtencdo de extratos
metandlicos da biomassa da planta e das culturas desse fungo, os quais foram
submetidos a analises por UHPLC/ESI-MS e a avaliacao das atividades antioxidante,
antimicrobiana, anti-Leishmania e do efeito citotoxico. Plantulas in vitro foram obtidas
tanto de sementes, quanto por via organogénese indireta em MS com 1,0 mg/L BAP
x 0,2 mg/L ANA, resultando em uma alta eficiéncia de regeneracao apds 4 semanas.
Os calos foram obtidos a partir de um balanco de 0,05 mg/L BAP e 2,4-D. Os
resultados sugerem que a cepa SSP7 pertence ao género Geosmithia. Em termos de
produgdo de biomassa, o meio de cultura caldo MID foi o que melhor favoreceu o
crescimento fungico, enquanto a maior quantidade de extrato metandlico foi obtido a
partir do meio CZP. Quando comparados os perfis cromatograficos dos extratos
metandlicos da planta e Geosmithia sp. SSP7, verificou-se a ocorréncia de regides
com similaridade de picos cromatogréficos e outras em que os picos diferiram bastante
entre a amostra da planta e do fungo. Por UHPLC/ESI-MS/MS foram identificados e
quantificados um glicosideo fendlico, Calceolariosideo B, e uma antraquinona,
Pustulina 7-hidroxi-6-metoxi-tectoquinona, ambas substancias detectadas na maioria
dos extratos provenientes da planta e em co-cultura in vitro da plantula ou cultura de

calos com Geosmithia sp. SSP7. Os resultados mostraram que a associacao endéfito-



planta levou a aumento da concentracdo destas duas substancias, sugerindo
modulagao positiva da associagéo simbidtica na biossintese destas moléculas. Ainda,
fatores como a luminosidade e balango de fitorreguladores nas etapas de cultivo, bem
como o estimulo biolégico por parte de Geosmithia sp. SSP7, impactaram no
desenvolvimento das culturas da planta in vitro, no teor de Calceolariosideo B e de
Pustulina e na capacidade antioxidante dos extratos estudados. Os extratos
apresentaram = 800 pmol TE/g tendo efeito antioxidante promissor. Por outro lado,
nao foi detectada atividade antimicrobiana e frente a promastigotas de Leishmania
amazonensis para os extratos nas condigdes experimentais utilizadas e, também a
maioria nao apresentou efeito citotdxico na viabilidade celular 3T3 com 1Cso = 250,0
pg/mL.

Palavras-chaves: Sinningia speciosa; Geosmithia; Calceolariosideo B, Pustulina;
Bioatividades.



ABSTRACT

Plants and microorganisms are among the natural resources presenting substantial
importance in the search for new bioactive metabolites. Plants belonging to
Gesneriaceae’s family are an interesting source of secondary metabolites which
possess a great chemical diversity and scientific reports of some bioactive molecules
(antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and anticancer activity). However, few
species of Sinningia Ness (Gesneriaceae) were chemically studied, and the diversity
of endophytes associated with them as well as the impact of these microorganisms on
the biosynthesis of bioactive substances are unknown. Therefore, it is an unexplored
chemical and biological universe that needs to be studied, given the potential of these
plants and their symbionts as a source of molecules with therapeutic and technological
applications. In this sense, this study aimed to evaluate the cultivation conditions,
bioactivity and metabolic potential of Sinningia speciosa (Lodd.) Hiern (Gesneriaceae)
"Fyfiana group", (in natura plant, in vitro seedling and callus culture) and of Geosmithia
sp. SSP7, endophyte from its leaves. For this, we established the conditions for the
cultivation of the plant material mentioned above, and morphological and molecular
identification of the endophytic strain SSP7. Methanolic extracts of the plant biomass
and the fungal cultures were obtained, which were submitted to UHPLC/ESI-MS
analysis and the evaluation of antioxidant, antimicrobial, anti-Leishmania and cytotoxic
activities. In vitro seedlings were obtained from both seeds and indirect organogenesis
in MS medium supplemented with 1.0 mg/L BAP x 0.2 mg/L NAA phyto-regulators,
resulting in a high regeneration efficiency after 4 weeks. Callus was obtained from a
relatively low concentration balance (0.05 mg/L) of BAP and 2,4-D. The results of
fungal morphological and molecular characterization suggest that the SSP7 strain
belongs to the genus Geosmithia. In terms of biomass production, the MID broth
culture medium was the one that most favored fungal growth, while the largest amount
of mass methanolic extract (mg) was obtained from cultivation in CZP medium. When
comparing the chromatographic profiles of the methanolic extract from in natura, in
vitro seedling and callus culture with Geosmithia sp. SPP7, regions with similar
chromatographic peaks and others in which peaks significantly differed between plant
and fungus samples were found. Through UHPLC/ESI-MS/MS, a phenolic glycoside-
Calceolarioside B and an anthraquinone-Pustuline (7-hydroxi-6-methoxy-
tectoquinone) were identified and quantified. Both substances were detected in most



extracts from plant and co-culture in vitro of seedling or callus culture with Geosmithia
sp. SSP7. The results showed that the endophyte-plant association increased the
concentration of these two substances, suggesting a positive modulation of the
symbiotic association in the biosynthesis of these molecules. In addition, factors such
as luminosity and phyto-regulator balance in the cultivation stages as well as biological
stimulation by the Geosmithia sp. SSP7 had a positive impact on the development of
the in vitro plant cultures, on Calceolarioside B and Pustuline contents, and in the
antioxidant capacity of the extracts. The extracts showed a promising antioxidant
capacity with values = 800 umol TE/g. On the other hand, antimicrobial activity and
effect against Leishmania amazonensis (PH8) promastigotes for the extracts analyzed
under the experimental conditions used were not detected, and most of the extracts
also did not show a cytotoxic effect on cell viability of the lineage from 3T3 mouse
embryo fibroblast with ICso = 250.0 pg/mL.

Keywords: Sinningia speciosa; Geosmithia; Calceolarioside B; Pustuline; Bioactivities.
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide - Brometo de tetrazdlio

Razao massa/carga

Oxygen radical absorbance capacity - Capacidade de
Absorgcdo Radical de Oxigénio

Operational Taxonomic Units - Unidades taxondémicas
operacionais

Polymerase Chain Reaction - Reagcdo em cadeia da
polimerase

Potato Dextrose Agar- agar Batata Dextrose
Peso extrato seco

Peso inicial de biomassa

Produtos Naturais

Random Amplified Polymorphic DNA - ADN polimérfico
aleatoriamente amplificado

Revolugdes por minuto
Meio Roswell Park Memorial Institute

Dodecil sulfato de sédio



SFB Soro fetal bovino

SPE Solid-phase extraction — Extracdo em fase sdlida

SSP7 Cepa endofitica isolada de Sinningia speciosa

UHPLC Ultra-High Performance Liquid Chromatography
(Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia)

TE/g Trolox equivalentes por grama de extrato

Trolox Acido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico

tR Tempo de Retencao

TR Trolox Relativo

VI Volume inicial de liquido

v/v Percentual volume/volume

[M +Na*]* Aduto de sédio

[M +Li*]* Aduto de litio
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1. INTRODUCAO
1.1. Familia Gesneriaceae

Plantas da familia Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC. apresentam diversidade
em termos de constituintes quimicos, com potencial para a obtencdo de substancias
bioativas (Verdan & Stefanello, 2012). Esta familia engloba cerca de 3.525 espécies
distribuidas em aproximadamente 151 géneros com relatos de ocorréncias em areas
tropicais e subtropicais (Weber, Clark & Méller, 2013; Mabberley, 2017). Estudos de
sistematica filogenética (Weber, Clark & Méller, 2013; Mabberley, 2017), suportados
por aspectos morfolégicos/estruturais e moleculares, reconhecem trés subfamilias:
Sanangoideae, com Sanango racemosum como unico género (Weber, Clark & Méller,
2013; Mora & Clark, 2016), Gesnerioideae e Didymocarpoideae (Weber, Clark &
Moéller, 2013; Mabberley, 2017).

A descricdo de novas espécies e géneros para Gesneriaceae utiliza critérios de
sistematica molecular, sendo que no periodo de 2010 a 2018 foram reportados
Achimenes (Ramirez-Roa & Cerros-Tlatilpa, 2018), Anethantus (Skog & Clark, 2015),
Billolivia (Middleton et al., 2014), Conodoboea (Lim, Kiew & Haron, 2013), Cyrtandra
(Bone & Atkins, 2013; Wagner, Wagner & Lorence, 2013), Drymonia (Clark and
Clavijo, 2017), Hemiboea (Li et al., 2018), Paradrymonia (Mora & Clark, 2016),
Primulina (Hong et al., 2018), Raphiocarpus (Phuong et al., 2012) e Sinningia
(Chautems et al., 2010; Buzatto & Singer, 2012; Ferreira, Waechter & Chautems,
2013, 2014; Araujo & Chautems, 2015; Chautems, Peixoto & Rossini, 2015; Ferreira,
Chautems & Waechter, 2015).

Algumas espécies da familia Gesneriaceae tém sido utilizadas na medicina
popular como recurso terapéutico para o tratamento de feridas, dor, doencas
infecciosas e inflamatérias (Verdan & Stefanello, 2012). Todavia, ha poucos estudos
em termos metabolémicos das espécies desta familia de plantas, sendo ja reportados
cerca de 316 compostos de diferentes classes quimicas, incluindo flavonoides,
terpenos, esteroides, glicosideos fendlicos, quinonas, lignanas e xantonas, dentre
outras (Verdan & Stefanello, 2012). Substancias fendlicas e derivados de benzeno,
além de uma ampla variedade de terpenos, tém sido considerados como potenciais
marcadores quimicos da familia (Jensen, 1996; Verdan & Stefanello, 2012; Wang et
al.,, 2014; Winiewski et al., 2017). Alias, estudos reportaram diversos tipos de
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bioatividade para extratos e substancias isoladas de Gesneriaceae como
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante e antitumoral (Verdan & Stefanello,
2012; Verdan et al., 2015; Soares et al., 2017; Lomba et al., 2017). Estas ultimas
pesquisas, além de descrever os metabdlitos secundarios bioativos, buscam

correlacionar os constituintes quimicos e suas possiveis bioatividades.
1.2. Género Sinningia e a espécie em estudo

Conforme mostra a Figura 1, Sinningia Nees. é um género neotropical
representado por espécies reportadas desde o México até Argentina (Tropicos ®,
2019).

Figura 1. Distribuigdo mundial de Sinningia sp. A intensidade da cor verde é diretamente
proporcional a presenca deste género no local. Fonte:
https://www.tropicos.org/Name/40000575.

Segundo Mabberley (2017), sdo reconhecidas 60 espécies no género, mas
investigacdes recentes aportam um numero crescente de 72 aproximadamente, com
amplo dominio fitogeografico. No Brasil, observa-se o0 maior nimero de registros
taxonbémicos dentro da familia Gesneriaceae (Zaitlin & Pierce, 2010; Araujo &
Chautems, 2015; Ferreira, Chautems & Waechter, 2015; Lomba et al., 2017; Verdan
et al., 2017), sendo encontrada em todos os estados do pais e com dominios
fitogeograficos em cinco biomas nacionais (Flora do Brasil 2020 em construcéo, 2019)
(Figura 2).
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Figura 2. Distribuicao de Sinningia sp. no Brasil. Fonte:
http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/ Sinningia.

Espécies de Sinningia sdo ervas tuberosas, encontradas em associacdo com
musgos e liquenes sobre rochas (saxicofilas), arvores (epifiticas), como também em
dunas costeiras e pantanos (Chautems et al., 2010; Ferreira, Chautems & Waechter,
2015).

Estudos quimicos e biolégicos com plantas deste género tém sido reportados nos
ultimos anos, onde sado destacadas dez (10) espécies estudadas: Sinningia aggregata
(Ker-Gawl.) Wiehler (Stefanello, Cervi & Wisniewski, 2005; Verdan et al., 2010, 2015;
Riva et al., 2012; Verdan & Stefanello, 2012; Souza et al., 2015), Sinningia allagophylla
(Mart.) Wiehler (Riva et al., 2012; Verdan & Stefanello, 2012; Barbosa et al., 2013;
Scharf et al., 2016), Sinningia canescens (Mart.) Wiehler (Verdan et al., 2014, 2017a;
Lomba et al., 2017), Sinningia cardinalis (Lehm.) H. E. Moore, (Winefield et al., 2005;
Verdan & Stefanello, 2012), Sinningia hatschbachii Chautems (Amorim et al., 2017),
Sinningia leucotricha (Hoehne) H. E. Moore (Verdan et al.,, 2013, 2017; Verdan,
Koolen, et al., 2015), Sinningia speciosa (Lodd.) Hiern (Verdan et al., 2009; Verdan &
Stefanello, 2012), Sinningia reitzii (Hoehne) L. E. Skog (Soares et al., 2017), Sinningia
tubiflora (Hook.) Fritsch. (Perret et al., 2003) e Sinningia warmingii (Hiern.) Chautems
(Verdan et al., 2014; Winiewski et al., 2017). Estes estudos mostram grande

diversidade em termos de estruturas quimicas, justificada pela ocorréncia e
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isolamento de compostos, tais como flavonoides, esteroides, fenilpropanoides,
glicosideos fendlicos, quinonas, cromenos, etilciclohexanos e compostos alifaticos de

cadeia longa e sesquiterpenos oxigenados (Verdan & Stefanello, 2012).

S. speciosa (Lodd.) Hiern é uma planta herbacea, perene, com tubérculo, nativa
do sudeste do Brasil, sendo observada nos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais
e Espirito Santo e com dominio fitogeografico na mata atlantica (Flora do Brasil 2020
em construcao, 2019). O “grupo Fyfiana” ou “gloxinia” € a variedade ornamental desta
espécie vegetal (Figura 3) com grande importancia econémica e comercial por seu
padréo floral, sendo considerada um modelo de domesticagédo vegetal (Verdan et al.,
2009; Zaitlin, 2012; Hasing et al., 2019). Alguns estudos quanto a sua composi¢cao
quimica estao descritos na literatura (Verdan et al., 2009; Verdan & Stefanello, 2012),

com relatos da ocorréncia de quinonas, etilciclohexanos e esteroides (Tabela 1).

Figura 3. Fotografia de (A) exemplar de Sinningia speciosa “grupo Fyfiana”; (B) fruto maduro
com as sementes expostas; e (C) tubérculo. Fonte: elaborado pelo autor (2018).
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Tabela 1. Dados das substancias isoladas e identificadas de Sinningia speciosa

Massa

Composto Molar Origem Referéncia
1-hidroxi-7-metoxi-2-metil 568.97
antraquinona (Rubiawallin-B) ’ Tubérculo
2-metil-7-metoxi antraquinona 252,27 Verdan et al.,
Cleroindicina B 158,19 2009; Verdan &
Isorengiol 160,21 Partes aéreas Stefanello, 2012
Sitosterol 414,71
Estigmasterol 412,69

Fonte: elaborado pelo autor (2019)

1.3. Biotecnologia Vegetal (Cultura de células e tecidos)

O numero de pesquisas envolvendo produtos naturais (PNs) de plantas vém
aumentado no mundo todo com o intuito de descobrir novas substancias com
potencial terapéutico (Yi et al., 2017). Dessa forma, PNs tém sido usados em ensaios
clinicos com a expectativa de se transformarem, por exemplo, em possiveis novos
agentes antimicrobianos e antineoplasicos (Harvey, Edrada-Ebel & Quinn, 2015).
Porém, muitos PNs de plantas apresentam limitacoes nos mecanismos de sintese e
semissintese em escala industrial em virtude da producao em pequenas quantidades
(baixo rendimento), ndo sendo, portanto, rentaveis e sustentaveis (Efferth, 2019).
Além disso, para favorecer a crescente demanda por PNs, ecossistemas séao
destruidos, levando a extingdo de espécies vegetais importantes, fazendo com que a
producdo em massa seja uma estratégia biotecnologicamente oportuna por permitir a
superacao dessas limitacées (Nielsen, Temporiti & Cella, 2019). Assim sendo, uma
opcao sustentavel e economicamente viavel ao extrativismo seria a producao dos
metabolitos secundérios mediante sistemas biotecnoldgicos in vitro, como por
exemplo, cultura de células e/ou propagacao vegetativa, suspensdes celulares e
orgao (Niazian, 2019). Por meio destas técnicas, parametros fisico-quimicos e
moleculares podem ser modulados para promover o crescimento vegetal, obtendo-se
reprodutibilidade e aumento no rendimento dos metabdlitos de interesse, muito
superior a planta in natura (Efferth, 2019).

