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Introducio

A associacdo entre plantas e microrganismos constitui um pilar da ecologia e da
biotecnologia por desempenhar papel essencial na manutengao de ecossistemas e na adaptacao
das plantas a diferentes condi¢cdes ambientais. Essas interagdes podem assumir carater
mutualistico, comensal ou até mesmo parasitario, sendo mediadas por complexos processos
bioquimicos. Dentre elas, destacam-se as estabelecidas no interior dos tecidos vegetais,
envolvendo microrganismos denominados endofidicos, que colonizam a planta sem causar
danos aparentes ao hospedeiro (Azevedo et al., 2000). Tais relagdes podem resultar em
beneficios mutuos, como o aumento da resisténcia da planta a estresses bidticos e abioticos e,
em contrapartida, a obtencao de abrigo e nutrientes para os fungos, caracterizando uma relagao
simbidtica vantajosa para ambos (Rodriguez et al., 2009).

A importancia dessas associagdes torna-se evidente quando se considera a produgdo
de metabolitos secundarios, tendo em vista que tanto as plantas quanto os microrganismos
endofidicos sdo capazes de sintetizar compostos bioativos com fungdes ecologicas especificas.
Notavelmente, estudos demonstram que fungos endofidicos podem produzir metabolitos
secundarios idénticos ou analogos aqueles sintetizados por suas plantas hospedeiras, incluindo
substancias com potencial farmacologico (Strobel; Daisy, 2003).

A partir desse contexto, a espécie Duguetia furfuracea, pertencente a familia
Annonaceae, ¢ um arbusto distribuido em regides de cerrado do Brasil que apresenta potenciais
significativos em estudos de metabolitos secundarios (Pinho et al., 2014). Sendo conhecida
como ‘““araticum-seco”, essa espécie € muito utilizada na medicina popular, a exemplo do uso
do po6 das sementes no tratamento de pediculose, bem como infusdes de folhas no tratamento
de distirbios renais e como agente antiparasitario (Silva et al., 2007). Quimicamente, a D.
furfuracea apresenta uma composicdo complexa, caracterizada pela presenca de alcaloides,
flavonoides, sesquiterpenos e outros compostos fendlicos, os quais estao associados a diferentes
atividades biologicas, como ag¢do antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante, anti-
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inflamatoria e antitumoral, além de atividade citotoxica e efeitos sobre 0 estresse 0x1dat1vo
(Pinho et al., 2014). Entretanto, ainda ndo se encontram registros na literatura acerca de estudos
baseados em metabdlitos secundarios obtidos a partir de microrganismos associados a essa
espécie, assim como suas composi¢des ou potenciais farmacoldgicos, sejam eles semelhantes
ou distintos aos identificados na planta hospedeira.

Assim, tendo em vista a relevancia da investigagdo de fungos endofidicos nessa
espécie, o presente trabalho tem como objetivo realizar o isolamento e o cultivo de
microrganismos presentes em folhas de D. furfuracea para extrair e analisar os compostos
organicos volateis (COV’s) produzidos por eles. A dopagem dos meios de cultivo usados
também ¢ abordada, uma vez que se constitui como uma estratégia experimental interessante
para modulagem da producdo de metabolitos por esses microrganismos. Esse processo ocorre
a partir da adi¢do de substancias especificas — tais como precursores biossintéticos, sais
minerais ou indutores quimicos — com a finalidade de influenciar rotas metabolicas
especificas. No caso desse estudo, o procedimento de dopagem selecionado concentra-se na
adicao de um sal (MnCl,), com o intuito de avaliar as mudancas causadas nas rotas metabolicas
produzidas na presenga do composto e as diferencas observadas em relagdo ao meio nao
dopado.

