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RESUMO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador da doenga popularmente
conhecida como “mofo branco”, € um dos fitopatégenos mais devastadores da area
agricola, afetando colheitas de feijdo, amendoim e soja, e causando milhdes de
dolares em danos no mundo inteiro. A técnica mais comum de manejo do S.
sclerotiorum ocorre através do emprego extensivo de produtos quimicos
potencialmente danosos ao meio ambiente e a saude humana, o que aumenta a
demanda por formas alternativas de controle. Uma das alternativas em
desenvolvimento é o0 emprego de metabdlitos de fungos endofiticos,
microrganismos que habitam naturalmente o interior dos tecidos vegetais, de forma
assintomatica, e se apresentam como promissores na producdo de novos
antibioticos naturais e outros metabdlitos com interesse biotecnolégico. O presente
trabalho avaliou o antagonismo de fungos endofiticos associados a espécie vegetal
Galianthe thalictroides, uma planta medicinal do pantanal sul-mato-grossense,
frente ao S. sclerotiorum. A linhagem identificada como Penicillium javanicum
(GTB-10) inibiu o crescimento do fitopatdbgeno em 72% em triagem por antibiose
em co-cultura e foi investigada quimicamente utilizando a abordagem OSMAC (One
Strain Many Compounds), técnicas de metabolémica global por CL-EM/EM, e
atividade antifangica dos extratos AcOEt. Andlises metaboldmicas permitiram a
anotacdo de 14 substancias, incluindo estatinas como a mevastatina e
dihidromevastatina, a 2,5-dicetopiperazina felutanina A, e a isoflavona daidzeina.
Andlises estatisticas permitiram avaliar que o meio de cultura foi a variavel com a
maior contribuicdo para a variagcdo metabdlica, e ainda indicou as estatinas como
agentes da atividade antifungica contra o S. sclerotiorum. Esse foi o primeiro
estudo de fungos endofiticos isolados da espécie vegetal G. thalictroides, e os
resultados corroboram o0 potencial biotecnoldégico de enddéfitos de plantas

medicinais do Pantanal.

Palavras chave: Estatistica; Espectrometria de massa; Fungos endofiticos;

Estatinas (agentes cardiovasculares); Planejamento Experimental



ABSTRACT

The fungus Sclerotinia sclerotiorum, agent of the disease commonly known
as “white mold”, is one of the most devastating phytopathogens of the agricultural
industry, affecting crops such as beans, peanuts and soy, and causing millions of
dollars in damages worldwide. The most common control technique of S.
sclerotiorum is by the extensive application of agrochemicals potentially harmful to
the environment and human health, which raises the demand for alternative
manners of control. One of the budding alternatives is employing metabolites from
endophytic fungi, microorganisms that naturally inhabit inner plant tissues in an
asymptomatic way, and presents themselves as promising producers of natural
antibiotics, and other metabolites of biotechnological interest. The present work
evaluates the antagonism of endophytic fungi associated with the plant species
Galianthe thalictroides, a medicinal plant from Mato Grosso do Sul Pantanal,
against the S. sclerotiorum. The strain identified as Penicillium javanicum (GTB-10)
inhibited the phytopathogen growth by 72% in antibiosis screening by cocultivation
and was chemically evaluated using an OSMAC (One Strain, Many Compounds)
approach, untargeted metabolomics techniques by LC-MS/MS and fungal activity of
the EtOAc extracts against S. sclerotiorum. Metabolomic analyses enabled the
annotation of 14 substances, including statins such as mevastatin and
dihydromevastatin, the 2,5-diketopiperazin fellutanine A, and the isoflavone
daidzein. Statistical analyses allowed to assess that the culture medium was the
most influential condition regarding metabolic variation, and indicated a correlation
of the statins to the antifungal activity against S. sclerotiorum. This was the first
study of endophytic fungi isolated from the plant species G. thalictroides, and the
results endorse the huge biotechnological potential of endophytes from Pantanal

medicinal plants.

Keywords: Statistics; Mass spectrometry; Endophytic fungi; Statins

(cardiovascular agents); Experimental design.
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1. INTRODUCAO

1.1 Nicho ecoldgico endofitico

As plantas sdo colonizadas por varios tipos de microrganismos endofiticos,
que passam parte ou todo o seu ciclo de vida dentro dos seus espacos intra ou
intercelular (DEMAIN, 2014), interagindo com o vegetal hospedeiro de forma
comensal ou mutualistica (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011; HAMILTON;
BAUERLE, 2012; RODRIGUEZ; REDMAN, 2008). Nessa classe de microrganismos
se enquadram fungos, bactérias e virus, em constante estado de coexisténcia e
competicdo com microrganismos patdgenos, com agentes do sistema defensivo
das plantas, e com outros endofitos disputando por espaco e nutrientes (ALAM et
al., 2021) (Figura 1).

Para ilustrar o rico nicho ecolégico que todos os tecidos vegetais abrigam,
Kusari (et al., 2014) define o conjunto de interacdes multilaterais entre sistemas de
defesa da planta, os microrganismos enddfitos e os patdgenos como um enorme
“mercaddo ecoldgico”, onde “varios microrganismos simbidticos e mutualistas
interagem ‘socialmente’ e ‘negociam’ com os agentes ‘trapaceiros’ e ‘antagonistas’.
Em outras palavras, todos os agentes desse nicho ecolégico colocam uns aos
outros em xeque, onde qualquer desequilibrio pode afetar a saude das outras
populacoes.

Uma planta que possua um ambiente micro ecolégico que afeta a
comunidade de endofitos mutualisticos pode ser suscetivel a adoecer por doencas
oportunisticas causadas por patégenos latentes, que de outra forma seriam
controlados pela presséo exercida por microrganismos endofiticos competindo por
espaco e nutrientes, e produzindo substancias que auxiliam a vitalidade da planta
hospedeira (PARTIDA-MARTINEZ; HEIL, 2011).
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Figura 1 - Esquema da interacdo multilateral entre plantas, fungos endofiticos, fungos comensais,
patdégenos latentes e patdgenos.
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Fonte: adaptado de ALAM et al., 2021.

Além de defender as plantas de tais estresses bibticos, foi observado que a
presenca de fungos endofiticos eleva a resisténcia natural a estresses abioticos
(SHORESH; HARMAN; MASTOURI, 2010; BUSBY et al., 2017), além de melhorar
a absorcéo de nutrientes (XIE et al., 2019). Rodriguez e Redman (2008) declaram
no titulo do seu trabalho, de forma provocativa: “mais de 400 milhdes de anos de
evolucdo, e as plantas ainda ndo conseguem se virar sozinhas”, onde eles
descrevem nao s6 os beneficios que endofitos podem trazer para plantas, como
também a co-evolucao planta-endofito que levou a alta especificidade, dependendo
do tipo de estresse que seu habitat aplicava.

No “mercadao ecolégico” (KUSARI; SINGH; JAYABASKARAN, 2014) forjado
por milhdes de anos no interior dos tecidos vegetais, a “troca de mercadoria” entre
0s agentes previamente citados vai além da simples comunicacdo por substancias
qguimicas descrito pelo fluxo de metabdlitos e proteinas, como também chega a
atingir reprogramacéao da planta hospedeira através de modificacdes epigenéticas,
ainda que os mecanismos exatos estejam por serem elucidados (MEJIA et al.,
2014; CUl et al., 2017; LIAO et al., 2019).

Dos microrganismos que possuem estilo de vida como endofitico, os mais
comuns sao os fungos (KHARE; MISHRA; ARORA, 2018), sendo capazes de

colonizar virtualmente todos os tipos de tecidos vegetais, como raizes, caules e
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folhas (KHAN et al., 2012); galhos, cascas, frutas e sementes (GEISEN et al., 2017;
MARCELLANO; COLLANTO; FUENTES, 2017; SRITHARAN et al., 2019; TATENO
et al., 2015); meristemas, peciolos e flores (HATA; ATARI; SONE, 2002; RUBINI et
al., 2005; NIU et al., 2022), todos esses tecidos podem ter espécies especializadas,
que produzem tipos diferentes de metabdlitos e podem auxiliar a saude da planta
de diversas maneiras (ABO NOUH, 2019).