As culturas in vitro admitem o uso de precursores exdgenos e estimuladores
biolégicos e nao biolégicos para a biossintese de metabdlitos secundarios, tanto na
cultura de células quanto na propagacao vegetativa in vitro. A cultura de tecidos
vegetais consiste em manter, sob condi¢cdes apropriadas de laboratério, partes do
material vegetal de um organismo de interesse visando a obtencao de um gendtipo
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idéntico a planta original pela propagacao assexuada de células totipotentes (Torres
et al., 2000). Este recurso tecnoldgico possibilita, por exemplo, a realizagédo de
estudos fisiolégicos e metaboldmicos em plantas suscetiveis a estresse abidtico, com
baixo rendimento ou de dificil acesso na natureza (Niazian, 2019). Assim, obtém-se
um fragmento do vegetal (explante) que responda as condigdes de
inducao/regeneracao e, consequentemente, a obtencao de plantas completas por
varias vias de resposta vegetativa (Mantell, Matthews & McKee, 1994). Vale ressaltar
que a propagagao vegetativa in vitro é varidvel de acordo com as partes do organismo
a serem utilizadas (folhas, raiz, caule, meristema, etc.), o genétipo do ancestral e as
condi¢des de cultura (Caldas et al., 1998). A cultura de células tem se mostrado uma
técnica economicamente vidvel para a obtengdo de uma grande variedade de
metabdlitos secundarios. Sabe-se que substancias como glicosideos, alcaloides,
antraquinonas e terpenos tém sido obtidos a partir da cultura de células vegetais, e
em alguns casos, em quantidade superior a observada na planta in natura, com bons

resultados em termos biotecnolédgicos (Reyes-Martinez et al., 2019).

Sao encontrados na literatura alguns trabalhos que apresentam o
desenvolvimento de plantas voltadas para a propagacéo vegetativa in vitro como
ferramenta para o melhoramento genético de mudas (Chae, Kim & Park, 2012; Park,
et al. 2012). No entanto, até o momento, ndo foram encontrados estudos
documentando a identificacdo e caracterizacao de metabdlitos a partir de cultura in
vitro de células e tecidos ou que tenham avaliado as atividades bioldgicas de S.

speciosa.
1.4. Micro-organismos endofiticos e co-culturas

A busca por micro-organismos para a producao de moléculas bioativas se
intensificou nas ultimas décadas (Gunatilaka, 2006; Pham et al., 2019). A maioria dos
estudos tem sido focada na exploracdo de metabdlitos secundarios com estruturas
quimicas altamente diversas e com multiplas aplicacdes biolégicas. Metabdlitos de
origem microbiana sdo reconhecidos como substancias de enorme potencial na
utilizagdo farmacologica e biotecnolégica (Gongalves, Bastos & Hanna, 2017; Yan et
al., 2018). Entre os organismos menos explorados estdo o0s micro-organismos
endofiticos, encontrados no interior dos tecidos de vegetais como simbiontes, e
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considerados uma nova e promissora fonte de substancias bioativas (Freire,

Vasconcelos & Coutinho, 2014).

O termo “enddfito” originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a
qualquer micro-organismo, tais como bactérias, fungos ou actinomicetos, que vivem
nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos epifiticos observados na area externa (Yan
et al., 2018). Sao encontradas diferentes definicbes de enddfito na literatura, mas
segundo Bacon e Write, os enddéfitos sdo micro-organismos que colonizam os tecidos
internos das plantas (hospedeiras) sem causar-lhes prejuizos imediatos, definicdo que
€ amplamente aceita e utilizada (Chapla, Biasetto & Araujo, 2013). Assim, enddfitos
vegetais sdo estudados desde meados do século XX e sabe-se que realizam
diferentes interagcdes na natureza, mostrando associacdo com quase 300.000
espécies vegetais existentes na terra (Sharma, Kansal & Dinesh, 2018). Alias, como
resultado destas interacdes entre plantas e endéfitos sdo produzidos compostos de
grande valor para o crescimento das plantas, protecéo frente a fatores ambientais e a
sustentabilidade do anfitrido-micro-organismo (Sharma, Kansal & Dinesh, 2018).
Embora os micro-organismos endofiticos sejam fontes de compostos naturais com
aplicacao potencial na agricultura, medicina e industria, esse tema é relativamente

pouco estudado (Chapla, Biasetto & Araujo, 2013).

Acredita-se que, apdés a descoberta da penicilina e do taxol, considerados
compostos com grande poder terapéutico na histéria da humanidade (Ferrara, 2006;
Yan et al., 2018), novas pesquisas biotecnoldgicas baseadas em fungos endofiticos

sd0 uma interessante escolha para a obtencao de substancias bioativas.
1.4.1. Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos caracterizam-se por sua presenca assintomatica nos
tecidos das plantas e correspondem a um grupo diversificado de ascomicetos ubiquos
qgue colonizam plantas vasculares, algas marinhas, musgos, entre outros organismos
vegetais dos biomas terrestres (Kusari, Singh & Jayabaskaran, 2014). Em geral,
reconhecem-se dois grandes grupos de fungos endofiticos, divididos com base na
relacao evolutiva, taxonémica e fungdes ecoldgicas da planta hospedeira (Sharma,
Kansal & Dinesh, 2018).
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Classe 1. Enddfitos clavicipitaceos (Enddfitos-C)

Os enddfitos-C sdo mutualistas com alto potencial na resposta defensiva das
gramineas, tendo sido observados pela primeira vez no final do século XIX por
pesquisadores europeus em sementes de Lolium temulentum, Lolium arvense, Lolium
linicolum e Lolium remotum (Sharma, Kansal & Dinesh, 2018). Alguns exemplos dos
géneros mais estudados sao Balansia, Epichloé e Neotyphodium, considerados
obrigatérios (incapazes de proliferar fora da planta e geralmente transmitidos
verticalmente via semente) e cuja transmissdo acontece via assexual ou através de

esporos sexuais (Chagas et al., 2018).
Classe 2. Enddfitos ndo clavicipitaceos (Enddfitos-NC)

Sabe-se que os enddfitos-NC foram isolados primeiramente de tecidos
assintomaticos de varias plantas com amplo dominio fitogeografico (Sharma, Kansal
& Dinesh, 2018). Embora os enddéfitos-C tenham recebido maior atencao por serem
importantes na agricultura, nos ultimos anos o interesse pelos enddéfitos-NC tem
aumentado, devido a sua diversidade e potencial para varias aplicacdes
biotecnolégicas (Yan et al., 2018).

Com base no exposto, compostos bioativos produzidos por fungos endoéfitos tém
uma importancia econémica para 0s seres humanos, podendo ser utilizados na
industria, agricultura e medicina (Sharma, Kansal & Dinesh, 2018). Alguns destes
compostos, por se tratarem de metabdlitos secundarios, sao também produzidos pela
planta hospedeira (Figura 4). Portanto, acredita-se que os fungos endofiticos
poderiam se tornar a fonte principal para esses compostos (Freire, Vasconcelos &
Coutinho, 2014). Apesar disso, essa expectativa tem, em parte, esmorecido. Um dos
motivos é que, apos alguns repiques, os fungos endofiticos diminuem ou perdem a
capacidade de produzir os metabdlitos secundarios desejaveis (Freire, Vasconcelos
& Coutinho, 2014). Uma ferramenta que pode ser Util para minimizar este fato sdo os
sistemas de culturas em conjunto, co-culturas in vitro (Qquando o meio for sélido) ou
fermentacdo mista (quando desenvolve-se no meio liquido), ja que representa um
enfoque importante para a inducdo do metabolismo secundario tanto do endéfito
quanto do organismo hospedeiro através da regulagdo génica, resultando na
producéo de novos compostos ou remediando a perda da biossintesse de metabdlitos
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secundarios conhecidos a partir de isolados endofiticos com potencial biotecnolédgico
(Vinale et al., 2017; Chagas et al., 2018).

Alguns estudos s&o encontrados na literatura fazendo uso de co-culturas entre
enddfito-enddfito (Abdalla, Sulieman & McGaw, 2017; Vinale et al., 2017; Jiao et al.,
2018), mas investigacbes abordando co-culturas entre planta-endofito séo
relativamente escassas, podendo ser uma abordagem para a producao e acumulo de
substancias bioativas de espécies vegetais, especialmente plantas medicinais e as de
interesse comercial/econémico (Salehi, Naghavi & Bahmankar, 2019).

Até o momento, ndo foram encontrados estudos com foco na biodiversidade de
micro-organismos endofiticos associados a S. speciosa, sendo esse um universo
quimico e bioldgico promissor a ser explorado. Estudos preliminares de nosso grupo
de pesquisa mostraram a ocorréncia de micro-organismos endofiticos simbiontes com
potencial para a busca de moléculas bioativas associados as espécies de
Gesneriaceae.
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Figura 4. Estruturas quimicas de metabdlitos secundarios de plantas também biossintetisados
por seus endofitos. Fonte: (Adaptado de Aly, Debbab & Proksch, 2013).
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1.5. Glicosideos Fenolicos e Quinonas: Constituintes Quimicos Detectados
em Sinningia speciosa

1.5.1. Glicosideos Fendlicos e Calceolariosideo B

Os glicosideos fendlicos constituem um grupo de substancias muito comuns no
reino vegetal (Lindroth & Pajutee, 1987). Nos campos farmacéutico e nutracéutico
apresentam atividades biolégicas, tais como antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatéria, antiproliferativa, entre outras (Fu, Pang & Wong, 2008). Caracterizam-se
por serem altamente sollveis em agua e constituem-se por um residuo de acido
hidroxicinamico e uma parte remanescente de hidroxifeniletil ligados por uma -

glucopiranose (Dembitsky, 2005).

Os glicosideos fendlicos estdo entre o grupos de substancias isoladas de 24
géneros da familia Gesneriaceae (Verdan & Stefanello, 2012), sendo Verbascosideo
a mais encontrada e considerada seu marcador quimiotaxonédmico, seguida de outros
como Calceolariosideo, Conandrosideo e Isoverbascosideo. Entre estas substancias,
o Calceolariosideo B (Figura 5), ainda que tratando-se de uma molécula
estruturalmente simples, apresenta atividades biologicas potenciais, como
antiproliferativa frente a linhagens celulares de cancer de préstata, adenocarcinoma
gastrico, carcinoma de utero e bexiga (Khong & Judeh, 2017), e como inibidor de
proteina quinase C (Zhou et al., 1998).

Figura 5. Estrutura molecular do Calceolariosideo B. Fonte: (Adaptada de Khong et al., 2017).
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1.5.2. Quinonas

Quinonas sao substancias que ocorrem em espécies de Sinningia, e que incluem
moléculas amplamente distribuidas na natureza (El-Najjar et al., 2011). Sua
classificacdo quimica atende ao nucleo aromético presente na estrutura (Figura 6):
benzoquinonas — constituidas por um Unico anel, naftoquinonas — dois aneis, e
antraquinonas — trés aneis ou antraceno (El-Najjar et al., 2011). As quinonas ocorrem
em uma grande variedade de plantas, micro-organismos e algas como produto do
metabolismo secundario, sendo que as vias de biossintese sao diferentes quando se
compara o metabolismo de plantas e fungos. Por exemplo, enquanto em plantas estas
moléculas provém das vias de chiquimato e acetato-malonato, em fungos estes
policetideos aromaticos sédo sintetizados predominantemente pela rota acetato-
malonato (Gessler, Egorova & Belozerskaya, 2013).

o) 0 0
o)
A. B. C.

Figura 6. Estruturas moleculares das quinonas (A) p-Benzoquinona, (B) Naftoquinona e (C)
Antraquinona. Fonte: (Adaptada de El-Najjar et al., 2011).

Para o género Sinningia, ha relatos na literatura quanto ao isolamento e avaliacao
das propriedades biolégicas das quinonas com efeito anti-inflamatério, antinociceptivo
e antipirético a partir dos extratos brutos de S. canescens e suas fragées quindnicas
(Lomba et al, 2017); naftoquinonas isoladas dos tubérculos de S. reitzii com
atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva (Soares et al, 2017), assim como,
hidronaftoquinonas e antraquinonas isoladas dos tubérculos de S. aggregata e S.
speciosa como foi mencionado na Tabela 1 em trabalhos realizados por Verdan et
al., 2009; Verdan & Stefanello, 2012; Verdan, Souza de Mera, et al., 2015.

Por outro lado, hé trabalhos reportando o isolamento e avaliagao de substancias
quinbnicas de micro-organismos endofiticos, tais como o acido torreianico (Lee et al.,

1996; Strobel, 2018), hidronaftalenonas com atividade antimicobacteriana (Sommart
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et al., 2008), naftoquinonas com atividade anti-inflamatoria e antidiabética (Mishra et
al., 2013), antraquinonas, ciclopentanonas e naftoquinonas isoladas de Fusarium sp.
com atividade antibacteriana e antimalérica (Trisuwan et al., 2010; Zhang et al., 2017)
e antraquinonas isoladas de Geosmithia lavendula (Malak et al., 2013, 2014).

Ainda tém sido documentado na literatura estudos mostrando quinonas com
resultados positivos na prevencao e tratamento de doengas osteodegenerativas e
coronarianas por serem transportadoras de elétrons e precursores biossintéticos da
vitamina K (El-Najjar et al., 2011). Algumas quinonas, por apresentarem capacidade
antioxidante, atuam melhorando o estresse oxidativo e o funcionamento do
organismo. Medicamentos clinicamente aprovados ou em ensaios clinicos contra o
cancer contém como ativos quinonas (El-Najjar et al., 2011). Quinonas também sao
agentes ativos importantes em medicamentos fitoterapicos empregados como
laxantes (Verdan & Stefanello, 2012).

Desta forma, observa-se o potencial de plantas da familia Gesneriaceae e de
micro-organismos endofiticos a elas associados como fonte de agentes
biologicamente ativos, 0 que encoraja a realizagao de estudos multidisciplinares para

a bioprospecc¢édo de moléculas bioativas nestas matrizes biolégicas.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo geral avaliar as condi¢cbes de cultivo, o potencial

metabdlico e a bioatividade de S. speciosa “grupo Fyfiana” (planta in natura, plantulas

in vitro e cultura de calos) e Geosmithia sp. SSP7, para a busca de substancias

bioativas.

2.2.

Vi.