A andlise dos COV’s coletados baseia-se na cromatografia gasosa, que realiza a
separagdo de compostos em fungdo de sua volatilidade e interagdo com a fase estacionaria da
coluna cromatografica. Quando acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), a técnica
permite a separagao eficiente dos constituintes da mistura complexa obtida da extragcdo ¢ a
identificacdo estrutural dos compostos por meio da analise de seus espectros de fragmentacao
(Skoog et al., 2014). Essa combinacdo torna o procedimento altamente sensivel e aplicavel na
analise de metabolitos secundarios, como terpenos, alcoois, ésteres, aldeidos e outros
compostos organicos volateis. Portanto, ressalta-se a importancia do estudo dos compostos
produzidos pelos microrganismos associados a espécie D. furfuracea, tendo em vista as
contribui¢des ao conhecimento cientifico na area da Quimica dos Produtos Naturais, além de
propostas de obten¢ao de compostos organicos volateis biologicamente ativos por meio do
cultivo do microrganismo isolado em substituicdo a extracdo direta da espécie vegetal,
representando uma alternativa para a aplicacdo dos principios sustentdveis afim de minimizar
os impactos ambientais. A identificagdo de um microrganismo capaz de produzir compostos de
interesse torna possivel estabelecer protocolos de cultivo e extracdo em condi¢des controladas,
permitindo maior reprodutibilidade sobre o processo produtivo, sem danos ao material vegetal.

Material e Métodos

As folhas da espécie D. furfuracea foram coletadas em janeiro de 2026, na regido de
Tajipuru II em Sdo José de Ribamar, MA (2°38'59.7"S 44°10'26.4"W). Para o isolamento dos
fungos endofidicos, as folhas foram submetidas a lavagem com agua corrente e sabao liquido,
seguida de desinfestacdo superficial conforme metodologia adaptada de Pereira et al. (1993) e
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Aratjo (2001). Apds a desinfestacdo, fragmentos foliares foram retirados e inoculados em
placas de Petri contendo meio BDA, sendo posteriormente incubados para o crescimento dos
microrganismos. As coldnias fingicas obtidas foram repicadas para novas placas contendo o
mesmo meio de cultura, utilizando técnicas assépticas com o objetivo da obtencao de culturas
sem contaminagao.

Para a producdao dos metabdlitos volateis, foi selecionado um dos fungos isolados,
nomeado como MAR3.1, escolhido por apresentar melhor reprodugdo, bem como uma macro
morfologia mais definida. Como observado na Figura 1, a colonia apresentou desenvolvimento
concentrado a partir do ponto de inoculacdo. A regido central exibiu coloracdo acinzentada,
mais intensa que a periferia, enquanto a superficie expds um aspecto aveludado e as margens
relativamente regulares, indicando um crescimento uniforme sobre o meio de cultura.

Figura 1. Fungo MAR3.1.

Fonte: Autores (2026).

Logo, o microrganismo foi cultivado em meio solido de arroz parboilizado e
acondicionado em baldes de fundo redondo de 1,0 L. A inoculagdo foi realizada por meio de
suspensdo de esporos, seguida de incubacdo por 20 dias, em temperatura ambiente e sem
agitacdo. Dessa forma, o fungo MAR3.1 foi cultivado em duas etapas distintas, sendo a primeira
referente ao crescimento em arroz, nao havendo dopagem do meio, e a segunda ao crescimento
no meio dopado com a presenga do sal MnCl,. Os ensaios ndo foram realizados em duplicata
em virtude do carater inicialmente qualitativo do trabalho, que visou verificar a variagdo da
composi¢ao das amostras a partir de condi¢des distintas.

Apbs isso, as extragdes dos COV’s produzidos foram realizadas por meio de
hidrodestilacao, utilizando éter etilico para a coleta dos 6leos resultantes, que foram analisados
por CG-EM. A analise das amostras coletadas foi feita em um sistema de Cromatografia Gasosa
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acoplado a Espectrometria de Massas (CG-EM), composto por um A‘é*ilentl 8860 GC Systena e
detector Agilent 5977C GC/MSD, equipado com injetor automdtico (modelo Agilent 19091S-
433UI). A separagao utilizada foi uma coluna capilar HP-5ms Ultra Inert (30 m x 250 um x
0,25 um) e o hélio foi usado como gas de arraste sob fluxo na coluna de 2mL/min, pressao de
18,544 psi, velocidade média de 52,038cm/s e tempo morto de 0,96083min. O volume de
inje¢do foi de 0,2uL no modo split (5:1), com injetor mantido a 200 °C. A programacgao de
temperatura do forno iniciou em 50 °C (isoterma de 5 min), seguida de uma rampa de 7°/min
até 290 °C (mantida por 5 min), totalizando uma corrida de 44 min. No espectrometro de
massas, foi configurado um solvent delay de 1,5 min.