1.2 Fungos endofiticos como alternativa sustentavel de controle de

fitopatdgenos

Com a populagdo mundial atingindo 8 bilhdes, e com projegdes de atingir 9
bilhdes até 2050, é estimado que a producdo de alimentos precisa crescer 70%
para atender o nivel basico de seguranca alimentar (FAOUN, 2009). Nesse
contexto, a qualidade do plantio é de vital importancia para varios setores da
economia; além de providenciar o setor alimenticio, também ¢é utilizada na
producdo de madeiras, fibras, medicamentos, bioenergia, entre outros. A maior
causa da perda de produtividade e perdas econdmicas, do ponto de vista
qualitativo e quantitativo, sdo as doencas vegetais, que podem levar a
consequéncias sociais desastrosas (GOSS et al., 2014; HAVERKORT et al., 2008;
SAVARY et al., 2019; YOSHIDA et al., 2013).

As duas principais formas de manejo de fitopatbgenos se concentram na
engenharia de espécies vegetais geneticamente resistentes, e no emprego de
agrotoxicos tradicionais. Os agrotoxicos sao muito utilizados e sdo eficientes na
maioria dos casos (HIROOKA; ISHII, 2013), no entanto existem dois pontos

centrais que os tornam problematicos:

ePossiveis danos a saude humana e meio ambiente (DEVI; MANJULA;
BHAVANI, 2022). O Brasil p6s-2016 retrocedeu em politicas publicas regulatérias
de seu uso indiscriminado a servico de uma elite empresarial do setor agrario,
diminuindo a rigorosidades dos processos de licenciamento ambiental, e na
autorizagdo de uso e importacdo de diversos pesticidas e agrotoxicos; 33% dos
agrotoxicos que tiveram seu uso autorizado desde janeiro de 2019 sédo banidos na
Unido Europeia por serem considerados muito perigosos (GURGEL et al., 2021,
OLLINAHO; PEDLOWSKI; KROGER, 2022);
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e Alétm do custo social de agrotoxicos, seu uso exaustivo pode levar
populacbes de fitopatdgenos a desenvolver resisténcias aos principios ativos
(DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 2008; LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2015; M
A WAARD et al., 2003).

Nesse cenério, o estudo de técnicas alternativas ou complementares de
manejo cresceu muito nos Ultimos anos e conquistou espaco entre as técnicas
tradicionais, com destaque para a aplicacdo de fungos endofiticos no controle
bioldgico (KOHL; KOLNAAR; RAVENSBERG, 2019) e na inducdo das defesas
naturais das plantas (WALTERS; RATSEP; HAVIS, 2013) (Figura 2). Por exemplo,
uma linhagem do fungo endofitico Fusarium oxysporum mostrou ser eficaz como
agente de biocontrole, protegendo plantacdes de tomate do fungo fitopatogénico
Phytophthora infestans (KIM et al., 2007).

Recentemente, um estudo mostrou que um enddfito do género Penicillium
mostrou efetivo controle do fitopatégeno Ralstronia solanacearum em cultivares de
tomate (DEY et al., 2022). Na inducdo de resisténcia das plantas, o fungo
Piriformospora indica mostrou auxiliar a defesa de cultivares de banana frente a
linhagens fitopatogénicas de F. oxysporum (CHENG et al., 2020), e espécies de
Penicillium promoveram a resisténcia de cultivares de trigo e bananas frente a
linhagens patogénicas de Fusarium (DEY et al., 2022; TING; MAH; TEE, 2012).

Os mecanismos de controle bioldgico por fungos endofiticos frente a
fitopatbgenos incluem a competicdo por espaco e nutrientes, producdo de
substancias antagonistas e parasitismo direto (FONTANA et al., 2021), e
frequentemente o0 mesmo agente utiliza muitos mecanismos simultaneamente para
diferentes patdgenos. Por exemplo, fungos do género Trichoderma antagonizam o
fitopatdogeno Sclerotinia sclerotiorum (popularmente conhecido como mofo branco)
atraveés de parasitismo direto, no qual o Trichoderma estrangula e degrada as hifas
do fitopatdgeno (INBAR; MENENDEZ; CHET, 1996), sendo capaz de antagonizar
por meio de secrecdo de substancias antifingicas e competicdo por espaco
(ABDULLAH; ALI; SULEMAN, 2008) O fungo Purpureocillium lilacinum é capaz de
inibir o crescimento do S. sclerotiorum secretando enzimas extracelulares
(ELSHERBINY; TAHER; ELSEBAI, 2019), e também nematoides associados as
raizes das plantas ao predar seus ovos (SILVA et al.,, 2017), demonstrando que

endofitos afetam a saude das plantas de varias formas simultaneamente (Figura 2).
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Figura 2 - Efeitos da colonizagdo de fungos endofiticos nas espécies vegetais. A auséncia de uma
comunidade microbioldgica endofitica saudavel deixam plantas vulneraveis a estresses bidticos e
abidticos.

Sem endofitos

Com endofitos

Fonte: PARTIDA-MARTINEZ; HEIL, 2011.

O desenvolvimento de um produto comercial derivado desses enddfitos
benéficos encontra alguns desafios préaticos, como o método de aplicacdo, a
comercializacdo de esporos e a vida-util dos produtos, que nao sao faceis de
contornar (FONTANA et al.,, 2021). A discrepancia entre os resultados in vivo
obtidos em ambientes controlados estd entre as mais importantes limitagdes.
Interferentes do ambiente fora do controle de laboratérios geralmente levam a
conclusdes enganosas (LAUR et al., 2018). Ademais, outro problema é a ineficacia
desses endofitos quando aplicados a ambientes diferentes daqueles previstos em
laboratério, em populagdes diferentes de fitopatdgenos, ou em diferentes linhagens
de plantas-hospedeiras (FONTANA et al., 2021).

O manejo biolégico de doencas vegetais ndo segue o mesmo padrdo do
manejo por agrotéxicos. A aplicacdo de enddfitos € complexa e influenciada pelo
ambiente e pelas condi¢des do plantio, e ndo visa erradicar os patégenos, mas 0s
controlar a niveis em que ndo causem infestacdes em larga escala (WALTERS et
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al., 2005). Mesmo assim, o emprego de endofitos mostrou muitas vantagens, que
irA crescer com mais pesquisas feitas no estudo dessas aplicacbes (FONTANA et
al., 2021).

No contexto da busca por fungos endofiticos utilizaveis no manejo alternativo
de doencas de lavoura, o presente estudo se propds a investigar a atividade
bioldgica de fungos endofiticos isolados da planta medicinal Galianthe thalictroides,
nativa do pantanal sul-matogrossense, frente ao fitopatégeno de interesse
econdmico Sclerotinia sclerotiorum, conhecido popularmente como “mofo branco”,
e investigar os constituintes metabdlicos presumivelmente responsaveis pela

atividade antagonica.

1.3 Pantanal: dominio em sério risco

Localizado no interior da América do Sul, o dominio morfoclimatico do
pantanal é composto pela maior area alagada do mundo, com 155,355 km?, dos
quais 140,000 km2 estédo no Brasil, e com partes no Paraguai e na Bolivia (ALHO et
al., 2019). Reconhecido pela UNESCO como Patriménio Mundial Natural, o
Pantanal tem uma biodiversidade mundialmente aclamada pela comunidade
internacional, e também contribui enormemente para a subsisténcia e bem-estar
dos povos locais (OLIVEIRA et al.,, 2011), e para fins comerciais e ecoturismo
(CHIARAVALLOTI; HOMEWOOD; ERIKSON, 2017; TORTATO et al., 2017).