Objetivos Especificos

Proceder o cultivo de plantulas in vitro e cultura de calos assépticos a partir de
explantes foliares de S. speciosa;

Realizar a caracterizagdo morfoldgica e molecular do isolado endofitico SSP7
obtido das folhas de S. speciosa;

Cultivar o fungo endofitico SSP7 em pequena escala em meios liquidos,
estimando a producao de biomassa e preparar os extratos metandlicos;
Estabelecer um sistema de co-cultura das plantulas in vitro, calos e entre o
fungo endofitico SSP7, detectando a influéncia desse sistema no rendimento
de metabdlitos secundarios bioativos;

Obter o perfil quimico dos extratos metandlicos da planta in natura e obtidas in
vitro, do fungo endofitico SSP7 e dos sistemas em co-cultura sintéticas planta
in vitro — enddfito e realizar uma andlise quantitativa de substancias detectadas
e que possam ser empregadas como marcadores quimicos;

Avaliar in vitro as atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-Leishmania e a

citotoxicidade dos extratos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecao da espécie vegetal

O conhecimento prévio da quimica e bioatividade de plantas da familia
Gesneriaceae e do género Sinningia em estudos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, assim como a denominagdo no modelo de domesticacdo vegetal, nos
conduziram a escolha de S. speciosa com vista a avaliacdo do seu potencial
metabolico para a busca de moléculas bioativas e da interagdo planta — enddéfito em
termos metabdlicos e de bioativdade.

3.2. Coleta e classificacao do material vegetal

Um total de sete (7) exemplares de S. speciosa “grupo Fyfiana” foram adquiridas
no comércio de plantas ornamentais da cidade de Holambra, Sao Paulo, Brasil, em
julho de 2018, nas coordenadas 22° 37’ 44” S; 47° 04’ 14,1” W. Esta espécie vegetal
esta sendo mantida em estufa agricola no Departamento de Biologia Vegetal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (DBV-IB-UNICAMP) pelo
grupo de pesquisa do Prof. Dr. Marcos José Salvador (Anexo 1, p. 98 — 99) A
identificacdo botanica foi confirmada pelo especialista da familia Gesneriaceae Prof.
Dr. Alain Chautems (Conservatoire et Jardin Botaniques de la Ville de Geneéve,
Chemin de I'lmpératrice 1, CH-1292, Chambésy, Genebra, Suica).

3.3. Obtencao de plantulas in vitro
3.3.1. Propagacao por sementes

Os exemplares de S. speciosa “grupo Fyfiana” foram polinizados manualmente e
submetidos a estimulacdo da producdo dos frutos, que foram coletados quando
atingiram maturacéo fisiolégica determinada pela coloragéo escura. Posteriormente,
estes frutos foram limpos e desinfetados superficialmente para a obtencdo das
sementes. As sementes foram cultivadas em meio de cultura apropriado, que consistiu
na dissolug¢do dos sais basicos MS (Murashige & Scoog, 1962) em agua destilada e
deionizada (Apéndice 1, p. 88 — 89). O pH foi ajustado a 6,0 £ 0,2 com solucéo de
hidréxido de sédio 1M, e adicao de Phytagel a 0,3 % para obter o meio de cultura
semissolido. As culturas foram mantidas a 25 + 2 °C.
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3.3.2. Propagacao por organogénese indireta

Os explantes para propagacao de plantulas por organogénese indireta foram
obtidos a partir do limbo de folhas de S. speciosa in natura. Apés a coleta, as folhas
desta espécie vegetal foram lavadas com agua corrente e desinfetadas com solucao
de hipoclorito de sédio 1,5% v/v por 20 minutos. Em seguida, foram submersas em
etanol 70% v/v por 1 minuto, seguido de trés lavagens em agua destilada estéril.
Explantes foliares com tamanho aproximado de 0,5 cm? foram excisados,
descartando-se a nervura central e margens da folha e inoculados em placas de Petri
com meio MS com 3% de sacarose, suplementado com concentracées dos
fitorreguladores em combinacdes contendo 6-benzilaminopurina (BAP), (1,0 a 3,0
mg/L), uma citocinina, e &cido a-naftaleno acético (ANA), (0,1 a 0,3 mg/L), uma auxina,
sendo obtido um total 10 tratamentos Co (controle) e C1 a Co (nove combinagdes). A
incubacao foi realizada no primeiro momento em condi¢cdes de auséncia de luz, a uma

temperatura de 25 + 2 °C. Apdés 30 dias foram avaliadas a

~  Numero total de brotos obtidos
Taxa de Regeneracao: —— ; e a
Numero total de explantes

Numero de explantes que respondem
Numero total de explantes

Eficiéncia de Regeneracio: , expressadas como valor

entre 0 e 100 (valores percentuais). No experimento de multiplicacdo, as
brotag6es/plantulas resultantes foram cultivadas no meio MS com adigéo de carvao
ativo e mantidas em fotoperiodo 12:12 com temperatura de 25 £ 2 °C e subcultivadas

a cada 40 dias.

3.4. Cultura de calos assépticos

Explantes foliares com tamanho aproximado de 0,5 cm? foram obtidos de
plantulas pré-estabelecidas in vitro (propagacao por sementes). Os explantes foram
inoculados seguindo alguns critérios descritos por (Paiva & Paiva, 2001) em placas
de Petri com meio MS adicionado de 3% de sacarose e suplementado com
concentragdes de fitorreguladores em combinagdes contendo BAP (0,005 a 1,5 mg/L)
e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) (0,005 a 1,5 mg/L), obtendo um total de 8
tratamentos: D1 (controle) e D2 a Ds (sete combinagbes). O meio foi solidificado com
0,3% de Phytagel e o pH ajustado em 6,0 £ 2,0 (Apéndice 1, p. 88 — 89). A inoculacao
dos explantes foi efetuada colocando em contato a superficie adaxial da lamina foliar

com o meio nutritivo. A incubacéo foi realizada na auséncia de luz e temperatura de
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25 £ 2 °C. A avaliacao dos calos foi efetuada com base no célculo ap6s 30 dias da

Numero total de calos obtidos |

Taxa de Formagdo: —, ; e da
Numero total de explantes

Numero de explantes que respondem

Eficiéncia de formacgao: , ~ambas com valores

Numero total de explantes
expressos entre 0 e 100 (valores percentuais). Calos resultantes do melhor tratamento
foram transferidos para um novo recipiente com meio de cultura nas mesmas

condi¢des de crescimento e subcultivados a cada 20 dias.

3.5. Obtencao da cepa fungica endofitica

A cepa fungica SSP7 foi obtida de um banco de micro-organismos (entre
bactérias e fungos) isolados das folhas de S. speciosa “grupo Fyfiana” no ano de
2016 pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Marcos José Salvador, em trabalhos
desenvolvidos empregando o uso de micro-organismos endofiticos com potencial

biotecnoldgico associados a varias espécies de Sinningia.

3.5.1. Preservacao

Ao longo do tempo, a cepa foi preservada utilizando trés meétodos, dois deles
amplamente utilizados no laboratério por serem de baixo custo e por proporcionarem
estabilidade genética e morfoldégica as culturas: Castellani (Castellani, 1939),
criopreservacao a -80 °C (Humber, 1997), e também o método das sementes de

cevada autoclavadas sugerido por (Strobel, 2018) para endéfitos.

3.5.1.1. Meétodo de Castellani

A partir de um cultivo monospdrico em Agar Batata Dextrose (do inglés Potato
Dextrose Agar - PDA) ap6s 5 dias de incubacéo, foram cortados blocos de agar de
aproximadamente 4 a 6 mm?3com auxilio de uma lamina de bisturi estéril. Em seguida,
foram transferidos, assepticamente, 4 a 5 cubos para tubos criogénicos contendo 1,0
mL de agua destilada esterilizada, e por ultimo, foram armazenados sob refrigeragéo
a5x2°C.

3.5.1.2. Meétodo de criopreservagéo a -80 °C
Este método foi realizado seguindo o procedimento inicial descrito para o
método de Castellani, com a seguinte modificagdo: os tubos criogénicos foram
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acrescidos de 1,0 mL de glicerol 20% estéril, e consequentemente, prévio ao
armazenamento a -80 °C, uma etapa de pré- resfriamento a -20 °C foi realizada.
3.5.1.3. Meétodo de sementes de cevada autoclavadas

De um cultivo monosporico, conidios foram transferidos por semeadura com
agulha para microtubos contendo sementes de cevada autoclavadas. Estes foram pré-
incubados a 25 °C/7 dias. Apo6s esse tempo, foram armazenados a -20 °C.

3.5.2. Caracterizagdo microbioldégica

A analise morfolégica da cepa endofitica SSP7 consistiu de uma descricao
macroscépica das coldnias crescidas em Agar Creatina Aclcar (CREA) (Frisvad,
1981; Visagie et al., 2014), Agar Extrato de Levedura Czapek (CYA) (Pitt, 1981;
Visagie et al., 2014) e Agar Extrato de Malte (MEA) (Samson et al., 2010; Visagie et
al., 2014) (Apéndice 1, p. 88 — 89), sendo analisadas as caracteristicas e diametros
das colénias em cada meio de cultura. As inoculacbes nos meios de cultura foram
feitas a partir de uma suspensao de esporos em solu¢ao de agar semissolido contendo
0,2% de agar e Tween 80 a 0,05% (Pitt, 1981). Todas as placas foram incubadas as
temperaturas de 5, 25 e 37 °C durante 7 dias. Apds, os diametros das colénias foram
medidos em sua parte mais comprida. Além disso, caracteristicas importantes como
textura da colénia, grau de esporulagéo, cor dos micélios, cores no verso e reverso
das colbnias, presenca ou nao de pigmentos e exsudatos solUveis e/ou producao de
acido foram observados. Para avaliagdo das caracteristicas micromorfolégicas foram
realizadas preparagdes a partir do meio MEA, sendo observadas, ao microscépio
optico, caracteristicas como o numero de ramificagbes entre as estipes e fidlides;

dimensao, forma e textura das estipes, fidlides, conidios (Visagie et al., 2014).

3.5.3. Caracterizagdo molecular

A partir de um cultivo monospérico do fungo endofitico SSP7 crescido em PDA
(Apéndice 1, p. 88 — 89) a 25 °C por 5 dias, realizou-se a extragdo do ADN gendmico
mediante a técnica fenol-cloroférmio (Pepori et al., 2015). Os iniciadores de
amplificagdo foram a regido do espagador interno transcrito (ITS) de ~620 pb
amplificada usando os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al., 1990). Um fragmento de ~495 pb do

gene que codifica a B-tubulina foi amplificado utilizando iniciadores universais Bt2a
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(5’-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3) e Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3') (Glass & Donaldson, 1995; O’Donnel &
Cigelnik, 1997). O fragmento de ~350 pb do fator de elongamento 1-a (EF1-a) foi
amplificado usando os primers EF1-728F (5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') e
EF1-986R (5-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3') (Carbone and Kohn, 1999). As
reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram compostas por misturas de reagao (20
uL) contendo 20 ng de ADN gendmico, 0,4 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1
X tampéo de PCR, 1,5 uM de MgCl2 e 1 unidade de Taq polimerase. O protocolo de
amplificagéo dos primers ITS, B-tubulina e EF-1a foi realizado em um termociclador
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), sendo um ciclo de desnaturacao inicial a 95 °C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos a 95 °C durante 5 min, 55 °C por 90 s, 72 °C por
2 min e um ciclo a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram purificados utilizando
minicolunas (GFX PCR DNA & gel band purification kit, GE Health Care) e submetidos
ao sequenciamento em um sequenciador automatico ABI3500XL Series (Applied
Biosystems). As reacdes de sequenciamento foram realizadas com o kit DYEnamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE
Health Care). As sequéncias obtidas foram processadas no programa Bioedit, versao
7.0.5.3 Windows (Hall, 1999) para a montagem dos contigs. As sequéncias foram
submetidas a comparagao nos bancos de dados Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e CBS-KNAW (http://
www.westerdijkinstitute.nl). As sequéncias similares recuperadas dos bancos de
dados foram alinhadas no programa CLUSTAL W (Thompson, Higgins & Gibson,
1994), editadas no BIOEDIT (Hall, 1999) e as analises filogenéticas foram conduzidas
utilizando o programa MEGA versao 7.0.26 (Kumar, Stecher & Tamura, 2016). A
matriz de distancia evolutiva foi calculada com o modelo indicado pela andlise
(Tamura, Nei & Kumar, 2004) e a construgdo das arvores filogenéticas a partir das
distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987),
com valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens (Felsenstein,
1985).

3.5.4. Analise da biomassa fungica
A producao de biomassa do fungo endofitico foi avaliada empregando a técnica

gravimétrica do peso seco (Larralde, 1996), usando trés meios de cultura liquidos
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(caldos Czapek, MS e MID). Nas fases experimentais, foram utilizados frascos de
erlenmeyer de 125 mL, com 50 mL de meio de cultura. Os frascos contendo os
respectivos meios de cultura foram inoculados com 0,5 mL de suspenséao de conidios
em uma concentragdo de 1,0x10° conidios/mL e, em seguida, foram incubados a 25
+ 2 °C, 150 rpm por 15 dias. A biomassa foi coletada diariamente dos respectivos
tratamentos, utilizando papel de filtro de poro grosso Whatman™ namero 40 para
separa-la do meio de cultura e quantificada por peso seco depois de uma secagem a
40 °C por 48 horas. Estas andlises foram feitas em ftriplicata para realizacao das

analises estatisticas e os valores expressos em mgpeso seco/MLmedio.

3.6. Sistema de co-culturas sintéticas entre S. speciosa (plantulas in vitro
propagadas por sementes e calos) e o fungo endofitico SSP7

Para o conjunto de co-culturas sintéticas foi utilizada a metodologia adaptada de
(Ding et al., 2018). Plantulas in vitro de S. speciosa propagadas por sementes e calos
(n = 5) foram inoculadas com 250 pL de uma suspensao do fungo SSP7 a uma
concentracao final de 3,0 x103 conidios/mL. As plantulas e calos foram mantidas em
condigdes de crescimento apropriadas em uma camara incubadora (B.O.D) por 15
dias, como foi descrito nos itens 3.3.7 e 3.4, respectivamente.

3.7. Obtencao dos extratos e perfil cromatografico por UHPLC/ESI-MS

3.7.1. Obtencdo dos extratos planta in natura, plantulas in vitro, calos e co-culturas
A biomassa da planta in natura, plantulas in vitro, calos e co-culturas (plantulas e
calos) foi coletada. Para as amostras da planta in natura, calos e calos em co-cultura
o material foi seco previamente em uma estufa a 40 °C. Os extratos brutos foram
obtidos mediante a técnica de maceragao-extracao assistida com ultrassom (EAU) por
um periodo de 30 minutos, utilizando como liquido extrator o metanol, na relagao
massa do material e volume do liquido extrator de 1:20, m/v. Apéds esta etapa, o liquido
foi filtrado e os extratos metandlicos obtidos foram evaporados até a secagem total do
metanol e, finalmente, transferidos para frascos pesados, para calcular a porcentagem

de rendimento dada pela formula %p/p = %xmo, onde PE representa o peso do

extrato seco e PI, 0 peso da biomassa inicial.
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3.7.2. Obtengédo dos extratos do fungo SSP7

A partir de um cultivo monospérico do fungo endofitico SSP7 crescido em PDA,
incubado a 25 + 2 °C por 5 a 7 dias, foi preparada uma suspensao de conidios a uma
concentracdo inicial de 1,0x10° conidios/mL em solucédo salina (0,9%) + Tween 80
(0,1%) (solucdo NT). Em seguida, essa suspensao foi inoculada em 300 mL dos meios
Czapek, MID e MS e incubados sob agitacdo a 25 £ 2 °C por 150 rpm durante o tempo
estipulado para a estimagéo da biomassa fungica. Apds esse tempo, a biomassa foi
pesada e seca para determinar o rendimento e o meio liquido foi submetido a extragao
para obter os extratos brutos, seguindo o método descrito por (Pimenta et al., 2010).
Para a extragdo, os meios liquidos foram adsorvidos em um cartucho de coluna C18
(2 g), com uma relagéo de meio liquido adsorvido na coluna e de volume do liquido
extrator de 30:10, v/v. O cartucho foi eluido com 100% de metanol. Os extratos
metandlicos obtidos a partir da extracao em fase sélida (SPE) de cada meio liquido
foram evaporados até a secagem total do metanol e, finalmente, transferidos para

frascos pesados para calcular a porcentagem de rendimento dada pela férmula

%p/v = %xmo , onde PE representa o peso do extrato seco e V/o volume de liquido

inicial.

