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Resumo 

Fungos pertencem a um grupo de microrganismos que produz vários produtos 
naturais biologicamente ativos. As espécies do gênero Trichoderma possuem 
potencial para produzir moléculas da classe dos antibióticos denominados 
peptaibols. Esses microrganismos são capazes de produzir essas biomoléculas 
com extensa diversidade de sequências. Sua singularidade reside em ter 
aminoácidos não  canônicos, como o ácido α-aminoisobutírico (Aib) e Isovaline 
(Iva). A atividade antimicrobiana e antifúngica desses peptídeos é atribuída à 
indução de canais iônicos       na bicamada lipídica dos organismos-alvo. Os 
peptídeos fúngicos são explorados  por suas aplicações biotecnológicas na 
medicina humana e na proteção de plantas. Tendo em vista o potencial 
biotecnológico desses organismos e a diversidade de espécies com importância 
química, este estudo visou a caracterização química de peptaibols produzidos 
por um fungo amazônico. Neste estudo, o sequenciamento de  peptaibols de 11 
resíduo produzidos por Trichoderma amazonicum foi realizado por meio de 
cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas em tandem de alta 
resolução (LC-MS/MS). O estudo foi conduzido com T. amazonicum, isolado do 
fruto do açaí-do-amazonas (Euterpe precatoria). Evidenciou-se, o potencial             
químico da espécie, e possibilitou a biossíntese de moléculas potencialmente 
novas. 
 
Palavras-chave: Espectrometria de massas, Peptídeos não ribossomais, 
Fungos amazônicos 

 
Introdução 

Fungos endofíticos podem ser definidos, de maneira geral, como aqueles 

que em determinado período de sua vida, colonizam seus hospedeiros (plantas) 

sem causar sintomas visíveis de doenças (Pamphile et al. 2017; Rana et al. 

2019). Esses microrganismos adentram nos tecidos vegetais por diversas 

fissuras naturais, como estômatos ou ferimentos nos tecidos (Peixoto et al. 

2004).
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Dentre os fungos mais frequentemente encontrados como endofíticos, 

destacam-se as espécies do gênero Trichoderma que ocorrem em diferentes 

ecossistemas, colonizando vários substratos, como solo e madeira em 

decomposição (Samuels et al. 2006; Zhang et al. 2007; Druzhinina et al. 2011; 

Druzhinina et al. 2012; Chaverri e Samuels 2013). Além disso, certas espécies 

são conhecidas como endofíticas de insetos e patógenos facultativos de 

humanos, demonstrando uma alta adaptabilidade a vários nichos ecológicos 

(Ruano-Rosa et al. 2016). A habilidade de sobreviver a diversos ambientes facilita 

a presença desse fungo em várias regiões do planeta, devido aos seus 

mecanismos físico-químico na produção de enzimas e antibióticos permitindo 

eficiente utilização do substrato (Almeida et al. 2007; Jaklitsch 2009; Atanasova 

et al. 2013). 

Espécies de Trichoderma são relatadas como predadores de 

fitopatógenos e seu processo de biocontrole envolve diferentes mecanismos ou 

uma combinação destes, como produção de antibióticos, micoparasitismo e 

competição por nutrientes (Mukherjee et al. 2013; Sood et al. 2020; Poveda et 

al. 2021; Ali et al. 2022). Um dos mecanismos de biocontrole utilizado pelos 

Trichoderma é a produção de peptídeos conhecidos como peptaibols, que agem 

na bicamada lipídica e bactérias e fungos (Chávez et al. 2017; Ramada et al. 

2018). Os peptídeos não ribossomais (NRPs) consistem em um grande grupo de 

metabólitos secundários que são biossíntetizados por mega enzimas 

multimodulares, conhecidas como peptídeos sintetases não ribossômicas 

(NRPSs) (Daniel e Rodrigues Filho 2007). 