Apesar da sua importancia, o Pantanal esporadicamente € assunto de
manchetes relatando seu desmatamento (GUERRA et al., 2020), perda de
biodiversidade pela introducdo de espécies invasoras (GALETTI et al., 2015;
ROQUE et al., 2016), avanco da agropecuaria (FERRANTE; FEARNSIDE, 2022),
garimpo (JUNIOR et al., 2018), caca ilegal (CAVALCANTI et al., 2012), e mais
recentemente, incéndios devastadores como o que ocorreu em 2020 (FINDLAY,
2022; LEAL FILHO et al., 2021; SILGUEIRO et al., 2021). Devido a alta
dependéncia de fatores hidrologicos, mudancas de temperatura e precipitacao,
esse nicho ecolégico pode alterar imensamente suas funcbes ecossistémicas
(JUNK, 2013).

Fatores antropogénicos influenciaram significativamente a frequéncia,
duracdo e intensidade de secas meteorolégicas ao redor do mundo (CHIANG;
MAZDIYASNI; AGHAKOUCHAK, 2021), e estao relacionados a maior incidéncia de
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incéndios em larga escala. Os impactos desses incéndios na vida selvagem ainda &
pouco conhecido e dificulta o entendimento dos efeitos cumulativos do
funcionamento ecossistémico (DUANE; CASTELLNOU; BROTONS, 2021). No
contexto da continua degradacdo do Pantanal causada por pressdes
antropogénicas tanto a nivel regional quanto no nivel global, novas pesquisas sobre
a diversidade e riqueza mico-vegetal da area contribuem para esforcos de

conservagao.

1.4 A espécie vegetal Galianthe thalictroides

Conhecido popularmente como baicurl, a espécie Galianthe thalictroides (K.
Schum.) (Figura 3) € uma planta de distribuicdo restrita a regides da América do
Sul, encontrada no Brasil nos estados do Mato Grosso do Sul, Parana, Séo Paulo,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, e também na Argentina e Paraguai (CABRAL,;
BACIGALUPO, 1997). A utilizacdo etnobotanica dessa espécie ocorre pelo preparo
do material vegetal (raizes, folhas) na forma de “garrafadas”, chas e misturas com
ervas de tereré (bebida tradicional da regido) (FIGUEIREDO et al., 2011).

Essa espécie produz alcaldides [-carbolinicos com atividade citotoxica
(FIGUEIREDO et al., 2011), cilopeptideos tipo-Rubiaceae (FIGUEIREDO et al.,
2016), flavondides, cumarinas, antraquinonas e esterdides (FIGUEIREDO et al.,
2014). Até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre fungos endofiticos

isolados dessa espécie.



Figura 3 - Espécie vegetal coletada na regido do pantanal Galianthe thalictroides (K.Schum.).

a) espécime; b) flores; c) folhas; d) raizes.
Fonte: KATO Jr., 2022 (tese de doutorado).
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1.5 Os fungos de género Penicillium

Um dos fungos selecionados para o estudo nesse trabalho foi identificado
como Penicillium javanicum. O género Penicillium é um dos clados fangicos mais
comuns, presente em varios tipos de habitats no mundo inteiro e com grande
impacto econémico na vida humana nos mais diversos setores, como na producao
de alimentos, processos biotecnologicos, estudos fitopatolégicos e producdo de
farmacos (BAZIOLI et al., 2017), e engloba 483 espécies (HOUBRAKEN et al.,
2020). Penicillium é capaz de produzir um vasto leque de metabdlitos de interesse
comercial, como as micotoxinas cinitrina (I), isorugulosuvina (Il), neoxalina (lll),
patulina (V) e viriditoxina (V) (FRISVAD et al., 2004), os antibactericidas pencolida
(VI), esclerotiorina (VII) e isocromofilona VI (VIII) (LUCAS et al., 2007), os
compostos antifungicos griseofulvina (IX), acido curvulinico (X) e Sch 642305 (XI)
(NICOLETTI et al., 2007), o imunossupressor acido micofendlico (XII)
(MAHMOUDIAN et al., 2021), agentes redutores de colesterol fenilpiropenos A
(XIIl) e B (XIV), e lovastatina (XV). O exemplo mais iconico de produtos desse
género é a penicilina (XVI), o primeiro antibiético comercial da historia (FLEMING,
1929) (Figura 4). Dessa forma, o género Penicillium é um dos clados mais

influentes da histéria, e tem enorme potencial biotecnolégico.
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Figura 4 - Substancias de interesse econémico isoladas do género Penicillium.
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1.6 O fitopatdégeno Sclerotinia sclerotiorum

O fungo necrofitico Sclerotinia sclerotiorum, causador da doenca do mofo
branco, é caracterizado pela capacidade de formar estruturas de sobrevivéncia
conhecidas como esclerddios, conjuntos de hifas firmemente compactadas e rico

em melanina, capazes de permanecerem viaveis por até 8 anos no solo
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(BRUSTOLIN; REIS; PEDRON, 2016), e germinarem em condi¢cfes apropriadas de
humidade, luz e temperatura (SUN; YANG, 2000).

Esse fungo infecta colheitas em quase todas as zonas de producao agricola,
desde a soja (Glycine max) ao redor do mundo, passando por feijdes (Phaseolus
vulgaris) em regides tropicais, até canola (Brassica napus) em regides temperadas
da Europa e América do Norte (LEHNER et al., 2017; WILLBUR et al., 2019),
resultando na perda de milhdes de dolares da produtividade do setor agréario
(GUPTA et al., 2019).

A principal forma de manejo desse fitopatdgeno é o combate quimico por
meio do emprego de agrotoxicos, como carbendazima (XVII), thiram (XVIII),
propiconazol (XIX) e hexaconazol (XX) (BHARTI et al., 2015) (Figura 5). No
entanto, ha progressos no desenvolvimento de técnicas integradas de manejo que
combinam controle biolégico e quimico, complementando o0s regimes de
agrotoxicos com praticas de rotacdo de cultivos utilizando espécies nao-
hospedeiras (ROUSSEAU; RIOUX; DOSTALER, 2007), emprego de espécies
resistentes (HOFFMAN et al., 2002), e mais recentemente na aplicacdo de
microrganismos endofiticos como estreptomicetos (CHEN et al., 2016), bactérias
(MASSAWE et al., 2018), e fungos das espécies Paraconiothyrium spp. (ALVES et
al., 2021), Penicillium spp. (YADERETS et al., 2021) e Trichoderma spp. (SILVA et
al., 2021). Esses avancos indicam que ha uma demanda latente do setor agricola
para encontrar alternativas para o manejo desse fitopatdégeno.

Figura 5 - Agentes agrotéxicos de uso comum frente ao fitopatégeno S. sclerotiorum.
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1.7 Método de cultivo (OSMAC)

Ainda que metabdlitos de fungos endofiticos sejam reconhecidos como fonte
importante de substancias com bioatividade em diversas areas de importancia

industrial, acredita-se que muitos conjuntos genéticos estdo silenciados durante
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condicbes normais de cultivo (WASIL et al.,, 2013). Condi¢cBes laboratoriais néo
emulam os ricos nichos ecolégicos nas quais fungos endofiticos ocorrem na
natureza, pois séo cultivados in vitro isoladamente, e ndo possuem as mesmas
concentracbes de nutrientes, aeracéo, pH, pO2, pCO2, temperatura e agitacdo do
ambiente natural do apoplasto vegetal (GUPTA et al., 2020).

Estratégias foram desenhadas para ativar esses genes silenciados,
explorando as regides de interesse através da regulagdo de promotores, inducdo
de mutacdes, expressdo heteréloga em outros microrganismos, e variacdo das
condicBes de cultivo (SCHNEIDER; MISIEK; HOFFMEISTER, 2008). A ultima é
considerada a estratégia mais simples e efetiva, e foi apelidada como OSMAC (one
strain, many compounds), “uma linhagem, muitos compostos” (BODE et al., 2008).
Essa abordagem consiste em variar o meio de cultivo (utilizando diferentes fontes
de carbono e nitrogénio), condicGes fisicas (pH, temperatura, luz, salinidade,
aeracao), co-cultivo com outros microrganismos (exemplo, endofiticos e patdégenos)
e adicdo de eliciadores quimicos (antibiéticos, acido salicilico, &cido benzoico),
além de outros modificadores epigenéticos (PAN et al., 2019).