3.7.3. Perfil cromatografico por UHPLC/ESI-MS de baixa resolugéo e alta resolugdo
O perfil quimico dos extratos foi obtido inicialmente por UHPLC/ESI-MS de baixa
resolucdo em um estudo de desreplicacao para todas as amostras. Foram analisadas
aliquotas de 1 mg de cada extrato/TmL de metanol. As condi¢ées cromatograficas,
incluindo os solventes, sistema de eluicao gradiente, volume de injecao, temperatura
da coluna e os parametros do espectrdmetro de massas utilizados foram realizados
segundo método padronizado pelo grupo de pesquisa. Assim, aliquotas de 10 pL de
cada amostra foram injetados em um cromatégrafo UHPLC® (Acquity da Waters)
provido de uma coluna C18 Kinetex (1,7 um x 2,1 mm x 50 mm) acondicionada em
forno a 30 °C. A eluicao foi feita por gradiente, com vazao de 200 uL/min, utilizando
como agua purificada (Milli-Q) com 0,1 % de acido férmico como fase movel A e
acetonitrila (grau cromatografico) como fase movel B, sendo o tempo de corrida de 12
minutos. Para o sistema de deteccéo foi utilizado um espectrometro de massas triplo-
quadrupolar (TQD-Acquity da Waters), com ionizagao por eletrospray (ESI) realizando

varredura em modos positivo e negativo nas seguintes condi¢des: capilar de = 3000
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V, cone de £ 30 V, extrator de 1,0 V, temperatura da fonte de 130 °C e temperatura
de dessolvatacao de 250 °C.

3.7.4. Analise quantitativa de substancias por UHPLC/ESI-MS/MS

As andlises quantitativas foram realizadas em cromatografo Acquity HClass da
Waters acoplado a um espectrdmetro de massas UHR-ESI-QqTOF Impact II™ da
Bruker usando uma coluna C18 BEH Waters Acquity (2,1 mm x 50 mm x 1,7 pm
tamanho de particula). O método utilizado foi: solvente A (agua Milli Q + acido férmico
0,1%) e solvente B (metanol padrao UHPLC), a vazéo foi de 0,2 mL/min, com um
tempo final de corrida de 12 minutos comec¢ando o gradiente de eleicdo com 5% de
metanol até 100% no minuto 9,0 mantendo a concentracédo do solvente até o minuto
10,0 e finalmente a partir de 10,1 minuto voltando a situacao inicial e permanecendo
até o minuto 12,0. A vazao foi de 0,2 mL/min. Foram utilizadas como amostras-padrao
de referéncia oito substancias isoladas previamente de espécies de Sinningia cedidas
pela Profa. Dra. Maria Elida Alves Stefanello do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Parana — UFPR (Apéndice 2, p. 90): Halleridona, 1-hidroxi-
tectoquinona, Dunniol, 8-hidroxi-dunniona, Pustulina (7-hidroxi-6-metoxi-
tectoquinona), 7-hidroxi-6-metoxi-a-dunniona, Acido betulinico e Calceolariosideo B.
Estas substancias foram analisadas empregando amostras multielementares
contendo cada uma das amostras-padrao em seis diferentes concentragbes 125,0
ug/mL, 62,50 ug/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 pg/mL, 7,81 pg/mL e 3,90 pg/mL. Assim,
foram obtidas curvas analiticas para cada uma das substancias analisadas. Estas

analises foram realizadas em duplicata.

3.8. Ensaios para avaliacao das atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-
Leishmania e de citotoxicidade

3.8.1. Atividade antioxidante - Ensaio Oxygen Radical Absorbance Capacity
Fluorescein (ORAC-FL)

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada através do ensaio de
ORAC-FL com fluoresceina como sonda fluorescente e AAPH (2,2'-azobis (2-
amidiopropano) dicloridrato) como fonte de radicais livres (Prior et al., 2003). Os testes
foram realizados seguindo o método descrito por (Salvador et al., 2006). Para tanto,
solucoes de reserva dos extratos metandlicos (1 mg/mL) em tampao fosfato/
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dimetilsulféxido (DMSO) (99:1, v/v) foram preparadas e diluidas 100, 500, 1000, 5000
e 10000 vezes com tampao fosfato. O trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico), substancia analoga da vitamina E, foi utilizado como padréo e
trabalhado em concentragées de 12,5; 25; 50; 100 e 200 uM. Igualmente, substancias
com expressivo poder antioxidante descrito (Quercetina, Isoquercitrina, Catequina e
Epicatequina) e as subtancias padrao (Calceolariosideo B e Pustulina), foram
utilizadas como controles positivos. A leitura foi realizada em um leitor de microplacas
com filtro de fluorescéncia (excitagdo A = 485 nm e emissdo A = 528 nm). A cinética
da reacdo foi monitorada a cada 2 minutos durante um periodo de 60 minutos
(temperatura de 37 °C). Os resultados dos extratos foram expressos em micromol
trolox equivalente (TE) por grama de extrato (umol TE/Q) e os controles positivos foram
expressos em trolox relativo (TR). Estas andlises foram realizadas em triplicata e
conduzidas para as analises estatisticas.

3.8.2. Atividade antimicrobiana — Método de Microdiluicao

A atividade antimicrobiana in vitro foi investigada por meio de um screening inicial
dos extratos empregando o método de microdiluicio em caldo seguindo as
recomendagdes do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), documentos M07-
A9 e M27-A2, para bactérias que crescem aerobicamente e fungos, respectivamente
(NCCLS, 2002; CLSI, 2012, 2014).

Para determinacdo da atividade antibacteriana, foram utilizadas as seguintes
cepas: a) Gram-negativa fermentadora: Escherichia coli (ATCC® 35218™); b) Gram-
negativa nao fermentadora: Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853™); c) Gram-
positivas: Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 14458™) e Enterococcus
faecalis (ATCC® 51299™). Todas essas cepas foram ativadas em Agar Miieller Hinton
(Difco) a 37 °C, em aerobiose, por 24 horas, e avaliadas da seguinte maneira: em
cada poc¢o da microplaca foram dispensados 100 mL de caldo Mueller Hinton (MHB),
10 L da suspensdo bacteriana padronizada a ser testada (5,0 x 10°/mL) e 100 pL de
cada extrato metandlico a uma concentragéo final de 1 mg/mL.

Para determinagdo da atividade antifungica foi utilizada a cepa da levedura
Candida albicans (ATCC® 10231™) ativada em Agar Sabouraud-Dextrose & 37 + 2 °C
por 48 horas. Em cada poco da microplaca foram adicionados 100 uL de meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 sem vermelho de fenol, 100 pL da suspensao da
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levedura padronizada a ser testada (0,5 - 2,5 x 103mL) e 100 pL de cada extrato
metandlico a uma concentracdo de 1 mg/mL. Foram utilizados controles de
esterilidade dos meios de cultura, diluente dos extratos metandlicos (DMSO),
crescimento da cepa e controles positivos de inibicdo fazendo uso dos antimicrobianos
(para bactérias - cloranfenicol 100 ug/mL e para fungos - voriconazol 0,1 pg/mL). Para
revelagao das placas foram adicionados 10 yL de uma solugao de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (CTT) 5% e procedeu-se a nova incubagao por 2 horas a 37 °C. Apos,
foi realizada leitura a 570 nm em um leitor de placas. Estas andlises foram realizadas

em triplicata.

3.8.3. Avaliacdo do efeito sobre a viabilidade de promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis

A viabilidade de promastigotas de L. (L.) amazonensis (PH8) in vitro foi avaliada
empregando-se 0 método colorimétrico de reducao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Mosmann, 1983). Para tanto, promastigotas de
culturas axénicas mantidas por repiques seriados a 25 °C em meio M199, pH 7,40
foram colhidas em fase logaritmica de crescimento (4° dia de cultivo), lavadas por
centrifugacéo e ressuspensas no meio a uma concentragao final de 108 parasitos/mL.
As suspensbes de parasitos assim preparadas foram incubadas em microplacas de
96 pocos de fundo chato a 25 °C por 18 horas, na presencga dos extratos metanélicos
as concentragdes de (100; 50; 25 pg/mL), todos previamente dissolvidos em DMSO
(concentracao final de 10 mg/mL). Suspensdes controles dos parasitos foram
incubadas apenas em M199. Decorrido o periodo de incubacao, um volume de 30 pL
de MTT foi adicionado e as placas foram incubadas por 3 horas a 25 °C. Em seguida,
foram adicionados 30 L de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% em cada poco para
a solubilizacdo dos cristais de formazan. As absorbancias foram, entéo, registradas
em uma leitora de microplacas para as absorbancias de 595 nm e referéncia de 655
nm, sendo os valores de densidade éptica correspondentes a reducao enzimatica do
MTT em relagdo ao controle negativo. Os experimentos foram realizados em triplicata
e 0s resultados expressos como a concentracao de extrato que induz metade do efeito
maximo (ECso).
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3.8.4. Triagem de citotoxicidade através do ensaio de viabilidade celular pelo método
do MTT

A triagem de citotoxicidade foi realizada por meio do ensaio de viabilidade celular
pelo método do MTT (Mosmann, 1983), utilizando linhagem proveniente de fibroblasto
de embrido de camundongo 3T3. As células (10° células/mL) foram plaqueadas em
meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) adicionado de 5% de soro fetal
bovino (SFB) e incubadas por 24 horas a 37 °C/5% CO2. Em seguida, as células
foram, entdo, tratadas com diferentes concentracbes dos extiratos metandlicos
diluidas em meio de cultura (1000 pg/mL, 100 pg/mL, 10 pg/mL e 0,1 pg/mL) e
incubadas por 48 horas a 37 °C/5% CO2. Posteriormente, 100 yL de solugdo de
trabalho MTT (0,5 mg/mL em solugcé&o tampéo fosfato e meio) foram adicionados em
cada poco e a placa foi incubada por 4 horas a 37 °C/5% COz. Logo apds, o meio foi,
entao, aspirado e os cristais de formazan formados foram solubilizados pela adicao
de 100 yL de DMSO por pogo durante 15 min usando as mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente (3.8.3). Finalmente, a intensidade dos cristais formazan dissolvidos (cor
purpura) foi quantificada usando o leitor de microplacas a 570 nm (Bahuguna et al.,
2017). Uma curva foi obtida a partir das concentracdes de cada extrato, quando
comparado com as células nao-tratadas (controle) foram consideradas as
concentracdes em funcéo da viabilidade celular. Estas andlises foram realizadas em
triplicata e os resultados expressos como a metade da concentracao inibitéria maxima

da viabilidade celular (ICso).

3.9. Analise estatistica
Para cada ensaio foi utilizado o teste estatistico mais adequado (ANOVA, teste
de Turkey ou t de Student). Os resultados foram apresentados como média, desvio

padrao DP e coeficiente de variagdo (% CV).
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao de plantulas in vitro

Foram obtidas plantulas in vitro de S. speciosa tanto a partir de sementes quanto
via organogénese indireta, empregando-se diferentes combinagdes de
fitorreguladores. A Figura 7 mostra os efeitos de nove diferentes combina¢des de BAP
e ANA para a obtencao de brotos depois da quarta semana de cultivo, e plantulas in
vitro, via organogénese indireta, apds 2 meses de cultivo, com taxa e eficiéncia de
regeneracao variando de 0 a 70% e 10 a 100%, respectivamente. Os melhores
resultados foram observados com o tratamento Cz2 (BAP 1,0 mg/L e ANA 0,2 mg/L)
quando comparados com os demais tratamentos avaliados e o controle Co (Figuras 7
e 8D).
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Figura 7. Efeito das combinagbes de 6-benzilaminopurina (BAP) x acido a-naftaleno acético
(ANA) sobre a eficiéncia e taxa de regeneragcao de explantes de Sinningia speciosa. Co
(controle), C1 a Cq: tratamentos em combinacdes de BAP e ANA apés 30 dias (n= 3). Valores
que nao compartilham as mesmas letras mindsculas e/ou mailsculas séo significativamente
diferentes (p<0,001). Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 8. Fotografias do desenvolvimento de explantes de Sinningia speciosa para a
regeneracao in vitro via organogénese indireta: (A) explantes de S. speciosa em meio MS sem
fitorreguladores (controle); (B) explantes no meio MS + tratamento C», com brotamentos, apés
30 dias; (C) e (D) cultura primaria de S. speciosa no meio MS + carvdao. Tamanho da barra, 1
cm. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.2. Obtencao de cultura de calos

Conforme apresenta a Figura 9, para a inducao de calos fridveis os explantes de
S. speciosa tiveram uma eficiéncia de formacao de cerca de 100% apds 30 dias de
cultura, sendo que os resultados obtidos com os tratamentos D4 e Ds foram muito
similares. De modo geral, altas concentragdes no balango citocinina x auxina (BAP x
2,4-D) conduziram a obtencgéo de calos oxidados. No entanto, uma taxa de formacéo
préxima de 45% foi alcancada nos tratamentos D4 e Ds quando comparados com o
controle D1 e demais tratamentos. Desse modo, foi estabelecido o tratamento D4 (BAP
0,05 mg/L e 2,4-D 0,05 mg/L) como a melhor condi¢ao para a inducao de calos de S.
speciosa dada as condicoes de cultura e friabilidade observadas (Figura 10B e 10D)
e visto que a andlise estatistica revelou que a taxa de formacdo de D4 foi
significativamente diferente de Ds (b # c).
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Figura 9. Efeito das combinacdes de 6-benzilaminopurina (BAP) x &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) sobre a eficiéncia e taxa de formagdo de calos a partir de
explantes de Sinningia speciosa. Di: controle, D> a Ds: tratamentos com diferentes
combinacdes de BAP e 2,4-D apoés 30 dias (n=3). Valores que nao compartilham as mesmas
letras mindsculas e/ou mailsculas sao significativamente diferentes (p<0,001). Fonte:
elaborado pelo autor (2019).