Resultados e Discussao

As analises por CG-EM evidenciaram diferentes componentes nas amostras estudadas
em condic¢des distintas. Dessa maneira, ao se tratar inicialmente da amostra B-MnCl,, que
corresponde ao branco do ensaio dopado contendo apenas o meio sélido de arroz e o sal MnCl,,
o cromatograma obtido a partir da analise demonstrou a presenca de um unico pico encontrado
em 19,947 min, conforme mostrado na Figura 2, sendo o pico inicial correspondente ao solvente
utilizado, éter etilico.

Figura 2. Cromatograma referente a analise da amostra B-MnCl,.
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Fonte: Autores (2026).

A partir disso, o programa de espectro de massas realizou uma busca na biblioteca do
aparelho e, confrontando com os dados da literatura, foi possivel sugerir que o pico com tempo
de retencdo proximo a 20 min trata-se do Curcumenol, com uma baixa probabilidade de 6,9%.
No entanto, para a confirmacao da identidade do composto, se faz necessario outros meios de
caracterizagdo que permitam melhores correspondéncias com probabilidades mais elevadas.
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Além disso, em relagdo as andlises das amostras ndo dopadas com o sal MnCl,, as quais foram
identificadas como B- Nao dopado (branco do ensaio- meio solido de arroz) e D1- Nao dopado
(meio soélido de arroz e o fungo MAR3.1), os cromatogramas obtidos foram idénticos ao
representado na Figura 2, referente a amostra B-MnCl,. Dessa forma, a auséncia de picos
adicionais além daquele registrado préximo a 20 min nas andlises demonstrou o mesmo perfil
cromatografico para tais amostras. Isso possibilitou sugerir que ndo houve produgdo expressiva
de COV’s pelo fungo cultivado nas condi¢des oferecidas, uma vez que o cromatograma
atribuido aos brancos do ensaio, contendo somente o meio solido de arroz, também foi atribuido
a amostra contendo meio so6lido de arroz e o fungo inoculado. Sendo assim, o composto
preponderante apresentado nos cromatogramas foi produzido pelo préprio meio de cultivo
utilizado no experimento, o arroz parboilizado.

Todavia, no que diz respeito & amostra extraida do ensaio com dopagem contendo o
meio solido de arroz e o fungo cultivado (D1- MnCl,), as andlises viabilizaram a identificagcdo
de composi¢des completamente distintas € muito mais complexas em relagdo as amostras
discutidas anteriormente, como evidenciado na Figura 3.

Figura 3. Cromatograma referente a analise da amostra D1-MnCl,.
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Fonte: Autores (2026).

Assim como realizado no cromatograma apresentado na Figura 2, o programa de
espectro de massas, através da andlise dos espectros dos compostos em confronto com a
biblioteca do aparelho e na literatura em plataforma de busca como o NIST, foi capaz de indicar
que a amostra de COV’s extraida em meio dopado expds grande complexidade em termos de
composi¢ao em decorréncia da presenga de inumeras substancias distintas, como mostrado na
Tabela 1.

Tabela 1. Compostos indicados pela analise de CG-EM para a amostra D1-MnCl,
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Composto Tempo de reteng:ao (mln)
Furfural 3,976
1-(2-furanil)etanona 6,501
Benzaldeido 7,872
5-metilfurfural 8,114
p-Cresol 11,193
Tetradecano 17,847
Curcumenol 19,963
Decosanoato de etila 27,263
Hexadecanonitrila 28,741
Palmitoleato de glicidila 33,180

Fonte: Autores (2026).