1.7.1 Meio de cultivo

Geralmente, carbono e nitrogénio sdo 0s principais componentes em meios
de cultura. A fonte de carbono prové a base para constru¢cdo de biomassa e
representa a fonte de energia, e a fonte de nitrogénio € requerida na sintese de
proteinas essenciais e &cidos nucleicos, assim como outros metabolitos
nitrogenados. Sabe-se também que diferentes tipos de carbonos e nitrogénios
(presentes em diferentes estruturas quimicas que serdo degradadas e consumidas)
também tem uma influéncia significativa no metabolismo secundario dos
microrganismos (RUIZ et al., 2010; SINGH et al., 2017). Foram relatados muitos
metabdlitos secundarios detectados exclusivamente em certos tipos de meio de
cultura (PAN et al., 2019) como Batata Dextrose (HEWAGE et al., 2014) e Czapek-
Dox (WANG et al., 2015a).
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1.7.2 Modo de cultivo

Trabalhos anteriores evidenciam que variar 0 modo de cultivo em estatico
(GAO et al., 2013; ZHOU et al., 2011) ou dinamico (WANG et al., 2015b, 2015c,
2014) é capaz de afetar diretamente os processos metabdlicos de microrganismos.
Em comparacdo com o modo estatico, 0 modo dindmico ndo s6 garante que ha
maior contato entre 0 microrganismo com o0 meio de cultivo e outros
microrganismos em co-cultivo, como também €& capaz de alterar reacdes
bioquimicas ao mudar a disponibilidade de oxigénio e ativar outros conjuntos
genéticos (PAN et al., 2019).

1.7.3 Ambiente biético do cultivo

Co-cultivo entre duas linhagens, introduzindo microrganismos em
competicdo por espaco e nutrientes, pode ser uma estratégia capaz de alterar a
producdo de determinados compostos e gerar substancias que néo sao detectadas
em ambientes de cultivo puro (OLA et al., 2013). E postulado que isso ocorre
devido a producdo de enzimas que ativam precursores metabodlicos na linhagem
em co-cultivo, ou pela inducdo de modificacdes epigenéticas que favorecem o
principal sistema de defesa desses organismos, que € a producdo de metabdlitos
bioativos (MARMANN et al., 2014; PAN et al., 2019).

1.8 Metabolémica global

O objetivo da metabolémica global (Untargeted Metabolomics) é a
caracterizacdo compreensiva dos metabdlitos (moléculas pequenas de até 1500
Da, WOLFENDER et al., 2019) envolvidos no processo biol6gico de um organismo
vivo (SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016). A elucidagdo completa da cole¢éo de
todos os metabolitos de um organismo € capaz de prever sinais de atividade
bioquimica, que podem entdo ser correlacionados aos seus fendtipos para
desvendar as relagBes entre vias biossintéticas e seus mecanismos biolégicos
(PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; TWEEDDALE; NOTLEY-MCROBB; FERENCI,
1998; WISHART, 2007).
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Comparado a outros niveis 6micos como 0 genoma e 0O proteoma, a
metabolémica tem como vantagem a sua capacidade de representar o dinamismo
de sistemas biolégicos (KITANO, 2002). Isso se deve ao fato de que metabdlitos
sdo produtos derivados de genes e proteinas, sendo o resultado tanto de
modificacbes no genoma, quanto de influéncias ambientais (BINO et al., 2004).
Dessa forma, a metabolémica se tornou peca-chave em muitos campos da ciéncia,
como na pesquisa de doencas humanas (HOUTEN, 2009), na descoberta de
biomarcadores para diagnostico e prognéstico de enfermidades (COOK et al.,
2016; JAIN et al., 2012; LLOYD-PRICE et al., 2019), e na pesquisa de produtos
naturais, que busca extrair substancias do metabolismo de organismos vivos e
avaliar seu potencial bioldgico e aplicabilidade (WOLFENDER et al., 2019). No
contexto do presente trabalho, a metabolémica é uma ferramenta que ajuda a
desvendar como certos estimulos ambientais, como mudanca de dieta e ambiente
biético podem afetar a producédo de certos metabdlitos, e possivelmente alterar a
producado de substancias bioativas.

Ao contrario de estudos mais direcionados, onde o objetivo é investigar
metabdlitos j& conhecidos, a metabolémica global tem como objetivo caracterizar o
maior numero de metabdlitos possiveis de uma amostra sem que haja
enviesamento, tornando a elucidacdo estrutural das substancias o seu gargalo mais
comum. (SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016). Isso ocorre porque sao gerados
milhares de sinais (ALSEEKH et al., 2021) onde apenas uma fracdo pode ser
identificada por correspondéncia em bibliotecas espectrais e em dados de
referéncia (AKSENOV et al., 2017; DA SILVA; DORRESTEIN; QUINN, 2015).

Atualmente, a cromatografia liquida acoplada a espectrdmetro de massas
sequencial (CL-EM/EM) € uma das plataformas de analise mais utilizadas em
metabolémica global (BLAZENOVIC et al., 2018; DA SILVA; DORRESTEIN;
QUINN, 2015; WOLFENDER et al., 2019). Suas vantagens séo a alta seletividade
(os sinais pertencentes a substancias diferentes séo registrados de forma
separada), sensibilidade (sinais mais fracos de substancias pouco abundantes sao
detectados), ampla cobertura do espago quimico e habilidade de realizar grande
volume de experimentos (BLAZENOVIC et al.,, 2018; DA SILVA; DORRESTEIN;
QUINN, 2015). Basicamente, CL-EM/EM primeiramente separa as moléculas pela
sua interacao fisico-quimica diferenciada com o sistema cromatografico, resultando

em diferencas no tempo de retencgao (tr). Em seguida, a espectrometria de massas
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€ utilizada para separar os ions moleculares pela sua razdo massa-carga (m/z).
Subsequentemente, ions dentro de uma faixa especifica de massa e tr sdo isolados
e fragmentados, cujas intensidades sdo registradas como EM/EM (espectrometria
de massas sequencial). Em um experimento de metabolémica global, é gerado
uma triade contendo dados de m/z, tr e EM/EM, também chamados de features,
que correspondem as moléculas detectadas na amostra (ALONSO; MARSAL;
JULIA, 2015), e podem ser comparadas com bibliotecas de referéncia, como o
MassBank (HORAI et al., 2010) e o GNPS (WANG et al., 2016).

Apesar do crescimento das bibliotecas com curadoria publica como o GNPS,
a maioria das substancias ndo podem ser identificadas por falta de espectros de
referéncia. Uma das técnicas computacionais recentemente desenvolvidas é o
MS2LDA (VAN DER HOOFT et al., 2016), que busca encontrar padroes de
fragmentacdo e perdas neutras em colecdes de dados espectrais, para
caracterizar, anotar e agrupar moléculas com base nha co-ocorréncia de

fragmentacoes.
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2. OBJETIVOS

Investigar a interacdo entre o fungo fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum e
os fungos endofiticos associados a espécie vegetal Galianthe thalictroides, e inves-
tigar a composicdo quimica do extrato bioativo produzido pelo endéfito de interesse

por meio da abordagem OSMAC e metaboldomica.

Objetivos especificos

X/
°

Avaliar se existe um possivel antagonismo entre os endofitos e o mofo bran-

co por meio de ensaios de co-cultivo.

+ ldentificar as linhagens de fungos endofiticos isoladas de Galianthe thalic-

troides;

« Estimular a variabilidade e a diversidade quimica do cultivar do fungo endofi-

tico promissor;

% ldentificar substancias produzidas pelo endoéfito bioativo nos experimentos

de metabolbémica.