S —

Figura 10. Fotografias do estado de desenvolvimento de explantes de Sinningia speciosa
para a obtencdo de calos friaveis: (A) explantes de S. speciosa em meio MS sem
fitorreguladores (controle); (B) explantes no meio MS + tratamento Dg4; (C) explantes no meio
MS + tratamento Ds apds 30 dias; (D) culturas de calos com 20 dias de cultura. Tamanho da
barra, 1 cm. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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4.3. Obtencao do fungo endofitico SSP7, caracterizacao fenotipica e molecular

e analise da biomassa

O procedimento de inoculacao do fungo endofitico SSP7, obtido das folhas de S.
speciosa, foi efetuado em diferentes meios de cultura, para a sua caracterizagéo
macro e micromorfoldégicas. Em MEA, o fungo endofitico apresentou conidi6foros
penicilados ou ramificados irregularmente, hifas septadas com aspecto engrossado,
estipe indeterminada ligeiramente encurvada, fialides triverticiladas com tamanho de
~10 um, métulas de ~9 um e conidios alongados com tamanhos entre 3,5 a 3,6 um
(Figura 11C a F). Esses achados mostraram a similaridade do isolado SSP7 com
espécies do género Penicillium. Uma andlise mais detalhada quanto ao aspecto
macroscopico das coldnias deste isolado nos meios de cultura revelou que esse fungo
cresceu em CYA, CREA e MEA quando incubado a 25 °C por 7 dias, ndo sendo
observado crescimento nesses mesmos meios de cultura quando empregadas as
temperaturas de 5 °C e 37 °C . As colbnias apresentaram as seguintes caracteristicas
quando cultivadas em CYA, CREA e MEA e incubadas a 25 °C por 7 dias (Figura
11A):

- Caracteristicas das colonias em CYA (Figura 11A; primeira coluna a esquerda):
colénias com 30 mm de didmetro em média, planas, elevadas e enrugadas
centralmente; superficie com textura aveludada ou granular, micélio branco ou
marrom-amarelado, exsudado ausente, pigmento soluvel amarelo ambar a castanho
claro; reverso enferrujado a castanho escuro;

- Caracteristicas das colénias em CREA (Figura 11A; coluna do meio): colénias com
16 mm de diametro em média, planas, baixas, textura superficial aveludada, micélio
rosa a branco, a producao de acido foi observada pela viragem de cor de purpura para
amarelo e reverso amarelo;

- Caracteristicas das colénias em MEA (Figura 11A; primeira coluna a direita): colénias
com 18 mm de didmetro em média, planas, baixas, textura superficial aveludada,
micélio rosa na area central com borda rosa palido, pigmento solUvel amarelado,

reverso amarelo a avermelhado.
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Figura 11. Fotografias das colénias do fungo SSP7 crescidas a 25 °C por 7 dias nos seguintes
meios (A) CYA — primeira coluna a esquerda; linhas: superior (verso) e inferior (reverso);
CREA - coluna do meio; linhas: superior (verso) e inferior (reverso); e MEA — primeira coluna
a direita; linhas: superior (verso) e inferior (reverso); (B) textura da col6nia em MEA; (C), (D),
(E) conidi6foros; e (F) conidios. Barras: (C) a (E): 10 um; (F): 5 um. Fonte: elaborado pelo
autor (2019).
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As caracteristicas morfologicas avaliadas em CYA, CREA e MEA, ap6s 7 dias
de incubacéao a 25 °C, sugeriram que SSP7 pertencia ao género Geosmithia, o qual

foi confirmado mediante analises moleculares, como serd apresentado a seguir.

A Figura 12 apresenta a arvore filogenética baseada em dados da regido ITS

para o fungo endofitico SSP7.

o8 | G. lavendula CCF3394" (AM949861.1)

98 G. lavendula CBS 582.67" (MH859054.1)

G. rufescens CCF 3752 (NR 137536.1)
4100{ G. rufescens MK 1800" (AM947667.1)
Geosmithia sp. CCF3397" (AM181464.2)
Cepa SSP7
67 | Geosmithia sp. MK745" (AM421081.1)
G. putterillii CBS 868.70" (MH859987.1)
G. microcorthyli CCF 38617 (NR 137566.1)
G. proliferans CBS 142636 (NR 158518.1)

o G. pallida IMI 051240b" (AJ578489.1)
TL[ibrunnea CBS 142633 (NR 158517.1)
80 G. pallida NRRL 2037" (AJ578486.1)

G. putterillii CCF34427 (AJ628350.1)
Acremonium alternatum CBS 233.70 (AY566992.1)
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Figura 12. Arvore filogenética baseada nos dados da regido do espacador interno transcrito
(ITS) para o fungo endofitico SSP7. A estabilidade dos ramos foi avaliada por analise
bootstrap com 1000 repeticoes. A sequéncia de Acremonium alternatum foi incluida como
grupo externo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Pela analise desta Figura, observa-se que o fungo endofitico SSP7 esta
posicionada no mesmo ramo que Geosmithia sp. MK745, com 67% de similaridade;
porém, ambas as cepas estdo organizadas no mesmo ramo que Geosmithia sp.
CCF3397, com 98% de similaridade, o que permite dizer que o isolado SSP7 pertence
ao género Geosmithia sp.

Como foi observado nas arvores filogenéticas obtidas dos produtos da
amplificacdo dos primers B-tubulina (Figura 13) e EF-1a (Figura 14) da cepa em
estudo, verificaram-se agrupamentos proximos as cepas de Geosmithia sp. AP-2015,
que mostraram grande distancia evolutiva entre os nucleotideos das sequéncias
analisadas e da cepa SSP7 (= 0.5), como também pontos de corte de similaridade

baixos entre essa cepa e as demais analisadas quando comparado ao referencial
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tedrico de similaridade, a saber: 2 97 a 100% para atribuir uma espécie e = 95 % para
atribuir um género (Raja et al., 2017), ndo permitindo a definigdo em nivel de espécie,
podendo tratar-se inclusive de uma nova. Portanto, nao foi possivel definir a cepa
SSP7 em nivel de espécie.

G. omnicola CNR20" (KP990558.1)
G. omnicola CNR119" (KP990610.1)
G. ulmacea CNR23" (KP990560.1)
G. langdonii CNR70T (KP990590.1)

G. langdonii CNR25" (KP990562.1)

G. flava CNR120" (KP990611.1)

( 23| L—— G. microcorthyli CCF3861" (FM986793.1)

’7 Geosmithia sp. 2 AP-2015 CNR42T (KP990574.1)
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>L Geosmithia sp. 5 AP-2015 CNR102" (KP990602.1)
Cepa SSP7

Acremonium alternatum BAFSCCT (KF225146.1)

—
0.50

Figura 13. Arvore filogenética baseada em dados do locus B-tubulina para a cepa Geosmithia
sp. SSP7. A estabilidade dos ramos foi avaliada por analise bootstrap com 1000 repetigoes.
A sequéncia de Acremonium alternatum foi incluida como grupo externo. Fonte: elaborado

pelo autor (2019).
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Figura 14. Arvore filogenética baseada em dados do EF-1a para a cepa Geosmithia sp. SSP7.
A estabilidade dos ramos foi avaliada por andlise bootstrap com 1000 repeti¢cdes. A sequéncia
de Acremonium alternatum foi incluida como grupo externo. Fonte: elaborado pelo autor
(2019).
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Para a estimativa da biomassa em base seca avaliou-se 0 comportamento da
cepa Geosmithia sp. SSP7 em meios de cultura liquidos quimicamente definidos e
observou-se o melhor crescimento; apos 15 dias de sub-cultivo, no meio MID quando
comparado aquele observado em Czapek e MS (Figura 15).
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Figura 15. Imagem gréfica da relagao do tempo de cultivo em dias (observacgao por 15 dias)
com a biomassa seca (mg) de Geosmithia sp. SSP7 no volume de 50 mL dos meios liquidos
Czapek, MID e MS (n=3). No Gréfico, letras minusculas iguais ndo apresentam diferengas
estatisticas para (p<0,05). Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.4. Sistema de co-culturas sintéticas

Foram obtidas co-culturas sintéticas de plantulas in vitro obtidas por sementes e
da cultura de calos de S. speciosa, em conjunto com a cepa Geosmithia sp. SSP7.
As plantulas das co-culturas planta-endéfito mostraram-se vigorosas, com aumento
na rizosfera (Figura 16A), sendo que, no caso dos calos, observou-se um leve

escurecimento da massa celular (Figura 16B).
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Figura 16. Seguimento das plantulas in vitro obtidas por sementes (A) e calos (B) de Sinningia
speciosa co-cultivados com Geosmithia sp. SSP7 crescido no meio MS apés 15 dias de
cultura. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.5. Rendimento dos extratos metanolicos

Foram obtidos extratos metandlicos de S. speciosa (planta in natura, plantula in
vitro obtida por semente e por organogénese e cultura de calos), de Geosmithia sp.
SSP7 e das co-culturas in vitro S. speciosa/Geosmithia sp. SSP7. Quanto as
porcentagens de rendimento em massa destes extratos, verificou-se que o extrato dos
calos apresentou 10 vezes a quantidade do rendimento em massa daqueles
provenientes de plantulas in vitro obtidas por semente e por organogénese e pelo
menos 5 vezes a quantidade de rendimento em massa dos extratos da planta in natura
(Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de rendimento em massa dos extratos metandlicos obtidos de
Sinningia speciosa (planta in natura, plantulas in vitro, calos), de Geosmithia sp. SPP7 (meios
Czapek, MID e MS) e de sistemas de co-cultura.

PBiomassa (g)* ou %

PE
Extrato Amostra volume de filtrado (;es)o Rendimento
(mL)B g (PE/PI)*100
, A 89,36 a
Planta in natura 1,0 (0.56) 8,9
Plantulas in vitro 1 07 33,37 3.3b
Vegetal sementes ’ (1,03) ’
1:20 Plantulas in vitro 1 0° 34,33 3.4
organogénese ’ (1,21) ’
389,72
A ’ c
Calos 1,0 (2.60) 38,9
B 12,03 .
CZP 30,0 (1.12) 40,1
Fungico B 5,16 i
30:10 MID 30,0 (0.64) 17,2
B 4,76 ‘
MS 30,0 (2.00) 15,8
Plantula in vitro + 1 07 33,81 3.3b
Co-cultura SSP7 ’ (0,98) ’
1:20 A 219,94 d
Calo + SSP7 1,0 (4.53) 22,0

Dados expressos como medida do ensaio em triplicata, (DP): desvio padrdo. Os valores de
porcentagem sao resultado de ensaios em triplicata. Letras minusculas (a # b # ¢ # d), (e # f)
indicam diferengas estatisticas entre as diferentes amostras-testes, respectivamente, dos
extratos; letras mailscula fazem referéncia a quantidade inicial das amostras para a obtencao
dos extratos, (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Fonte: elaborado pelo
autor (2019).

Para os extratos metandlicos de Geosmithia sp. SSP7 cultivado nos meios CZP,
MID e MS; a maior porcentagem de rendimento em massa foi observada no meio CZP,
havendo diferencas significativas de (~2,4 vezes) quando comparados com os demais
meios de cultura estudados. Por outro lado, nos sistemas de co-cultura, o rendimento
das plantulas co-cultivadas com o enddfito foi muito similar as porcentagens de
rendimento em massa determinadas para as amostras de extratos metandlicos das
plantulas in vitro. O que nao ocorreu com os calos, visto que foi encontrada variacao
em massa para 0s calos co-cultivados quando comparados aqueles primeiramente
avaliados em condicoes assépticas, inclusive com diminuicdo desse parametro.
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4.6. Analises cromatograficas por UHPLC/ESI-MS
4.6.1. Analise qualitativa por UHPLC/ESI-MS/MS

Obtidos os extratos metandlicos de S. speciosa (planta in natura, plantulas in vitro
e calos), de Geosmithia sp. SSP7 (meios Czapek, MID e MS) e de sistemas de co-
cultura, procedeu-se a analise dos respectivos perfis cromatograficos por UHPLC/ESI-
MS, em modo ion negativo € modo ion positivo, e a avaliagdo de uma possivel
deteccdo de algumas substancias-padrao isoladas e identificadas por nosso grupo de
pesquisa de espécies de Sinningia e que foram empregadas neste estudo como
marcadores quimicos do género (Figuras 17 a 23; e Apéndice 3 p. 90 — 94).
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Figura 17. Cromatogramas do extrato metandlico de Sinningia speciosa planta in natura para
as substancias Calceolariosideo B (seta azul) e Pustulina (seta laranja) obtidos por
UHPLC/ESI-MS em modo ion positivo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 18. Cromatogramas do extrato metandlico de Sinningia speciosa plantula in vitro obtida
por semente e da substancia-padrao Calceolariosideo B (m/z= 478) obtidos por UHPLC/ESI-
MS em modo ion positivo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 19. Cromatogramas do extrato metandlico de Sinningia speciosa plantula in vitro obtida
por semente e da substancia-padrao Pustulina (m/z= 268) obtidos por UHPLC/ESI-MS em
modo ion positivo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 20. Cromatogramas do extrato metandlico de Sinningia speciosa plantula in vitro obtida
por organogénese e da substancia-padrao Calceolariosideo B (m/z= 478) obtidos por
UHPLC/ESI-MS em modo ion positivo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 21. Cromatogramas do extrato metandlico dos calos de Sinningia speciosa e da
substancia-padrao Calceolariosideo B (m/z= 478) obtidos por UHPLC/ESI-MS em modo ion
positivo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 22. Cromatogramas do extrato metandlico de Sinningia speciosa plantula in vitro obtida
por semente em co-cultura com Geosmithia sp. SSP7 e da substancia-padrao
Calceolariosideo B (m/z = 478) obtidos por UHPLC/ESI-MS em modo ion positivo. Fonte:
elaborado pelo autor (2019).
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Figura 23. Cromatograma do extrato metandlico de Sinningia speciosa plantula in vitro obtida
por semente em co-cultura com Geosmithia sp. SSP7 e da substancia-padrao Pustulina (m/z
= 268) obtidos por UHPLC/ESI-MS em modo ion positivo.Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Os cromatogramas dos extratos metandlicos de S. speciosa obtidos por
UHPLC/ESI-MS em modo ion positivo permitiram observar similaridade qualitativa no
perfil quimico das folhas e das partes subterrdneas da planta in natura. Quando
comparado o perfil cromatografico do extrato metandlico da planta e de Geosmithia
sp. SSP7, verificou-se a ocorréncia de regidées com similaridade de picos e outras que

diferiram substancialmente.