Tendo em vista o crescente interesse nesta classe de moléculas 

promissoras, bem como o potencial de Trichoderma em produzí-las, este estudo 

objetivou a caracterização do perfil químico peptaibols produzidos por T. 

amazonicum MMSRG 38A, uma espécie pouco estudada sobre seu potencial 

biotecnológico. 
 

Material e Métodos 

O isolamento do fungo MMSRG38A foi realizado mediante metodologia 

previamente descrita (Souza et al. 2004), de Euterpe precatoria e armazenados 

na micoteca do grupo de pesquisa em metabolômica e espectrometria de 

massas        MMSRG. 
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A extração de DNA seguiu o método CTAB (Doyle e Doyle 1987) usando 

micélio cultivado em BDA por 3 dias a 28 °C em 125 rpm. As reações em cadeia 

da polimerase (PCR) foram utilizadas para amplificação da região do espaçador 

interno transcrito (ITS) e sequências parciais dos genes elongation factor 1-α (tef-

1α) foram preparadas utilizando o kit Easytaq (Synapse Biotechnology) com dois 

pares de primers: ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 

(TCCTCCGCTTATTGATATG) (White et al. 1990), e iniciadores EF-1αF 

(ATGGGTAAGGARGACAAGAC) e EF-1αR (GGARGTACCAGTSATCATGTT); 

(O'donnell et al. 1998). A condição de PCR para amplificação de todos os loci foi: 

desnaturação inicial a 95 °C por 3 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 95 °C por 

45 segundos, temperatura de hibridização a 57 °C por 45 segundos, extensão a 

72 °C por 1 min, extensão final a 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR foram 

submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%) para confirmação do 

comprimento do amplicon usando o marcador de 1kb (Invitrogen). A sequência 

consenso para cada locus foi obtida com base no sequenciamento das fitas 

forward (F) e reverse (R) utilizando-se o programa MEGA 7. O alinhamento das 

sequências obtidas foi realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

O isolado T. amazonicum (MMSRG 38A) foi inoculado em frascos do tipo 

Erlenmeyers contendo 20 g de arroz parboilizado autoclavado. Incubado por um 

período de 14 dias à temperatura ambiente (25 ºC). O material fúngico foi extraído 

por maceração a frio diretamente com acetato de etila (AcOEt) durante a noite, 

obtendo- se o respectivo extrato (Fotso et al. 2018). 

As análises LC-MS/MS foram realizadas com um cromatógrafo de sistema 

de cromatografia líquida Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 acoplado a um 

espectrômetro de massa de alta resolução Thermo Scientific TM Q Exactive TM 

Plus (Waltham, MA, EUA). As análises de cromatografia líquida foram realizadas 

usando um Ascentis C18 Coluna expressa (100 × 4,6 mm; 2,7 µm) (com uma 

coluna de proteção) (Supelco, Bellefonte, PA, EUA) com formato de amônio 

(0,1% p/v) (fase móvel A): acetonitrila/ácido fórmico (0,1% p /v) (fase móvel B) a 

uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min no modo de eluição gradiente da seguinte forma: 

B -15% (0-1 min); B 15- 95% (1-16 min); B 95% (16-21 min); B 95-15% (21-22 

min) e B 15% (22-30 min). A temperatura do forno foi mantida a 40 °C. Os 

parâmetros de ionização da fonte foram: tensão de spray 3,9 kV; temperatura 
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capilar 300 °C; Nível S-Lens 50, gás de bainha 50, gás auxiliar 15. As amostras 

foram analisadas na faixa de massa de varredura de m/z 150 a 1000 na resolução 

de 35000 (varredura completa positiva e negativa) seguido por MS2 dependente 

de dados (experimentos ddMS2 Top3) usando uma resolução de 17500 e 

energia de colisão normalizada (NCE) escalonada em 35-50%. 

 

Resultados e Discussão 

A identificação molecular preliminar com base na região, do fator de 

alongamento da tradução tef1-α, localizou o isolado MMSRG 38A no clados 

harzianum, resultando na identificação do isolado MMSRG 38A como sendo a 

espécie T. amazonicum (Fig. 1). A literatura mostra que essa espécie é uma 

eximia produtora de enzimas como quitinase (Tameswari 2016) além de 

promover crescimento de plantas (Matarusu 2022). 