% Avaliar os extratos em ensaios de atividade antifingica frente ao fitopatoge-

no S. sclerotiorum.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta do material vegetal e isolamento dos fungos endofiticos

As raizes, caule e folhas jovens e incélumes de Galianthe thalictroides foram
coletadas no més de setembro de 2011, no municipio de Bonito — Mato Grosso do
Sul (20°56°08.8”S 56°39'32.0"W), regiao do pantanal (Figura 6), pelo pesquisador
Ayrton José Silva Garcez (Agéncia de Desenvolvimento Agrario e Extensao Rural
do Mato Grosso do Sul — AGRAER/MS) e identificadas pelo Prof. Dr. Arnildo Pott
(Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
INBIO/UFMS), sendo armazenadas em sacos plasticos, acondicionadas em caixa
de isopor com refrigeracéo e transportadas até ao Laboratério de Bioprospeccao da
Universidade Federal de Rondondpolis — UFR, para tratamento apropriado e
isolamento dos fungos endofiticos. Uma exsicata da espécie encontra-se
depositada no Herbario CGMS localizado no INBIO-UFMS sob o nimero 29003.
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Figura 6 - localizacdo de coleta da espécie vegetal Galianthe thalictroides, préxima do municipio de
Bonito-MS, regido do pantanal (20°56’08.8"S 56°39°'32.0"W).

STAI
PI2
................... Brazil
~ \ " STATEOF | " sTATEOF
RONDONIA TOCANTINS
‘ STATE OF E )
T, , MATO i i
u GROSSO , Iy
| S * STATE OF
) Cungba £ GOIAS’ ke,
gaz Bolivi == Brasilia
olivia [ : o < _
' - TATE OF
bambao { Goiania | STATE O
o) A ) S
o (_:I'UZ 'Uberléndia S
sucres d€la Sierra | _\  I |
== ‘ Belo Horizor
: ) Ribeirao Preto
! | 2
f . . <
e\ e / STATE OF
: ; 5  SAOPAULO et -
- : %
Paraguay Fas <% Rio de Ja
. Londrina )
‘ : =) Sao Paulo
So : ) STATEOF e
. PARANA i
‘@Asuncion / Cur(n)t;ba_
% ? ) g
L i STATE OF
£ 27 A~ SANTA
i CATARINA oFlorianopolis
STATE OF
RIO GRANDE
DO SUL

o)
MNacda Alamca

Fonte: Google Earth™,

O material passou pelo processo de assepsia superficial. A superficie do ma-
terial vegetal foi lavada com agua e sabao, e esterilizada por imersdo em NaCIlO
1% por 3 minutos, imersao em etanol 70% por 1 minuto, seguida de uma dupla la-
vagem em agua estéril por 10 minutos e posterior secagem. Pedacos de folhas fo-
ram cortadas assepticamente (3 a 4 mm?) e inseridos em meio de cultura sélido
BDA suplementado com antibiético gentamicina para evitar o crescimento bacteria-
no. O crescimento dos fungos foi monitorado até suas hifas apresentarem aproxi-
madamente 2-3 cm de didmetro, sendo entdo retirada uma pequena massa micelar

de cada linhagem, e inoculada separadamente em outra placa (SOUZA et al.,
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2004). Este procedimento foi realizado até a obtencdo da cultura pura. O material
esta preservado em BDA, em frascos “padréao penicilina” de 12 mL, sob refrigera-
cadoab °C.

Para organizar e diferenciar as linhagens de enddfitos pendentes de se-
guenciamento genético, foram atribuidos codigos de identificacdo, que consiste em
“GT”, referente a planta hospedeira Galianthe thalictroides, seguido pela letra que
indica o 6rgdo da planta de onde o enddfito foi obtido (F para folha, B para bulbo do
caule e R para raiz), e um algarismo sequencial. Algumas linhagens se mostraram
inviaveis em subsequentes tentativas de cultivo, e seus cédigos foram omitidos.

O fitopatégeno foi cedido pelo Prof. Dr. Geraldo Humberto da Silva, da
Universidade Federal de Vigosa — UFV. O isolamento das linhagens microbianas foi
desenvolvido junto ao Laboratério de Bioprospeccdo da UFR, sob orientacdo do
Prof. Dr. Helder L. Teles e Profa. Dra. Helen C. F. Lisboa.

3.2 Identificacdo genética

A identificacdo molecular de cada linhagem foi baseada na amplificacdo por
PCR (Reacdo em Cadeira da Polimerase) de parte da regidao ITS do
microrganismo, seguidas pelo sequenciamento de acidos nucleicos pelo método de
Sanger, no aparelho ABI3100 Fluorescence Futomated Fequencer (Applied
Biosystems). A sequéncia de DNA gerada em cada reacdo de sequenciamento foi
comparada com sequéncias depositadas no banco de dados no NCBI utilizando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Todo o processo foi
desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o
Paulo (Ribeirdo Preto) — FCFRP-USP, junto a MSc. Ludmilla Tonani Carvalho e sob
a orientacdo da Prof. Dra. Marcia Regina von Zeska Kress.

3.2.1 Extragdo de DNA gendmico de fungo filamentoso

Aproximadamente 5x107 conidios de cada endéfito foram inoculados em 50
mL de meio de cultura PDB (Potato Dextrose Broth) e incubados a 28°C por 48 h a
150 rpm para a producdo de micélio. Este micélio foi coletado por filtracao,

congelado em nitrogénio liquido e triturado com o auxilio de grau com pistilo (Figura
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7a). Para cada 40 mg de micélio triturado foi acrescentado 480 uL de tampéo de
extracdo de DNA. Em cada amostra foi acrescentado um volume igual de fenol-
cloroférmio (1:1) e a mistura foi agitada vigorosamente por 10 min para precipitar as
proteinas e quebrar a membrana e parede das células (Figura 7b).

Para sedimentar as proteinas precipitadas, as amostras foram centrifugadas
a 16000 G por 15 min (Eppendorf, Alemanha). A fase aquosa (sobrenadante) foi
transferida para um novo microtubo de 1,5 mL (Axygen Scientific, EUA) e foi
adicionado o mesmo volume de cloroformio para a retirada de residuos de fenol ou
cloroférmio. As amostras foram novamente centrifugadas a 16000 G por 5 min, e a
fase aquosa superior foi transferida novamente para outro microtubo onde foi
acrescentado 0,54 volume de isopropanol (JT Barker, EUA) para precipitar o DNA.

A amostra foi centrifugada a 16000 G por 1 min e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi lavado com etanol 70% e centrifugado novamente a
16000 G por 1 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo de etanol evaporado

na temperatura ambiente por 30 min (O'BRIEN et al., 2005).

Figura 7- Extragdo do DNA dos fungos endofiticos.

a) Pulverizacdo da massa micelar previamente congelada; b) Extracdo dos acidos nucleicos pela
solucao fenol-cloroférmio (1:1).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.2 Amplificacdo por PCR das regifes ITS do rDNA

A amplificagdo por PCR das regides ITS1 e ITS2 foi realizada utilizando-se
0,5 uM dos primers, 0,2 mM de dNTP, 1X de tamp&o apropriado para a polimerase
(buffer GC), 100 ng de DNA gendmico e 1 U de enzima Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific) em volume final de 20 pL de reag¢do. Em seguida, o
produto de cada PCR foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 1% e cada
banda contendo o produto da PCR foi excisada do gel, com o auxilio de um bisturi
estéril, e purificada com o kit de purificacdo de DNA de gel de agarose, Gel Band
(Promega, EUA), de acordo com as normas do fabricante. Em seguida, cada
amostra foi quantificada por espectrofotometria e a integridade observada em
eletroforese de gel de agarose 1%. A sequéncia resultante foi alinhada e
comparada com as sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank (DENNIS
BENSON et al., 2010).