O resultado do estudo de desreplicacao por UHPLC/ESI-MS de baixa resoluc¢ao
permitiu a identificacdo preliminar de duas substancias que constam no banco de
substancias-padrdao (Apéndice 2 p. 90) do nosso grupo de pesquisa e que foram
previamente isoladas dos tubérculos de S. speciosa (Verdan et al., 2009; Verdan &
Stefanello, 2012). Assim, foram identificados: 1) o glicosideo fenélico Calceolariosideo
B, com m/z= 478, detectado nos extratos metandlicos da planta in natura (Figura 17),
da plantula in vitro obtida por semente (Figura 18) e da plantula obtida por
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organogénese (Figura 19), sendo também detectado nos extratos de cultura in vitro
de calos (Figura 20) e no da co-cultura planta-endéfito (Figura 21). Esta substancia
somente nao foi detectada no extrato dos calos em co-cultura com Geosmithia sp.
SSP7; e 2) a quinona Pustulina (7-hidroxi-6-metoxi-tectoquinona), substancia com
m/z= 268, foi detectada nos extratos metandlicos da planta in natura (Figura 17),
plantulas in vitro obtidas por semente (Figura 19) e nas plantulas in vitro obtidas por
semente em co-cultura (Figura 23) e (Apéndice 3 p. 91 — 95). Nao foram identificadas
substancias com m/z similares as de nosso banco de amostras nos extratos de
Geosmithia sp. SSP7. Os perfis cromatograficos destes extratos se encontram no
Apéndice 3.7 € 3.8, p. 94 - 95.
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Figura 25. Cromatogramas e espectros (UHPLC/ESI-MS), modo ion positivo, do extrato
metandlico plantula in vitro obtida por semente: (A) ampliagdo regiao m/z= 478
correspondente ao Calceolariosideo B; e (B) ampliagcao regido m/z= 268 correspondente a

Pustulina. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 26. Cromatogramas e espectros (UHPLC/ESI-MS), modo ion positivo, do extrato
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Pustulina. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 27. Cromatogramas e espectros (UHPLC/ESI-MS), modo ion positivo, do extrato
metandlico de calos de Sinningia speciosa: (A) ampliagao regidao m/z= 478 correspondente ao
Calceolariosideo B; e (B) ampliagéo regido m/z= 268 correspondente a Pustulina. Fonte:

elaborado pelo autor (2019).
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Figura 28. Cromatogramas e espectros (UHPLC/ESI-MS), modo ion positivo, do extrato
metandlico da co-cultura plantula in vitro obtida por semente com Geosmithia sp. SSP7: (A)
ampliagédo regiao m/z= 478 correspondente ao Calceolariosideo B; e (B) ampliagdo regiao
m/z= 268 correspondente a Pustulina. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Para o estudo comparativo por desreplicacdo das diferentes amostras dos
extratos de S. speciosa in natura, in vitro, calos e em co-cultura com Geosmithia sp.
SSP7, observaram-se diferengas quanto a presenca das substancias identificadas.
Para as amostras da plantula in vitro obtida por semente e em co-cultura, estas
substancias ionizaram bem nos dois modos positivo/negativo, quando comparadas
aos extratos da plantula in vitro obtida por organogénese e dos calos. Além disso, o
poder de resolugdo das analises atraveés dos estudos cromatograficos de baixa e alta
resolugdo, permitiram evidenciar que ambas substancias sao produzidas nas
diferentes amostras avaliadas, variando em quantidade, como sera descrito a seguir.
No caso da comparacao dos perfis cromatograficos dos extratos por alta resolucéo,
observou-se que alguns ions foram detectados na forma de adutos, tais como aduto
com sodio [M+Na*]* de massa 23 g/mol (Figura 25-A) e aduto com litio [M+Li*]* 6 g/mol
(Figura 24-B, 25-B, 26-B, 27-B e 28-B). Observou-se que na regiao do pico do
Calceolariosideo B detectada na maioria das amostras aparecem picos similares ou
analogos que variam em m/z e no perfil de fragmentacao (Figura 24-A, 26-A e 28-A),
podendo corresponder a outros glicosideos fendlicos que ndo puderam ser
identificados.

4.6.2. Analise quantitativa por UHPLC/ESI-MS/MS

Ap6és realizar a identificacdo do Calceolariosideo B e da Pustulina (7-hidroxi-6-
metoxi-tectoquinona) conforme descrito anteriormente, procedeu-se a andlise
quantitativa por UHPLC/ESI-MS/MS de alta resolucdo dessas substancias nos
extratos onde foram detectadas. A quantificacdo foi baseada em curvas analiticas
para estas duas substancias (seis concentracdes entre 125,0 ug/mL e 3,90 ug/mL). A
partir das curvas analiticas obtidas para cada uma destas substancias (Apéndice 4 p.
96 — 97) foram estimadas as concentragcdes nos extratos testados (Tabela 3).
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Tabela 3. Quantificacdo do Calceolariosideo B e Pustulina nos extratos metandlicos de
Sinningia speciosa (planta in natura, plantula in vitro obtida por semente e por organogénese
e cultura de calos) e da co-cultura S. speciosa-Geosmithia sp. SSP7 por UHPLC/ESI-MS/MS.

Substancia detectada e quantificada

Pustulina Calceolariosideo B
tR 0 tR :
(min) lon (m/z) ESI-MS (min) lon (m/z) ESI-MS
Extratos [M+H]*  MS/MS [M+H]*
metandlicos m/z m/z m/z MS/MS m/z
T4 oe9 z0ev: M 479 30 eV:
269141 479—325,197,71
Concentracao (ug/mL) Concentracao (ug/mL)
. Planta 42,73 64,28
in natura
Plantula in vitro <7815 30.4°
sementes ’ ’
Plantula
in vitro <7,81° 137,4°
organogénese
Calos <7,81° <7,81¢
Co-cultura
sintética 41,3 66,8°

Plantula in vitro

sementes +SSP7
Dados expressos como medida do ensaio em duplicata. Os valores de concentragao (ug/mL)
sao resultado da determinacdo da area sob a curva dos picos cromatogréaficos para cada
amostra e produto da regressdo lineal das amostras-padrdo através de um modelo
matematico com concentra¢des conhecidas.Letras minusculas (a # b # ¢ # d # e) indicam
diferencas estatisticas entre as diferentes amostras-testes, respectivamente, (one way
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Limite de Quantificacdo= 7,81 ug/mL, Limite de
Deteccao= 3,90 ug/mL. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.7. Atividades antioxidante, antimicrobiana e leishmanicida e triagem de
citotoxicidade
4.7.1. Avaliag&o da capacidade antioxidante

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados da avaliacdo da capacidade
antioxidante dos extratos metandlicos da S. speciosa e de Geosmithia sp. SSP7,
assim como dos controles. Conforme mostra esta Tabela, estes dados variaram de
322 (co-cultura calo + SSP7) a 2638 (co-cultura plantula in vitro sementes + SSP7)
umol TE/g, sendo que o valor observado com plantula in vitro obtida por organogénese
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foi estatisticamente igual a co-cultura in vitro sementes + SSP7 (2606,7 umol TE/Q).
Segundo a literatura, no ensaio ORAC-FL, amostras com valor de capacidade
antioxidante < 800 umol TE/g sao consideradas inativas (Prior et al., 2003; Salvador
et al., 2006).

Tabela 4. Resultados da avaliacdo da atividade ORAC-FL dos extratos metandlicos de
Sinningia speciosa e de Geosmithia sp. SSP7.

Extrato e Controle umol TE/g ou Trolox CV (%)

relativo TR
Planta in natura 2288,62 7,27
Plantula in vitro 1640,0° 3.50
S. speciosa Flantuls in vifro
organogénese 2606,7 2,40
Calos 784,1¢ 11,3
Geosmithia sp CZp 1015,6° 3,31
SSP7 : MID 1697,6° 0,93
MS 643,0° 6,15
Plantula in vitro c
Co-culturas sintéticas sementes + SSP7 2638,0 0,52
Calos + SSP7 322,0 5,36
Controle CZP (-) (-)
Meios Controle MID 54,33 20,80
Controle MS (-) (-)
Diluente DMSO (-) (-)
Quercetina** 6,25 0,68
Amostra de Catequina** 6,25 4,66
Controles  Referéncia Epicatequina** 6,25" 2,21
Isoquercitrina** 5o 1,40
Substancia Calceolariosideo B** 2,908 2,39
isoladas de
S('a A Pustulina** () ()
padrio)

Dados apresentados sdo valores médios de ensaios em ftriplicata, seguido do coeficiente de
variacao (CV) em %. Os resultados do ensaio ORAC-FL estao expressos em micromol de
Trolox equivalente por grama de extrato em base seca, sendo considerado n&o ativo, valor <
800 umol TE/g. **Controle positivo, com os resultados expressos em Trolox equivalente
relativo (TR). Letras mindsculas (a#zb#c#d#e#f) e maiusculas (A#B) diferentes entre si indicam
diferencas estatisticas entre as diferentes amostras-teste, respectivamente, dos extratos e
dos controles positivos (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). (-): sem
atividade. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.7.2. Atividade antimicrobiana e ensaio frente promastigotas de (L.) L. amazonensis

Todos os extratos metandlicos foram avaliados para a atividade antimicrobiana in

vitro frente as cepas ATCC® de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis e C.
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albicans previamente descritas e se mostraram inativas no screening inicial dentro do

gradiente de concentracao estabelecido (CIM >1,0 mg/mL).

Estes extratos também foram analisados no ensaio frente as promastigotas de
(L.) L. amazonensis (PH8) e todas se mostraram inativas dentro do gradiente de

concentragao estabelecido (ECso >100 pg/mL).

4.7.3. Triagem de citotoxicidade

As médias das ICso dos extratos metandlicos de S. speciosa e de Geosmithia
sp. SSP7 foram obtidas a partir da triagem de citotoxicidade in vitro sobre a viabilidade
celular pelo método MTT e os resultados estao apresentados na Tabela 5. Os valores
ICs0 obtidos variaram entre 37,7 pug/mL e >1000 pg/mL, sendo que a maioria dos
extratos apresentou baixa citotoxicidade para a linhagem celular proveniente de
fibroblasto de embrido de camundongo 3T3, com valores ICso >250 pg/mL.
Adicionalmente, os resultados sugerem, para os extratos de S.speciosa in natura e
plantula in vitro obtidas por sementes, um efeito de proliferagdo celular com estimulo
do crescimento celular quando comparado com o controle da linhagem celular
proveniente de fibroblasto de embrido de camundongo 3T3 sem tratamento .

Tabela 5. Resultados da triagem de citotoxicidade sobre a viabilidade celular na linhagem

celular proveniente de fibroblasto de embrido de camundongo 3T3 dos extratos metandlicos
de S. speciosa e de Geosmithia sp. SSP7

Extrato *ICs0 (ng/mL) DP

Planta in natura 850,4 0,701
Plantula in vitro obtida por 859,8 0,804

S. speciosa P sgmgntes .
antula in wtrg obtida por 377 0,178

organogénese
Calos 567,8 0,096
Geosmithia sp. CZp 337,2 0,208
SSP7 MID >1000 2,900
MS >1000 0,509
Co-culturas Plantula in vitro sementes + SSP7 145,0 0,147
sintéticas Calos + SSP7 694,7 0,247

*Resultados da triagem estdo expressos como média (n=3) em termos da concentragéo que
inibe 50% da viabilidade celular (ICso), seguido do desvio padrao (DP).
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5. DISCUSSAO

5.1. Culturas in vitro de S. speciosa (plantulas in vitro propagadas por
sementes e por organogénese indireta e calos assépticos)

O processo de obtencdo de plantulas in vitro a partir de sementes tem sido
documentado em poucas espécies do género Sinningia, mas com resultados
satisfatorios para algumas plantas estudadas (Scaramuzzi & Emerico, 1999). Em
estudos realizados por Gomes & Shepherd (2000) com S. allagophylla, plantulas in
vitro responderam favoravelmente as condi¢des de cultivo.

O processo de regeneragao in vitro de S. speciosa ou organogénese foi estudado
por Chae, Kim & Park (2012) e Park et al. (2012), visando seu melhoramento genético.
Nestes trabalhos foram utilizados fitorreguladores como o BAP em combinacao
comvarias auxinas, como o acido indolacético (AlA) e NAA, em altas concentracdes,
além do uso de outras substancias como elicitores ou inibidores, como por exemplo
aminoetoxivinilglicina (AVG), cloreto de cobalto, nitrato de prata, tiossulfato de prata e
putrescina.

No presente estudo, os resultados das plantulas in vitro propagadas por
organogénese indireta permitiram obter o cultivo in vitrode S. speciosa “grupo Fyfiana”
empregando baixa concentracdo dos fitorreguladores BAP e ANA (1,0 mg/L de BAP
e 0,2 mg/L de ANA). Estes resultados foram similares aos reportados por (Chae, Kim
and Park, 2012; Park et al., 2012), que obtiveram brotos apds 6 semanas usando o
meio MS em combinacgdes de 2 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de ANA, e por (Silva et al.,
2003), que utilizaram somente 1 mg/L de BAP em plantulas in vitro em processo de
aclimatizacdo. Entretanto, estes dados diferiram de (Scaramuzzi, Apollonio &
D’Emerico, 1999), que avaliaram combinacdes de BAP x AIA para explantes de S.

speciosa, obtendo brotos carentes de raiz em quase 50% dos explantes avaliados.

Os achados supramencionados sugerem que o balanco dos fitorreguladores
utilizados em nosso estudo incide sobre a cultura primaria e a relagéo estabelecida de
5,0 BAP/ANA (citoquinina/auxina) favorece a inducdo de brotos de S. speciosa.
Conforme (Flick, 1983), baixas concentracdes de auxina (ANA) e uma alta
concentracdo de citocinina (BAP) no meio de cultura resulta na inducdo da
morfogénese de partes aéreas, produto da diferenciacdo do cambio vascular por parte
do BAP (Zhang et al., 2016). Os resultados aqui encontrados também podem ser
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influenciados por outros fatores, tais como o tipo de explante utilizado, a predisposi¢ao
genética da planta e as condi¢gdes de luminosidade, nutrientes no meio, entre outros
(Efferth, 2019).

Técnicas de cultura de tecidos vegetais sao aplicadas a espécies vegetais que
produzem substancias que podem ser exploradas na farmacologia. A manutencgéo de
células desdiferenciadas pode trazer beneficios para a produgéo de metabdlitos em
grande escala, ainda que esse campo esteja sendo muito explorado (Efferth, 2019).

Até o momento nao se descreveu nenhum procedimento no género Sinningia a
partir do qual se obtivessem culturas celulares assépticas, embora na literatura a
maioria dos estudos tenha como objetivo a cultura de tecidos vegetais como modelo
de domesticagdo e genéticos em S. speciosa (Hasing et al., 2019). Neste estudo,
observou-se que uma baixa proporgéao entre BAP e 2,4-D (0,05 mg/L x 0,05 mg/L)
permitiu manter, sob condi¢cdes de cultura, calos assépticos de S. speciosa. Estes
resultados contrastam com o efeito do 2,4-D na formacdo de calos descrito por
(Nielsen, Poulsen & Larsen, 1991; Griga et al., 2001), que apoiam o fato dessa auxina
no meio ser metabolizavel para produzir a formacdo de brotos. Todavia, estes
resultados podem ser influenciados por diferencas no tipo de material vegetal ou
outras condi¢des de cultura. Assim, considera-se este o primeiro estudo com vistas a

obtencéo de moléculas bioativas a partir de culturas in vitro dessa planta.

Em relagédo as oxidagdes observadas nas co-culturas sintéticas entre os calos de
S. speciosa e Geosmithia sp. SSP7, uma das principais causas deve-se ao acumulo
de compostos fendlicos derivados do processo de degradacao das células em funcao
da pouca absorgao de nutrientes e modificacdo no meio de cultura (Fick, 2007).

5.2. Caracterizacao morfologica, molecular e condicoes de crescimento de
Geosmithia sp. SSP7

Na caracterizagao fenotipica do fungo endofitico SSP7, tanto as caracteristicas
macro quanto micromorfoldgicas estavam de acordo com as informagdes descritas na
literatura especifica para esse propésito. Este isolado foi inoculado em meios de
cultura especificos para a descricdo de caracteres morfolégicos de suas colbnias
(CREA, CYA e MEA) e, de acordo com o aspecto daquelas crescidas em CYA e MEA,
foi possivel sugerir o género Geosmithia (Kolafik et al., 2004; Kolarik, Kostovcik &
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Pazoutova, 2007). Adicionalmente, foram realizados ensaios de crescimento a 5, 25
e 37 °C, sendo observado crescimento a 25°C e auséncia a 5 e 37 °C, o que
corroborou a suspei¢ao do género (Kolafik & Kirkendall, 2010; Moubasher & Soliman,
2011; Mirzaee et al., 2014; Pepori et al., 2015).

De acordo com as analises filogenéticas da regido ITS sequenciada existe uma
alta porcentagem de similaridade com o clado grupo | para o género Geosmithia
descrito por Kolarik, Kostovcik & Pazoutova, 2007; Kolafik & Kirkendall, 2010. Além
disso, os resultados obtidos a partir das arvores filogenéticas de B-tubulina e EF-1a
quando comparados com a literatura que emprega a tipificacdo do ADN polimorfico
aleatoriamente amplificado (RAPD) para o género Geosmithia (Kolafik et al., 2004;
Kolarik, Kostovcik & Pazoutova, 2007; Kolafik & Kirkendall, 2010), evidencia-se um
agrupamento bem definido e reconhecivel por unidades taxonémicas operacionais
(OTU’s) que permitem classificar o fungo endofitico SSP7 no clado grupo |, mas com
baixa porcentagem de similaridade <70 % (Raja et al., 2017).