 

 
 
Figura 1. Árvore filogenética do marcador tef1-α gerada pela análise Neighbor joining. O isolado 
MMSRG 38A obtidos neste estudo está destacado com um quadrado vermelho. 

 

As altas m/z observadas em diversos picos do cromatograma de íons 

totais de T. amazonicum (MMSRG 38A) indicou que esta espécie nas condições 

avaliadas foi capaz de produzir compostos da classe dos peptídeos (Fig. 2). Os 

compostos eluindo nos referidos tempos apresentaram m/z 1175,7764, 

1189,7917, 1220,8339 e 1262,8805 respectivamente. A busca na literatura 

pelas duas últimas substâncias fúngicas com as mesmas m/z não apresentou 

resultados consistentes, o que nos leva a supor que se trata de novas moléculas. 
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A interpretação manual dos espectros de íons produtos indicou mistura complexa 

de NRPs da classe dos peptaibols. Alguns dos picos que possuem relação com 

peptaibols apresentaram moléculas protonadas [M+H]+. 

 

 
 
Figura 2. Cromatograma de íons totais dos compostos anotados. Os números indicam 
compostos anotados em ordem crescente de tempo de retenção (RT). 

 

A análise de fragmentação por meio do experimento de varredura de íons 

produtos permitiu a identificação de dois peptaibols (Fig. 3 e 4). A identificação 

para as sequências de amino ácidos dos peptaibols hipomuricinas, analisou-se 

a fragmentação do composto com m/z 1175.7764 [M+H]+, C58H102N12O13, 1.8 

ppm), como modelo para o peptaibols hipomuricina A4 (Fig. 3). No espectro de 

varredura de íons produtos, observam-se majoritariamente íons da série b, os 

quais compreenderam os íons de b10 a b3, seguindo na direção da porção C-

terminal para a N-terminal. Na porção C-terminal, as fragmentações m/z 1175 

m/z 961 (b10, - 214 u) confirmaram que esta porção é o aminoálcool leucinol 

com um resíduo de prolina. Posteriormente, foram observadas perdas 

características de resíduos de aminoácidos como alpha aminoisobutirico (Aib, - 

85 u), leucina/isoleucina (Lxx, - 113 u), (Pro- 97 u), (Aib, - 85 u) e (Lxx, - 113 u) 

(Fig. 3). Além destes, o íon b1 de m/z 128.07 possibilitou a caracterização da 

porção N-terminal, uma vez que corresponde ao agrupamento dos resíduos Aib-

Gln com o grupo amino acetilado. Desta forma, a sequência da hipomuricina A3 

foi determinada como Ac-Aib-Gln-Vxx-Lxx-Aib-Pro-Lxx-Lxx-Aib-Pro- Leuol. 
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Figura 3. MS/MS do peptaibol hipomurocina A3. 
 

 
Figura 4. MS/MS do peptaibol hipomurocina A4. 

 

Trichoderma amazonicum MMSRG 38A é um produtor de peptaibols de 

11 resíduo da série das hipomurocinas que apresentam atividades antibióticas, 

anti- helmínticas e citotóxicas como as hypomurocins A e B (Becker et al. 1997; 

Ayers et al. 2012). A literatura relata o grande potencial de espécies de 

Trichoderma em produzir de peptaibols de 11, 14 e 18 resíduos. 
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Conclusões 

A avaliação do perfil metabólico por espectrometria de massas do isolado 

T. amazonicum MMSRG38A indicou a presença de moléculas conhecidas, como 

as hipomurocinas A3 e A4, e a presença de moléculas cujas estruturas ainda 

permanecem desconhecidas, como os íons 1220 e 1264. Esses resultados 

reforçam a necessidade de buscar novos metabólitos de diferentes biomas 

brasileiros para fornecer novas entidades químicas que possam ser úteis na 

medicina e na agricultura. 
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