3.3 Triagem da atividade antifungica dos fungos endofiticos isolados

frente ao fitopatdgeno S. sclerotiorum

Os enddfitos isolados foram individualmente avaliados pelo seu antagonismo
ao fitopatébgeno S. sclerotiorum em ensaios de antibiose por pareamento em co-
cultura, realizados em triplicata. O cultivo do fitopatdgeno e das linhagens de
fungos endofiticos foi realizado separadamente em meio PDA por 7 dias em estufa
a 25°C. Apés o crescimento, foram retirados discos miceliais (5 mm de diametro) do
patdgeno e do enddfito, e inseridos em uma placa de Petri (95 mm) contendo PDA
a uma distancia de 3 centimetros um do outro, no centro da placa. O controle

consistiu no cultivo do fitopatégeno sem a presenca de endéfitos (Figura 8).
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Figura 8 - Desenvolvimento do fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum apos 7 dias de incubacéo a

25°C em meio PDA. SS: Sclerotinia sclerotiorum.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As placas foram incubadas em estufa a 25°C por 7 dias, e a interacao
inibitéria foi calculada, levando em conta exclusivamente o eixo endodfito-

fitopatdgeno, pela seguinte formula (RAJANI et al., 2021):

o Cd—Td
%deinibicio= X100
Cd — 5mm

onde Cq= diametro do crescimento do patdgeno em cultura pura e Tq= didmetro do
patdgeno em cultura dupla com o fungo endofitico.

3.4 Método de cultivo e planejamento experimental

3.4.1 OSMAC acoplado a planejamento fatorial 23

Os parametros selecionados nesse estudo foram: substrato (Czapek-Dox [-]
ou Batata Dextrose [+]), modo (estatico [-] e dinAmico [+]) e o ambiente bidtico
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(cultura pura [-] ou co-cultivo com S. sclerotiorum [+]) (Tabela 1). Os cultivos foram
realizados em triplicata, resultando em 24 experimentos de 8 ensaios Unicos
(Tabela 2). O modo dindmico foi definido como agitagédo a 150 rpm.

Para fins de simplicidade e uniformizagdo, os meios de cultura seréo

referidos daqui em diante como meios Batata e Czapek.

Tabela 1 - Descricdo dos parametros e dos niveis utilizados.

Parametro ) Nvels +
Meio de cultura Czapek Batata
Modo Estatico Dinamico
Ambiente bidtico Puro CC

*CC: co-cultivo.

Tabela 2 - Descri¢éo dos ensaios codificados, baseados no desenho experimental OSMAC.

Ensaio I\éls:?u(rjae Agitacao Fitopatdogeno
1 1 -1 1
2 1 -1 -1
3 1 1 1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 -1 -1 -1
7 -1 1 1
8 -1 1 -1

A incubacéo do P. javanicum foi realizada conforme o esquema da Figura 9.
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Figura 9 - Esquema dos ensaios OSMAC.

SUBSTRATO

BATATA DEXTROSE CZAPEK-DOX

AMBIENTE BIOTICO

S. sclerotiorum

PURO

ESTATICO | DINAMICO

)
Ensaio 2 Ensaio 4 Ensaio 1 Ensaio 3 Ensaio 5 Ensaio 7 Ensaio 6 Ensaio 8

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.2 Incubacéo e extracdo dos metabdlitos secundarios

Os meios de cultura foram preparados de acordo com as especificagdes do

fabricante:

=> Potato Dextrose Broth (Batata Dextrose Caldo), ou simplesmente Batata.
Marca Neogen, codigo NCMO157A, lote US112738B. Composicéo:
Extrato de batata (4,0 g/L), equivalente a 200g de infusdo de batata e
dextrose (20,0 g/L).

= Czapek Dox Broth (Czapek Dox Caldo), marca Kasvi, codigo K25-
610072, lote 062317502. Composicao: nitrato de sodio (2,0 g/L), sulfato
de magnésio (0,5 g/L), cloreto de potassio (0,5 g/L), sulfato ferroso (0,01
g/L), difosfato de potassio (1,0 g/L) e sacarose (30,0 g/L).
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Os cultivos em meio liquido foram preparados com um volume de 300 mL e
incubados a 25°C por 30 dias em incubadora shaker refrigerada com agitacao
orbital (SOLAB SL-223). Em seguida, o caldo foi separado da biomassa micelar por
filtracAo a pressao reduzida e submetido a particdo liquido-liquido com AcOEt (3x
100 mL) (Figura 10).

Figura 10 - Esquema da preparacao e obtencdo de extrato bruto dos ensaios OSMAC do fungo
endofitico P. javanicum GTB-10.

3 -} &g Cultivos OSMAC (triplicata)
‘ t‘i

s
h

25 °C, 30 dias

Biomassa fluingica
Filtracdo a vacuo (descartado)

Metabolitos filtrados

Particao lig/liq c/ AcOEt

Fracao aquosa _
{ (descartado) }‘ Fracao AcOEt

CL-EM/EM

Fonte: Elaborado pelo autor.

A fase AcOEt for filtrada, reduzida e seca em evaporador rotatorio para a
obtencéo do extrato bruto (BUDIONO et al., 2019). O procedimento foi realizado em
triplicata, e a analise CL-EM/EM de cada réplica foi conduzida individualmente.
Para obtencao dos controles, o mesmo procedimento de extracao foi realizado nos

meios de cultivo sem microrganismos, e em cultivos puros do fitopatégeno S.
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sclerotiorum nos meios Batata e Czapek, incubados por 30 dias a 25°C, em modo

estatico.

3.5 Anélise em UPLC-QTOF-MS

Os solventes utilizados nos processos cromatograficos foram da marca
LiChrosolv ® de grau HPLC. A &agua foi destilada e deionizada em aparelho da
marca Milli-Q (resistividade minima 18,2 MQ.cm a 25°C).

Os extratos brutos foram preparados para analise em UPLC-QToF-MS. Para
isso, foram solubilizados em solucdo hidrometandlica [MeOH:H20 (95:5)] a 10
mg/mL e submetidos ao processo de extracdo em fase sélida (clean-up) utilizando
um cartucho “Sep-Pak” (SPE, Macherey-Nagel C18ec, 3,0 mL, 500 mg,
Chromabond®). As amostras foram evaporadas e solubilizadas em acetonitrila grau
HPLC e preparadas na concentracéo de 500 ppm.

Para realizar as analises em CL-EM/EM utilizou-se o sistema UPLC-QTOF-
MS Xevo G2-S Q-TOF (Waters Corporation). Os parametros utilizados para as
analises foram: fase mével A: agua (0,1 % de acido férmico V/V), fase movel B:
acetonitrila (0,1 % de acido férmico V/V); o método foi realizado em gradiente
linear: de 5-100 % de B em 8 minutos, de 8-14 min permanece em 100%, e 14-20
min retorna para a condicédo inicial de 5% de B; fluxo: 0,45 mL.min%; volume de
injecao: 0,2 uL; fase estacionaria: coluna de fase reversa C18 Acquity UPLC®HSS
T3 Column (1,8 um; 2,1 mm x 100 mm) e temperatura de 35 °C. Os espectros
foram adquiridos em modo positivo, com faixa de massa de m/z 100-1500
operando em Auto (MS).

Andlises em DDA (Data Dependent Aquisition) foram realizadas com capilar:
2,5 kV; rampa de energia de colisdo LM, comeco: 10 eV; rampa de energia de
colisdo LM fim: 30 eV; rampa de energia de colisdo HM, comeco: 50 eV; rampa de
energia de colisdo HM fim: 70 eV; energia de colisdo: 4 eV; Foi alterado para
EM/EM quando: intensidade subir acima do limite (500.000); incluir precursor
detectado: Usar exclusdo em tempo real; inclusdo de precursor detectado; incluir
depois do tempo (5 segundos); Lock Mass: m/z 556.277100.

Os dados foram convertidos do formato WATERS.raw para o formato .mzML
utilizando o software ProteoWizard MSConvert e processados no Software MZMine

2.53, e exportados nos formatos .mgf e .csv para a formacao de redes moleculares
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na plataforma GNPS pelo método computacional FBMN (Feature Based Molecular
Network, release 28.2). Os espectros EM/EM foram comparados com as
bibliotecas espectrais publicas e reanalisados pela ferramenta MS2LDA
(release_31). Os parametros das etapas de processamento e formagéo de redes
moleculares estdo dispostos nos apéndices 1 e 2. A visualizacdo da rede foi feita
no software Cytoscape 3.9.0, atribuindo cores aos nodos de forma a diferenciar as

diferentes condi¢bes de cultivo.