Contudo, os resultados das analises filogenéticas a partir da regiao ITS indicam
que a cepa SSP7 apresenta caracteristicas préximas para algumas espécies do
género Geosmithia como: Geosmithia lavendula, Geosmithia rufescens, Geosmithia
putterilli e Geosmithia pallida, as quais também sao classificadas dentro do clado |
(Kolafik & Kirkendall, 2010). Portanto, o fungo endofitico SSP7 isolado das folhas de
S. speciosa foi denominado de Geosmithia sp. SSP7, ndo sendo possivel se chegar
na identificacdo da espécie. Relatos da literatura reportam que a regiao ITS é
considerada como um dos marcadores com maior probabilidade de identificagcdes
corretas para um grupo muito amplo de fungos amostrados, sendo adequada como
barcoding fungico (Raja et al., 2017). E importante destacar que os isolados de
Geosmithia reportados na literatura sdo ubiquos e estdo associados a besouros
(Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), principalmente na Europa (Kolafik et al.,
2004; Kolarik, Kostovcik & Pazoutova, 2007; Pepori et al., 2015). Segundo nosso
conhecimento, este estudo descreve o primeiro registro de Geosmithia como fungo

endofitico associado a familia Gesneriaeae.

Em relacdo as condi¢6es de crescimento de Geosmithia sp. SSP7 nos meios de
cultura liquidos testados no presente estudo, de acordo com os resultados obtidos, o
meio MID favoreceu a obtengdo de maior quantidade de biomassa. Esse meio de
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cultura tem sido utilizado para os processos de otimizagao nutricional em cepas
fungicas como Pestalotiopsis microspora, Podospora pauciseta, Phyllosticta
spinarum, Lasiodiplodia theobromae, entre outras, que biossintetizam metabdlitos
secundarios como o taxol, sendo uma importante fontes de carbono e nitrogénio
(Kathiravan & Sureban, 2009; El-Sayed et al., 2018). Quanto a composi¢cao, 0 meio
MID é considerado um meio de cultura menos complexo quando comparado aos
demais meios avaliados. No entanto, em termos metabdlicos, este meio favorece a
eliminacdo de produtos intermediarios, dispensaveis processo de purificacdo de
metabdlitos secundarios (Strobel, 2018).

5.3. Perfil cromatografico e analise qualitativa por UHPLC-ESI-MS

Baseados nos resultados dos perfis cromatogréaficos dos extratos metandlicos
obtidos de folhas de S. speciosa foi possivel verificar a presenca do Calceolariosideo
B, glicosideo fendlico amplamente descrito na familia Gesneriaceae (Verdan &
Stefanello, 2012) e detectado nas espécies Episcia cupreata (Hook.) Hemsl;
Nematanthus wettsteinii (Fritsch.) H. E. Moore; Chirita sinensis Lindl.; Aeschynanthus
bracteatus, Chirita longgangensis var. Hongyao; Didymocarpus hedyotideus,
Corallodiscus flabellatus, Paraboea glutinosa (Wang et al, 2011); Sinningia
hatschbachii (Amorim et al., 2017), Sinningia canescens e Sinningia leucotricha
(Verdan et al., 2017), Sinningia aggregata (Verdan et al., 2010; Verdan, Souza de
Mera, et al., 2015), onde esta substancia foi detectada nos tubérculos. No caso da
Pustulina, essa antraquinona também ja foi detectada em extratos de tubérculos de
S. aggregata (Verdan, Souza de Mera, et al., 2015). Estes achados evidenciam a
presenca destes constituintes quimicos em outras espécies do género Sinningia e seu

acumulo em outros orgaos vegetais.

E importante mencionar que os etilciclohexanos e esteroides isolados das partes
aéreas de S. speciosa em estudos prévios realizados por Verdan et al. (2009) nao
foram detectados nos extratos metandlicos aqui avaliados. Entre todas as substancias
descritas para S. speciosa, os esteroides como o sitosterol e estigmasterol tém sido
isolados de muitas plantas até o momento e avaliados farmacol6gicamente,
demonstrando grande potencial por suas propriedades biolégicas (Kaur et al., 2011;
Shirishkumar, Ashwini & Prashant, 2014). Entretanto, este € o primeiro relato que
descreve a ocorréncia do Calceolariosideo B e Pustulina para extratos metandlicos de
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S. speciosa “grupo fyfiana” in natura, in vitro, calos, e em co-cultura sintéticas de

plantulas com Geosmithia sp. SSP7.

5.4. Analise quantitativa por UHPLC/ESI-MS/MS de Calceolariosideo B e
Pustulina

O desenvolvimento de procedimentos biotecnoldgicos pode ser um recurso para
melhorar a producao in vitro de metabdlitos secundarios de plantas (Matkowski, 2008;
Ludwig-Mdaller, 2015). Conforme mostrado pela Tabela 3, foi observado, no estudo
quantitativo do extrato da plantula in vitro obtida por organogénese, que as condi¢des
de cultivo e o balanco de fitorreguladores utilizados favoreceram o aumento (planta in
natura = 64,2 ug/mL x plantula in vitro propagada por organogénese = 137,4 ug/mL)
da concentragéo do Calceolariosideo B, corroborando o observado por Monfort et al.
(2018), que descreveram que fitorreguladores como substancias modificadoras
podem ser empregados para melhorar a biossintese de metabdlitos in vitro.

Além disto, condicbes de luminosidade em espécies vegetais podem modificar as
quantidades de seus metabdlicos secundarios biossintetisados (Irshad et al., 2018;
Niazian, 2019). Yang et al. (2018) e Efferth (2019) descreveram que, em condicdes in
vitro, culturas com fotoperiodo podem ter seu conteudo de substancias fendlicas
modulado. No presente estudo, existe uma diferenca no teor do Calceolariosideo B
nos extratos provenientes de plantulas expostas a luz (planta in natura = 64,2 pg/mL;
plantula in vitro propagada por sementes = 30,4 ug/mL) e com uso de fitorreguladores
(plantula in vitro propagada por organogénese = 137,4 ug/mL) quando comparado
aquele verificado em plantas cultivadas na auséncia de luz, como as culturas de calos
(27,81 pg/mL). Assim, a luminosidade, entre outros fatores, modulou positivamente a
concentragao deste glicosideo fendlico. Em relagéo a co-cultura sintética S. speciosa-
Geosmithia sp. SSP7, a analise quantitativa do extrato metanélico revelou aumento
do teor do Calceolariosideo B e Pustulina com valores proximos dos observados para
esses metabdlitos secundérios encontrados no extrato da planta in natura. Os
bioestimuladores vegetais constituem um grupo de substancias e/ou micro-
organismos que podem contribuir para melhorar o desenvolvimento vegetal (Mustafavi
et al., 2018).
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5.5. Avaliacao das atividades antioxidante, antimicrobiana, leishmanicida e da
citotoxicidade

Nas ultimas décadas, existe uma busca crescente por compostos capazes de
reverter o estresse oxidativo. No que diz respeito aos resultados obtidos conforme a
Tabela 4, esses sugerem que os extratos da planta S. speciosa in natura e plantula
obtida in vitro apresentaram consideravel capacidade antioxidante, variando na
plantula in vitro de acordo com sua origem (obtida por sementes ou por
organogénese). Os extratos metandlicos de Geosmithia sp. SSP7 em CZP (1015,6
umol TE/g) e MID (1697,6 umol TE/g) foram ativos, com valores de capacidade
antioxidante superiores a 800 umol de TE/g de extrato em base seca, ndo sendo
verificada atividade para o extrato desse fungo cultivado em MS, nem para os extratos
metandlicos dos controles desses meios de cultura. Por outro lado, o extrato da co-
cultura sintética plantula in vitro oriunda de sementes + Geosmithia sp. SSP7 em MS
apresentou consideravel capacidade antioxidante, com valor superior ao da plantula
in vitro obtida de sementes e ao dos extratos desse fungo endofitico nos trés meios
de cultura estudados, o que sugere que essa associagao fungo-planta é favoravel para
esse aumento da capacidade antioxidante. Segundo Salvador et al. (2006) e Prior et
al. (2003) amostras com valor de capacidade antioxidante =800 pumol TE/g sao
consideradas ativas. E interessante destacar que plantas in vitro sdo uma importante
fonte de metabdlitos bioacumulados. Curiosamente, existe uma complexidade nos
mecanismos dos processos antioxidantes. Portanto, nos processos de busca de
novos metabdlitos recomenda-se ensaios que avaliam o poder antioxidante dos

extratos ou substancias em estudo (Matkowski, 2008).

De modo especial, as diferencas na capacidade antioxidante dos extratos de
calos em relacao as outras amostras da planta provavelmente ocorreram em virtude
da necessidade de otimizacdo do processo de biossintese, influenciado por fatores
ambientais e nutricionais como a exposi¢ao a luz, que por sua vez se correlaciona
com a concentragdo do Calceolariosideo B, que pode ser o responsavel pela
capacidade antioxidante. Estruturalmente, a presenca de varias hidroxilas fendlicas
confere a substancia uma forte atividade antioxidante, porém, nos extratos de calos
essa capacidade foi baixa. Segundo Matkowski (2008), também existem alguns casos
em que o desenvolvimento do tecido completo é Util para produzir uma quantidade
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consideravel dos metabodlitos secundarios, sobretudo se a cultura celular

indiferenciada ndo acumula compostos antioxidantes.

Outro aspecto a ser considerado € a presencga dos fitorreguladores como fator
para a otimizagdo dos metabdlitos (Matkowski, 2008), como é o caso da plantula in
vitro propagada por organogénese empregando diferentes concentragcées de BAP e
ANA. Inicialmente, foram investigadas diferentes concentracbes destes
fitorreguladores para se estabelecer a melhor combinag¢ao de auxina e citocinina. Essa
etapa é essencial para a estimulacao das rotas metabdlicas, o que pode ser observado
na Tabela 4 e comprovado por meio do aumento da concentracao do Calceolariosideo
B para este extrato, como mostra a Tabela 3. Alguns autores como (Bahmankar et al.,
2017; Salehi, Moieni & Safaie, 2017) sugerem que a organogénese indireta induz
variagdes podendo, portanto, resultar em uma melhora no perfil metabdlico das

plantas.

Sob a otica microbiolégica, os resultados da atividade antimicrobiana e
leishmanicida sugerem que sera necessario avaliar os extratos metandlicos testados
em concentragcdes maiores que 1,0 mg/mL para a atividade antimicrobiana e
superiores aos valores de ECso obtidos frente aos promastigotas de L. amazonensis
(PH8). Vale ressaltar que extratos de plantas sdo misturas complexas onde outras
moléculas presentes podem atuar sinergicamente, mas também como antagonistas
(Yunes, Pedrosa & Filho, 2001). Para o género Sinningia existem relatos na literatura
onde foram avaliados extratos e substéancias isoladas contra varias cepas bacterianas
de interesse clinico, assim como espécies de Candida, sendo principalmente inativas
ou com baixo efeito biolégico, como os trabalhos descritos para S. hatshbachii CIM >
100 pg/mL (Amorim et al., 2017), S. aggregata CIM >100 ug/mL (Verdan et al., 2010)
e S. warmingii CIM > 500 pg/mL (Winiewski et al., 2017). No caso de substancias
bioativas isoladas de Geosmithia, uma 1-acetil-2,4,6,8-tetra-hidroxi-9,10-antraquinona
isolada a partir do estudo fitoquimico em G. lavendula, revelou atividade frente a S.
aureus ATCC® 33591 resistente a meticilina (MRSA) com ICso de 16,1 pug/mL (Malak
et al., 2013) e uma rodolamprometrina — 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahidroxiantraquinona
frente a S. aureus subsp. aureus ATCC® 25923 com CIM de 64 ug/mL (Lkovaa et al.,
2009). Também em bioensaios realizados por Malak et al. (2014), extratos de acetato
de etila e metabdlitos isolados mostraram-se ativos contra Leishmania donovani com

valores de ICso entre 3,3 e 9,2 uM.
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Por outro lado, ap6s analise dos resultados obtidos na avaliagao in vitro do efeito
dos extratos metandlicos na viabilidade celular da linhagem celular proveniente de
fibroblasto de embrido de camundongo - 3T3, foram considerados citotoxicos os
extratos com 1Cso <250 pg/mL (Oturanel et al., 2017). Os extratos provenientes de
plantulas in vitro por organogénese e em co-cultura sintética plantula in vitro sementes
+ SSP7 apresentaram efeito citotoxico para esta linhagem celular. Efeito contrario foi
observado para os extratos da planta in natura e plantula in vitro obtida por sementes,
que evidenciaram um estimulo no crescimento da populagéo celular, 0 que sugere
efeito positivo na proliferacao celular. Estes efeitos podem estar correlacionados com
o teor das substancias presentes nestes extratos e efeitos antagbnicos e sinérgicos

de seus constituintes.

Com este estudo multidisciplinar foi possivel observar o potencial de S. speciosa
“grupo Fyfiana” (planta in natura, plantula in vitro e cultura de calos) e de Geosmithia
sp. SSP7, obtido de suas folhas, na modulacdo da biossintese de moléculas nessas
matrizes bioldgicas, com destaque para o Calceolariosideo B, que mostrou elevada
capacidade antioxidante e seu possivel efeito citotéxico nos extratos onde seu teor foi

maior.
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6. CONCLUSOES

Com este estudo foi possivel concluir que:

- Plantulas in vitro foram obtidas tanto de sementes quanto por via organogénese
indireta em meio MS suplementado com fitorreguladores BAP 1,0 mg/L x ANA 0,2
mg/L, resultando em uma alta eficiéncia de regeneracao apos 4 semanas. Os calos
foram obtidos a partir de um balango relativamente baixo em concentracédo (0,05 mg/L)
de BAP e de 2,4-D;

- A caracterizagdo morfolégica e molecular do isolado endofitico sugere que a cepa
SSP7 pertence ao género Geosmithia. Quanto ao cultivo desse micro-organismo, em
termos de producdo de biomassa, o caldo MID foi o que melhor favoreceu o
crescimento fungico. Porém, a maior quantidade de extrato metandlico em massa

(mg) foi obtida a partir do cultivo no meio CZP;

- Os cromatogramas dos extratos metanolicos de S. speciosa obtidos por UHPLC/ESI-
MS/MS, nos modos ion negativo e ion positivo, permitiram observar similaridade
qualitativa no perfil quimico desses extratos das folhas e partes subterraneas da
planta in natura. Quando comparado o perfil cromatografico do extrato metandlico de
S. speciosa e de Geosmithia sp. SPP7, verificou-se a ocorréncia de regides com
similaridade de picos cromatograficos e outras em que os picos diferem bastante.
Ainda, pelas analises por UHPLC/ESI-MS/MS (em baixa e alta resolugdo) foram
identificados e quantificados um glicosideo fendlico-Calceolariosideo B e uma
antraquinona-Pustulina, substancias que foram detectadas na maioria dos extratos
provenientes da planta e em co-cultura sintética in vitro plantula ou cultura de calos —
Geosmithia sp. SSP7, sendo os teores dessas substancias variaveis em termos de
concentragdo estimada nas amostras estudadas. Os resultados mostraram que a
associacdao endofito-planta modula positivamente a concentracdo destas duas
substancias, a diferenca das matrizes sem Geosmithia sp. SSP7, sugerindo um efeito

positivo da associagdo simbionte na biossintese.

