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Introducao |

Os terpendides possuem |IPP como precursor
biossintético, e duas rotas principais sdo responsaveis
pela biossintese desta classe de compostos: a via do
mevalonato (MVA) e a via da triose-piruvato (MEP)'. A
investigacao da biossintese que leva a formac{‘éo de IPP é
feita através da incorporacdo de 1-D-glicose-'°C. Estudos
de biosprospeccgéo iniciados com fungos endofiticos de
Smallanthus sonchifolius (yacon) levaram ao isolamento
do fungo Nigrospora sphaerica®. Este endofitico
biossintetiza quantidades apreciaveis de diterpendides,
em especial a afidicolina, que apresenta elevada
atividade citotéxica em células tumorais®. Ja a planta
hospedeira (yacon) acumula uma série de lactonas
sesquiterpénicas (LSTs) bioativas, marcadores
quimiotaxondmicos da espécie’. Assim, estudos de
biossintese focados na incorporagao 1-D—g|icose-13C,
principal precursor dos isoprendides, tiveram como
objetivo predizer as principais vias envolvidas na
formacdo das LSTs (planta) e do diterpeno (endofitico).

Resultados e Discussao |

A avaliagdo da rota biossintética envolvida na formagéo
dos terpendides no vegetal (yacon) foi conseguida por
meio da incorporacdo de 1-D—g|icose-13C no meio de
cultura das plantulas obtidas por micropropagacéao.
Primeiramente foram utilizados protocolos de desinfec¢édo
do material vegetal, e em seguida 60 segmentos
(segmentos nodais e gemas apicais) foram inoculados
em meio Murashige e Skoog (MS)* suplementados com 3
% de glicose. As primeiras plantulas foram obtidas com
20 dias de germinagdo e um extrato acetbnico das
mesmas foi preparado e injetado em CLAE-DAD para
verificagdo da possivel presenga das LSTs utilizando-se
de padrbes auténticos. Tendo-se observado a presencga
das LSTs, repicou-se as plantulas em meio MS
suplementados com 3 % de 1-D-glicose-"°C. Apés 60
dias de incubacdo as plantulas foram retiradas e um
extrato acetbnico foi preparado. O extrato (235 mg) foi
submetido a fracionamento cromatografico levando ao
isolamento das duas principais lactonas sesquiterpénicas
enriquecidas com '*C; enidrina (5 mg) e uvedalina (6 mg).
A avaliagdo da via terpenoidica do endofitico (Nigrospora
sphaerica) foi conseguida por meio da incorporagéo de 1-
D-glicose-"°C no meio de cultura. As fermentagdes foram
realizadas em meio liquido (Czapek) modificado com 1%
de 1-D-glicose-'°C. Para o cultivo em Czapek, N.
sphaerica foi inoculado em meio pré-fermentativo “seed”
(48h, 120 rpm, 30°C) e em seguida em meio fermentativo
enriquecido com 1-D-glicose-""C (8 dias, 120 rpm, 30°C).
O extrato (393 mg) foi obtido e submetido a
fracionamento cromatografico levando ao isolamento do

33? Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

diterpeno afidicolina (42 mg) enriquecido com '*C. Em
etapa posterior, os metabodlitos foram analisados por
RMN de "°C e os espectros das substancias enriquecidas
e ndo enriquecidas foram comparadoss. A rota operante
encontrada no endofitico foi a do MVA, enquanto que no
vegetal foi a via do MEP (rota alternativa), que
possivelmente estd compartimentalizada no plastidio
(figura 1).
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Figura 1. Metabdlitos avaliados apds incorporagao in vivo
de 1-D—g|icose-13C no endofitico (Nigrospora sphaerica-A)
e planta hospedeira (Smallanthus sonchifolius-B).

Conclusoes |

A avaliagdo das vias terpenoidicas envolvidas no
endofitico e planta hospedeira culminou no envolvimento
da MVA e MEP, respectivamente. Portanto, planta e
endofitico biossintetizam terpenos através de vias
diferentes. A marcagdo para as LSTs seguiram vias
esperadas, como na biossintese dos sesquiterpenos da
camomila®. Os estudos de marcagdo isotdpica sdo de
grande importancia, uma vez que permitem a
determinagéo da via operante, além da possibilidade de
predicdo no vegetal das principais organelas envolvidas
na biossintese dos metabdlitos. Este € o primeiro estudo
de comparacédo de vias biossintéticas entre substancias
encontradas no fungo endofitico e sua planta hospedeira.
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