3.6 Métodos estatisticos

O arquivo .csv exportado foi adaptado para analises subsequentes na
plataforma MetaboAnalyst (XIA et al., 2009), filtrando manualmente os sinais
detectados nos controles (acetonitrila, meios de cultivo, extrato do fungo S.
sclerotiorum). Antes das andlises univariadas, os dados foram normalizados,

transformados e escalonados por ferramentas integradas a plataforma.

eNormalizacdo pela soma: todos os valores de intensidade de sinais séo
divididos pela soma de todas as amostras e multiplicado por 100.

e Transformacéo logaritmica (base 10);

eEscalonados pelo método de Pareto: todos os sinais de picos séo
centralizados na média e divididos pela raiz quadrada do desvio padrao.

As andlises aplicadas foram: mapa de correlacdo entre amostras, andlise de
Componentes Principais (ACP), andlise de agrupamento hierarquico, Analise
discriminante por projecOes ortogonais a estrutura latente (OPLS-DA) e Random
Forest (500 arvores formadas, numero de preditores: 7) nos parametros nao

resolvidos pela ACP.

3.7 Avaliacédo da atividade antifungica dos extratos OSMAC frente ao

fitopatdgeno

Os extratos AcOEt dos cultivos OSMAC do enddfito P. javanicum (GTB-10)

foram avaliados quanto a capacidade de inibicdo do fitopatégeno S. sclerotiorum.



Devido as pequenas quantidades de massas de cada réplica, estas foram reunidas,

totalizando 8 amostras, conforme a Figura 11.

Figura 11 - Reunido dos extratos das réplicas dos cultivos OSMAC para fins de realizar os ensaios
de atividade antifungica frente ao fitopatégeno S. sclerotiorum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a avaliagdo foi utilizada uma solugio em DMSO do extrato na
concentracédo de 80 mg/mL, sendo inseridos 100 pL desta solugéo a superficie de
placas de Petri com meio PDA, espalhado com alga de Drigalski e aguardado 3 h
para a penetracao da solucdo no meio de cultura. Em seguida, um plug de micélio
(1 mm?) do fitopatdgeno foi transferido ao centro de cada placa para se observar a
inibicAo do crescimento. O controle negativo foi realizado utilizando somente
DMSO, sem extrato e cada experimento foi realizado em triplicata, com incubacédo
de 7 dias a 25°C. A avaliacédo foi feita medindo-se e comparando-se os diametros
das colbnias do fitopatdgeno (ensaio e controle), comparando com e sem 0 extrato
bruto (STANGARLIN, et al., 1999). A inibicdo de crescimento micelial foi calculada

através da féormula:

_ (DC — DTRAT) i
N DC

%IC 100
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IC: inibicdo de crescimento (%);
DC: diametro da coldnia do fitopatégeno sozinho (controle);
DTRAT: didmetro da colénia do fitopatbgeno de cada tratamento com

extrato.

O controle positivo foi conduzido substituindo-se a solugdo do extrato bruto
pela solucdo do fungicida comercial Thiram®, aplicado na mesma concentragao
(Apéndice 21). O método de analise discriminante por projecfes ortogonais a
estrutura latente (OPLS-DA) foi utilizado para explorar as correlagdes entre os
resultados dos ensaios de atividade antifUngica e os metabdlitos detectados
(LOTFY et al., 2021).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificac&o genética dos fungos isolados
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O resultado do sequenciamento das regides ITS foi alinhado e comparado

com as sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank, onde % de identidade

estdo dispostas na Tabela 3. Os apéndices 3 - 11 dispdéem as imagens dos

endofitos.

Tabela 3 - Cddigo dos fungos isolados e suas identificages moleculares.

Cdédigo do isolado

Identificagao final

Identidade

Acesso

Fusarium fujikuroi /

KJ000428.1 /

GTB-04 ) 100% / 99,8%
proliferatum KP407870.1
Talaromyces
GTR-07 100% MF681554.1
trachyspermus
Exserohilum rostratum / MN599610.1/
GTF-08 ) 100% / 99,8%
Curvularia sp. LC317566.1
GTB-10 Penicillium javanicum 100% MK450698.1
GTF-15A Aspergillus hiratsukae 100% MK850383.1
GTF-15B Aspergillus versicolor 99,8% KM613141.1
GTF-17 Diaporthe sp. 99,4% 0L981188.1
GTF-25 Aspergillus hiratsukae 100% MK850383.1
Fusarium fujikuroi / KJ000428.1 /
GTR-25 A ) 99,8%
proliferatum MH766394.1
GTR-25B Penicilium sp. 100% HM469430.1
GTF-32 Neofusicoccum parvum 100% KY053039.1
GTF-37 Paecilomyces sp. 99,8% MZz151383.1
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4.2 Triagem da atividade antifungica dos fungos endofiticos isolados

frente ao fitopatdgeno S. sclerotiorum

Apbs 7 dias de co-cultivo dos enddfitos com o fitopatdgeno S. sclerotiorum, o
diametro da massa micelar foi medido em relacdo ao eixo endéfito-patégeno, como
exemplo para o fungo GTB-10: 4,2 cm (Figura 12a), 3,0 cm (Figura 12b) e 2,7 cm
(Figura 12c). Média = 3,3 cm.

o 12-3,3
% deinibicio=___ X100
12-0,5

% de inibicdo = 72,65

Figura 12 - Endofito GTB-10 (B10) co-cultivado com o fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum (SS) em
meio PDA, apds incubacéo de 7 dias a 25°C.

a)-c): As trés réplicas. SS: S. scletoriorum. B10: GTB-10.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os enddfitos que apresentaram maior atividade foram o P. javanicum (GTB-
10), o Neofusicoccum parvum (GTF-25) e o GTR-07 Talaromyces trachyspermus
(GTR-07) (Tabela 4). Observa-se nos ensaios que os fungos GTR-07 (Figura 13a)
e GTB-10 (Figura 13b) exibiram uma lacuna no eixo endofito-fitopatbgeno que
impede o contato das colbnias, presumivelmente resultado da producédo de
substancias antifungicas pelo fungo endofitico. Nos ensaios com o fungo GTF-25
(Figura 13c) h& uma rapida colonizacdo da superficie do meio de cultura pelo
endofito, aparentemente restringindo o crescimento do fitopatégeno.
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Figura 13 - Ensaio de atividade antifingica dos endéfitos com maior atividade.

Z

a) GTR-07; b) GTB-10; ¢c) GTF-25. SS: S. scletoriorum.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Devido a contricdes de tempo, apenas o endofito P. javanicum (GTB-10) foi
selecionado para dar seguimento ao trabalho, de acordo com o potencial de
inibicdo e ao comportamento especifico do fitopatdgeno em co-cultivo. Sua coldnia
e esporos estdo dispostos na Figura 14. Os ensaios com os demais enddfitos

podem ser visualizados na se¢cdo Apéndice.

Tabela 4 - Resultados dos ensaios de antagonismo em co-cultura dos fungos endofiticos frente ao
fitopatdégeno S. sclerotiorum.

Cddigo / nome do fungo endofitico % de inibicao
GTF-08 Exserohilum rostratum / Curvularia sp. 34,4
GTF-15 Aspergillus hiratsukae / versicolor 34,9
GTF-25 Aspergillus hiratsukae / 38,5
GTF-32 Neofusicoccum parvum 71,5
GTF-37 Paecilomyces sp. 28,7
GTB-04 Fusarium fujikuroi / proliferatum 35,0
GTB-10 Penicillium javanicum 72,65
GTR-07 Talaromyces trachyspermus 70,2

GTR-17 Diaporthe sp. n/a

GTR-25 Fusarium fujikuroi / proliferatum / Penicillium sp. 33,3
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Figura 14 — Fungo endofitico P. javanicum (GTB-10) cultivado em meio BDA.

a) Frente da placa; b) Verso da placa; c) Microscopia Optica dos esporos com corante azul-de-

algodao.

Fonte: préprio autor.