Logo, a diferenca significativa denunciada pelos cromatogramas apresentados permitiu
acreditar que a presenca do sal de dopagem MnCl, na concentracdo de trabalho (125ppm) em
meio solido de arroz provocou alteragdes nas rotas metabolicas oriundas do fungo inoculado e
possibilitou a obten¢do de variados compostos organicos, tendo em vista que nao foram
denotadas produgdes relevantes de volateis pelo microrganismo apenas no meio de cultivo.
Dessa forma, a influéncia da composi¢do do meio de cultivo sobre o metabolismo do fungo
endofidico estudado se torna evidente, uma vez que as condi¢des nutricionais e quimicas do
ambiente exercem papel determinante na expressao de vias metabolicas envolvidas na
biossintese de metabolitos secundarios (Strobel; Daisy, 2003). A dopagem dos meios de cultivo
com sais metalicos representa uma abordagem de modulagem muito eficiente, pois se
fundamenta na capacidade dos metais de influenciarem processos bioquimicos essenciais ao
metabolismo celular. Diversos ions metalicos, como ferro (Fe*'/Fe*"), cobre (Cu?*), zinco
(Zn**), magnésio (Mg?") e manganés (Mn?"), participam diretamente da estrutura ou da ativacao
de inimeras enzimas envolvidas na respiracao celular, no metabolismo oxidativo e na sintese
de metabolitos secundarios (Nelson; Cox, 2021). Assim, como constatado pelo presente
trabalho, pequenas altera¢des na concentragao desses elementos podem provocar modificagdes
significativas na atividade metabodlica dos fungos, resultando em mudangas na producgdo de
compostos bioativos como resposta ao estresse causado pelo ambiente.

Além disso, a partir dos resultados observados, torna-se interessante comparar os
compostos organicos volateis obtidos a partir do fungo endofidico cultivado e aqueles descritos
pela literatura para o oleo essencial extraido diretamente da planta D. furfuracea, sendo
reveladas diferengas significativas em sua composicdo quimica. Estudos focalizados na
caracterizacdo do O6leo essencial da espécie apresentam diversos resultados para a sua
composicao, destacando principalmente constituintes provenientes dos monoterpenos e
sesquiterpenos, como B-felandreno, sabineno, terpinen-4-ol, biciclogermacreno, espatulenol,
germacreno-D e trans-cariofileno (Valter et al., 2008). No entanto, tais compostos ndo foram
identificados na andlise cromatografica realizada com os metabolitos produzidos pelo fungo
cultivado. Essa divergéncia sugere que o microrganismo pode ter apresentado um metabolismo
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secunddrio distinto daquele atribuido a planta hospedeira, refor(;andg‘que 'fungos endofidicos
podem sintetizar metabolitos especificos (Schulz; Boyle, 2005). Nao obstante, a auséncia de
compostos em comum entre os estudos levanta a hipétese de que alguns metabdlitos descritos
para D. furfuracea possam estar relacionados também a atividade de outros fungos endofidicos
associados a espécie ou serem produzidos exclusivamente pelos tecidos vegetais.

Conclusoes

O fungo MAR3.1, isolado da espécie botanica Duguetia furfuracea, foi capaz de
apresentar uma complexidade de metabolitos volateis muito distinta a depender das condig¢des
de incubac¢do ao qual foi submetido. Em meio sélido de arroz sem dopagem, o fungo ndo expds
variedade de COV’s produzidos de forma distinta aos produzidos pelo meio; enquanto em meio
s6lido de arroz dopado com o cation metdlico Mn?*, o microrganismo gerou diversos
compostos em intensidades e tempos de retengdo diferentes, analisados pelo CG-EM. Logo, a
dopagem de meios de cultivo com MnCl, se configura como uma estratégia promissora para a
manipulagdo do metabolismo de fungos endofidicos, permitindo modular tanto o crescimento
quanto a producao de compostos organicos volateis.

A partir desse cendrio, torna-se notéria a importancia associada aos estudos envolvendo
a dopagem de meios de cultivo e a andlise de COV’s produzidos por microrganismos
endofidicos, tendo em vista a contribui¢do para ampliar o conhecimento acerca da regulagao
metabdlica dos fungos e dos mecanismos que controlam a expressao de vias biossintéticas
silenciosas. Essa abordagem representa uma alternativa sustentdvel para a obtengdo de
compostos de interesse biotecnologico, reduzindo a necessidade de exploracao direta da planta
hospedeira e favorecendo o aproveitamento racional da biodiversidade microbiana.
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