- Os resultados da avaliagao da atividade antioxidante sugerem que os extratos da
planta S. speciosa in natura e obtida in vitro apresentaram consideravel capacidade
antioxidante. Os extratos metandlicos de Geosmithia sp. SSP7 crescido em CZP e
MID mostraram valores de capacidade antioxidante superiores a 800 umol de TE/g de

extrato em base seca, ndo se verificando atividade para o extrato cultivado no meio
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MS nem para os extratos metandlicos dos controles dos meios de cultura. Ainda, o
extrato metandlico da co-cultura sintética plantulas in vitro oriunda de semente +
Geosmithia sp. SSP7 em MS apresentou consideravel capacidade antioxidante e com
valor superior ao dos extratos desse fungo endofitico sozinho. A substéancia
Calceolariosideo B apresentou elevada capacidade antioxidante no ensaio ORAC-FL.

- As amostras de extratos foram consideradas inativas na avaliagdo da atividade
antimicrobiana frente a bactérias, levedura e a promastigotas de L. amazonenses nas
condigcbes experimentais estudadas. Por outro lado, no caso da triagem de
citotoxicidade sobre a viabilidade celular na linhagem celular proveniente de
fibroblasto de embrido de camundongo 3T3, os resultados sugerem que a maioria das
amostras de extratos ndo apresentam efeito citotdxico com valores de 1Cs0 >250
ug/mL. No entanto, as amostras de extratos metandlicos da planta in natura e da
plantula in vitro obtida a partir de sementes, apresentaram efeito favorecendo a

proliferacdo desta linhagem celular.

Assim, com este estudo multidisciplinar avaliou-se o potencial de S. speciosa,
“‘grupo Fyfiana” (planta in natura, plantula in vitro e cultura de calos) e do fungo
endofitico Geosmithia sp. SSP7 a ela associado na modulacao da biossintese de
moléculas como o Calceolariosideo B e a Pustulina. Verificou-se que fatores como a
luminosidade e balanco de fitorreguladores nas etapas de cultivo, bem como o
estimulo bioldgico por parte de Geosmithia sp. SSP7, impactaram positivamente no
desenvolvimento das culturas da planta in vitro, no teor de Calceolariosideo B e de

Pustulina e na atividade antioxidante e a citotoxicidade dos extratos estudados.
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7. PERSPECTIVAS

Este estudo abre perspectivas para trabalhos futuros com a continuidade de novas

investigacdes tais como:

Estudos sobre os efeitos da sazonalidade e de ciclos circadianos no
metabolismo vegetal de substancias de interesse farmacéutico ou quimico;
Detalhamento dos estudos de biotecnologia vegetal para a producdo de
moléculas bioativas, incluindo a avaliacao da cinética de crescimento dos calos,
com vistas a cultura de células em suspenséao, além da implementagédo de um
procedimento eficiente para a criopreservacao das células vegetais;
Estabelecimento de um procedimento fazendo uso de marcadores moleculares
para determinar se a cepa SSP7 corresponde a uma nova espécie associada
ao género Geosmithia;

Detalhamento dos estudos de co-cultura sintética S. speciosa/Geosmithia sp.
SSP7 e melhoramento da avaliacdo do potencial desse endofito como

bioestimulante e no desenvolvimento vegetal.
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APENDICES

Apéndice 1. Lista da composicdo dos meios de cultura, solugdes indicadoras e
tampdes usados neste estudo.

Meios de cultura ou L
. Composicao g ou mL/L
solucoes

Agar Batata Dextrose

Infusdo de batata de 200g (4,09), dextrose (209g), agar (15
PDA (Neogen) g (4,09) (20g), agar (159)

Agar Creatina Aclicar ~ Sacarose (30g), creatina (3g), K2POs 7H20 (1,6g), MgSO4
(CREA, Frisvad 1981, 7H20 (0,5¢), KCI (0,5¢g), FeSO4 7H20 (0,01g), solugcéo de
Visage et al., 2014)  oligoelementos (1mL), purpura de bromocresol (0,05¢g), agar
pH: 8,0 0,2 (20g), agua destilada (1,0 L)

Agar Extrato de B
Sacarose (309), solucao de Czapek concentrado (10 mL),
Levedura Czapek
(CYA, Pitt, 1979)

pH: 6,2+0,2

extrato de levedura (5,0g), KaHPOs4 (1,0 g), solu¢éo de
oligoelementos (1,0 mL), agar (20 g), agua destilada (1,0L)

Agar Extrato de Malte
(MEA, Samson et al.,
2010) pH: 5,440,2

Extrato de malte (50 g), solucdo de oligoelementos (1,0 mL),
agua destilada (1,0 L), agar (20 g)

Extrato de carne (2,0 g), caseina hidrolizada (17,5 g), amido

Agar Muller Hinton ,
(1,5 9), agar (17,0 g), agua destilada (1,0 L)

Sacarose (30g), NaNOs (2,0 g), KCI (0,5 g), MgSO4 7H20

Czapek caldo pH: ] _
(0,5g), FeSO4 7H20 (0,01g), K2HPO4 (1,0 g), 4gua destilada

6,8+0,2
(1,0L).
Sacarose (309), extrato de levedura (0,5g), soytone (1,0 g),
MID caldo solugao MID 10x (CaNOs (0,28 g), KNOs (0,08 g), KCI (0,06
(Strobel, 2018) pH: 8,0 9), MgSO4 (0,369), NaHPO4 (0,02 g), HsBOs (0,0149),
10,2 MnSO4 (0,050 g), ZnSO4 (0,025g), KI (0,0079g), tartarato de
amonio (5,0 g), agua destilada (1,0 L).

Sacarose (30g), inositol (0,1 g), solucdo de macronutrientes

MS caldo

_ (100 mL), solugao de micronutrientes (1,0 mL), solucao de
(Murashige & Scoog,

Fe-EDTA (5 mL), solucao de vitaminas (1,0 mL), agua
1962) pH: 6,0+0,2

destilada (1,0 L).
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Meio de cultura MS
(Murashige & Scoog,
1962) pH: 6,0£0,2

Sacarose (30q), inositol (0,1 g), phytagel (2,5 g), solugédo de
macronutrientes (100 mL), solugdo de micronutrientes (1,0
mL), solucdo de Fe-EDTA (5 mL), solucao de vitaminas (1,0
mL), carvao ativado* (0,5 g), agua destilada (1,0 L).
*Presente ou nao dependendo da finalidade do meio.

Meio RPMI 1640

RPMI 1640 (10,40 g), Tamp&o MOPS (34,53 g), agua

pH: 7,0+0,1 destilada (1,0 L)
Sais basicos, incluindo adenina, adenosina, hipoxantina,
Meio M199 timina e vitaminas adicionais, sistema tampao de
pH:7,5+0,2 bicarbonato de sodio (2,2 g / L). Modo de preparo segundo
o fabricante
Solugao NT Solucgao salina (0,9 %), Tween 80 (0,1%)
Solugéo de 5mg/mL de MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-
Solugdo MTT 2,5-diphenyltetrazolium bromide), preparo segundo o
fabricante.
Solugédo de 5mg/mL de CTT, cloreto de 2,3,5 trifenil
Solugéo CTT _ .
tetrazolio, preparado segundo o fabricante.
Tampéao fosfato ORAC

pH: 7,05

KH2PO4 (10,72 g), NazHPO4 (5,325g), 4gua Mili-Q (1,0 L).
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Apéndice 2. Lista das substancias utilizadas como amostra-padréo para o estudo de
desreplicacado por UHPLC/ESI-MS/MS.

A = Massa molar Tempo de

Substéancias padrao (g/mol) retencéo (min)
7-hidroxi-a-duniona 258 7.1
a-duniona 241 7.6
Acido betunilico 455 8.9
8-hidroxi-duniona 258 7.3
Cleroindicina C 156 1.87
Tirosol 138 3.17
Duniol 242 7.06
Calceolariosideo B 478 4.61
1-hidroxi-tectoquinona 238 7.35
Tectoquinona 222 8.29
Agregatina D 325 8.39
7,8-metoxi-a-duniona 302 7.06
7,8-metoxi-duniona 302 6.8
7-hidroxi-tectoquinona 238 7.6
7-hidroxi-6-metoxi-a-duniona 288 6.9
1,6-hidroxi-tectoquinona 254 8.6
Cedrol + epicedrol 222 6.6
Cleroindicina B 158 0.65
Lapachenol 240 9.06
Halleridona 154 1.98

Pustulina 268 7.6
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Apéndice 3. Cromatogramas do estudo por UHPLC/ESI-MS/MS dos extratos
metanolicos de Sinningia speciosa (planta in natura, plantula in vitro, cultura de calos
e co-culturas sintéticas planta-endéfito), modo ion negativo; e de Geosmithia sp. SSP7
crescido nos meios CZP, MID e MS, modo ion negativo/positivo.

Apéndice 3.1. Cromatogramas e espectros amostra da planta in natura, modo ion
negativo; m/z 477, correspondente ao Calceolariosideo B e m/z 267, correspondente
a pustulina.

477
1o 1.06e8

s / Calceolariosideo B

n
063 379 445
338 351
o S — S .
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 9.00 950 1000 | 1050 1100 1150 1200
EPS 2: Scan ES-
7.30 . 267
b / PUStU|Ina 3.02¢7
*
0 080077 148 582598604 63454 g1 78 815 878898
050 100 150 200 250 | 800 | 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 9.00 950 1000 | 1050 1100 1150 1200
EPS 2: Scan ES-
080 TIC
100 1.08e9
426
= 418 439 458 1093
a7 931950  ogs
148 29 579 684 7.38 851  8849.00 -
o Time
0.50 1.00 150 2.00 250 3.00 350 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 750 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00
EPS 151 (4.145) 2: Scan ES-
100 a2 / 1.41e7
74
478.3
609.4
499.0
994 6234
1467 6088 | 6237 667.2 8138 8343 e 10902 11476 14798
6247 7436 981.4 11236 1407.8
1200 188917 4 3019 sas1 azz0 ‘S| | 541254795560 o75.1 669 ggrp 520 %44 10360 10517 12333 12877 13175 13781 14362 | 14843
|
ol L | L
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 80 900 90 1000 1050 1100 1150 1200 1250 ~ 1300 1350 1400 1450
EPS 266 (7.302) 2:Scan ES-

100 267. ZA/ 5.23¢6

2669
67.3
265 13922
67.7
S
3845
19412085 2008 37629724366 4549 7554 11078 Jasss
11291280 4 443
1752 2718 5190 57805875 6462 6960 7973 8207 9080 g 5 ooz 10641 11393 11se4 13356 14377
2518 7602 12368 12510 13234
1447 593 8761 1099.1 13527 14779
9658 14852
|
| | \ |
0 miz

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450



92

Apéndice 3.2. Cromatogramas do extrato da plantula in vitro obtida por semente,
modo ion negativo. lons m/z 477, correspondente ao Calceolariosideo B (caixa azul)
e m/z 267, correspondente a pustulina (caixa amarela) comparados com os padroes.

Padrao Caloslariosideo B 2: Soan ES-
461 477
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Apéndice 3.3. Cromatogramas do extrato da plantula in vitro organogénese, modo
ion negativo. lons m/z 477, correspondente ao Calceolariosideo B (caixa azul) e m/z
267, correspondente a pustulina comparados com os padroes.
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Apéndice 3.4. Cromatogramas do extrato dos calos, modo ion negativo. lons m/z477,
correspondente ao Calceolariosideo B e m/z 267, correspondente a pustulina

comparados com os padroes.
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Apéndice 3.5. Cromatogramas do extrato da plantula in vitro obtida por semente em
co-cultura com Geosmithia sp. SSP7, modo ion negativo. lons m/z 477,
correspondente ao Calceolariosideo B (caixa azul) e m/z 267, correspondente a

pustulina (caixa amarela) comparados com os padrdes.
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Apéndice 3.6. Cromatogramas dos extratos dos calos em co-cultura com Geosmithia
sp. SSP7, modo ion negativo. lons m/z 477, correspondente ao Calceolariosideo B e
m/z 267, correspondente a pustulina comparados com os padroes.
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Apéndice 3.7. Cromatogramas dos extratos de Geosmithia sp. SSP7 crescido nos
meios Czapek, MID e MS, modo ion positivo, comparados com os controles dos
meios.
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Apéndice 3.8. Cromatogramas do extrato de Geosmithia sp. SSP7 crescido nos
meios Czapek, MID e MS, modo ion negativo, comparados com os controles dos
meios.
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Apéndice 4. Curva analitica para a quantificacdo por UHPLC/ESI-MS/MS das
substancias Calceolariosideo B e Pustulina, detectadas em Sinningia speciosa.

Apéndice 4.1. Curva analitica e quantificacao do Calceolariosideo B

CURVA ANALITICA CALCEOLARIOSIDEO B

n=2
Amostra CONCENTRACAO AREA 1 AREA 2 MEDIA DP
0 250 - - - -
1 125 11270,1 11096,2 11183,15 122,965869
2 62,5 3163,1 5462,3 4312,7 1625,77991
3 31,25 2678,4 2916,7 2797,55 168,503546
4 15,625 772,08 1088,6 930,34 223,813438
5 7,8125 291,4 311,46 301,43 14,184562
Calceolariosideo B
12000
y =90,949x - 500,31,
10000 R2 =0,9859
8000
6000
4000
2000
0
0 20 40 60 80 100 120 140
QUANTIFICACAO DA SUBTANCIA NOS EXTRATOS (CALCEOLARIOSIDEO B)
n=2
CODIGO NOME AREA1 AREA2 MEDIA DP CONCENTRAQAD Hg/mL.
EOR15 Planta in natura 5525,7 5151,2 5338,45 264,81149 64,198177
EOR12 Plantula in vitro obtida por sementes 2330,6 2192,2 2261,4 97,863579 30,36547955
JAC3 Plantula in vitro obtida por organogénese 11730 12259,7 11994,85 374,55446 137,3864473
JAC4 Calos <7,81

JAC5 Co-cultura plantula in vitro sementes + SSP7 5733,5 5410,5 5572 228,39549 66,76609968



Apéndice 4.2. Curva analitica e quantificagdo da Pustulina

CODIGO

EOR15
EOR12
JAC3
JAC4
JAC5

Amostra CONCENTRACAO AREA1

0 250
1 125
2 62,5
3 31,25
4 15,625
5 7,8125
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000
0
0 20 40

NOME

Planta in natura
Plantula in vitro obtida por sementes
Plantula in vitro obtida por organogénese
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CURVA ANALITICA DE PUSTULINA
n=2
AREA 2 MEDIA DP
66689,5 73641 70165,25 4915,45279
41745,9 40255,7 41000,8 1053,73053
17602,3 17770,9 17686,6 119,218203
9750,86 9579 9664,93 121,523371
2829,3 3527,5 3178,4 493,701955
Pustulina
y =572,38x + 614,61
R%=0,9902,.:5%
60 80 100 120 140
QUANTIFICACAO DA SUBTANCIA NOS EXTRATOS (PUSTULINA)
n=2
AREA1 AREA2 MEDIA DP CONCENTRAGAO pg/mL.
24512 23139,7 2382585 970,36264 42,69970998
25066 23511 242885 109,9551 5317201859
1788,9 2087,4 1938,15 211,07137 4,459904259
379,6 339,11 359,355 28,630754 1,701605577

Calos

Co-cultura pléantula in vitro sementes + SSP7 24193,3

218553  23024,3 1653,2157

41,29932912
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