4.3 OSMAC e cultivo para producéao de extratos

As massas dos extratos GTB-10, obtidas para cada réplica dos ensaios,
estdo dispostas na Tabela 5. Um claro padrédo observado, considerando a média, é
gue h& diminuicdo de rendimento nos ensaios onde ha o cultivo com meio Batata,

especialmente o ensaio 3.

Tabela 5 — Massas (mg) dos extratos brutos de GTB-10 P. javanicum obtidas ap6s o processo de
cultivo e extragdo do metabolismo secundério por meio do solvente AcOEt.

Réplica
Ensaio 12 22 32 Média
1t 43,9 17,8 25,9 29,2
2t 71,2 30,0 25,4 42,2
3tox 7,3 15,7 9,6 10,9
410 35,8 34,5 32,6 34,3
5 * 48,1 80,2 61,8 63,4
6t 72,1 84,7 35,6 67,7
TH0% 71,8 73,6 56,8 67,4
8% 65,1 39,8 83,9 62,9

*Ensaios com presenca de co-cultivo. tBatata. ¥Czapek. °Ensaios em modo dinamico.
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4.4 Analise qualitativa dos extratos

Os resultados apresentados a seguir derivam dos dados de CL-EM/EM
obtidos e exportados no formato .csv apés pré-processamento pelo MZMine, como

descrito no item 3.7 e analisados pelo MetaboAnalyst, descrito no item 3.8.

4.4.1 Analise de agrupamento hierarquico

O agrupamento hierarquico de amostras fornece fundamentos para o
argumento sobre quais dos parametros OSMAC mais afetaram a producéo
metabdlica do P. javanicum GTB-10 (Figura 15). A maior similaridade ocorreu entre
as réplicas do mesmo ensaio. No meio Batata, 0s ensaios 1 e 2 mostraram grande
similaridade, indicando que o co-cultivo contribuiu pouco para a variagcdo da
producdo metabdlica. O ensaio 3 aparece em uma hierarquia separada dos outros
ensaios neste meio.

Entre os ensaios com o meio de cultura Czapek, o agrupamento hierarquico
sugere que o ambiente de cultivo foi 0 menos influente na producdo metabdlica,
seguido do modo de cultivo. De modo geral, o maior nivel hierarquico pertence ao
meio de cultivo, que contribuiu para a clara separagéo entre o grupo dos ensaios de

Batata e Czapek.
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Figura 15 - Andlise de agrupamento hierarquico dos extratos.
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Fonte: MetaboAnalyst.

O mapa de correlagdo auxilia a visualizacdo da andlise de agrupamento
hierarquico (Figura 16). Entre as amostras cultivadas em batata (Ensaios 1 a 4), o
ensaio 3 (dinamico, co-cultivo) mostrou estar menos correlacionado com o restante
dos ensaios, e muito correlacionado entre suas réplicas. A maior correlagcéo entre
amostras que compartilham o mesmo meio de cultura concorda com a ideia de que
as fontes de carbono e nitrogénio sdo os mais determinantes nos tipos de

esqueletos moleculares que essa linhagem € capaz de sintetizar (PAN et al., 2019).



Figura 16 - Mapa de correlacé@o entre as amostras da abordagem OSMAC.
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Fonte: MetaboAnalyst.

4.4.2 Analise de Componentes Principais (APC)
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A seguir, estao dispostos os graficos de score da analise de componentes

principais, visualizados de acordo com os para@metros OSMAC. As éareas coloridas

correspondem as regiées com 95% de confianca.

4.4.2.1 Meio de cultura

O eixo PC1 explica 26,7% dos valores de variancia, e o eixo PC2 explica

12,9%. Pelo grafico (Figura 17) € possivel notar que as amostras estdo separadas
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de acordo com o meio de cultivo, indicando que mudar as fontes de carbono e
nitrogénio foi importante para variar a producdo metabolica desse fungo (PAN et
al., 2019). E possivel notar que, assim como no mapa de correlacdo, os ensaios 3
(batata, modo dinamico, co-cultivo) mostraram metabdlitos diferentes do restante
dos ensaios em batata. Ja nos ensaios envolvendo Czapek, a ACP indica que néo

houve uma diferenca significativa na variacdo do modo e ambiente de cultivo.

Figura 17 - Grafico de score da andlise de componentes principais, visualizando a variagcao entre os
ensaios com diferentes meios de cultura (Batata e Czapek).
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Fonte: MetaboAnalyst.
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4.4.2.2 Modo de cultivo

O eixo PC3 explica 10,5% dos valores de variancia, e o eixo PC4 explica
8,9%. A variacdo do modo de cultivo (Figura 18), como estabelecido no desenho
experimental OSMAC, apresentou baixa diferenciacdo nas projecdes feitas pela
analise de componentes principais, indicando que o parametro nao foi efetivo em

ativar vias biossintéticas alternativas para o fungo estudado.

Figura 18 - Gréfico de score da andlise de componentes principais, visualizando a variagao entre 0s
ensaios com diferentes modos de cultivo (dinamico e estatico).
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Fonte: MetaboAnalyst.
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De acordo com o classificador Random Forest, os metabdlitos que mais
contribuem para a diferenciacdo metabdlica entre os modos de cultivo séo:
metabdlito m/z 336,1927 (ndo anotado) presente majoritariamente nos ensaios em
modo estatico, e os metabdlitos m/z 427,2094 (familia das estatinas), m/z 178,0878
e m/z 415,2028 (familia dos derivados de aminoacidos) encontrados principalmente
nos ensaios em modo dinamico (Figura 19). O termo Mean Decrease Accuracy
descreve a importancia do metabdlito na descriminag&o entre os modos de cultivo.

O quadrado vermelho indica o principal nivel do parametro influenciado.

Figura 19 - Classificagcao por Random forest dos metabdlitos que mais contribuem para a variagao
de producdo metabdlica do endofito GTB-10 P. javanicum variando o modo de cultivo em estatico e
dinamico.

m/z
336,1927 @

427,2094 @
415,2028 @
178,0878 @
411,2287 @

291,1140 @

265,134 @
381,1083 @
150,0928 @
401,1866 @
255,1501 @
413,1867 @
267,1392| @
146,0617| @
196,0982| @

I I I I
0.004 0.005 0.006 0.007

Bl Low
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Fonte: MetaboAnalyst.
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4.4.2.3 Ambiente de cultivo

O eixo PC1 explica 26,7% dos valores de variancia, e o eixo PC2 explica
12,9%. O ambiente de cultivo (Figura 20) ndo mostrou grande diferenciacdo entre
0S ensaios, com excecao do ensaio 3, que aparece isoladamente e ndo agrupado

com os demais

Figura 20 - Grafico de score da andlise de componentes principais, visualizando a variagcao entre os
ensaios com diferentes ambientes de cultivo (co-cultura e puro).
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Fonte: MetaboAnalyst.

O classificador Random Forest (Figura 21) aponta os metabolitos m/z
305,0928 (ndo anotado), m/z 383,1763, m/z 339,1346 (familia dos derivados de
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aminoéacidos), m/z 373,0936 e m/z 311,1403 (ndo anotados) como 0s principais
contribuidores para essa diferenciacédo, ocorrendo exclusivamente nos ensaios com

Czapek em co-cultivo (ensaios 5 e 7).

Figura 21 - Classificacdo por Random forest dos metabdlitos que mais contribuem para a variacéo
de produgdo metabolica do endofito GTB-10 P. javanicum variando o ambiente de cultivo em co-
cultura e puro.
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Fonte: MetaboAnalyst.

A projecao tridimensional explica 51,1% da variabilidade entre os
experimentos (CP1: 26,7%; CP2: 12,9%; CP3: 10,5%) (Figura 22). Nessa projecéo
€ possivel observar a baixa variabilidade entre os experimentos do meio Czapek
(ensaios 5-8), a similaridade entre os ensaios 1 e 2, e 0 alta variabilidade entre os

ensaios 3 e 4.
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Figura 22 — Gréfico tridimensional da APC, utilizando os CPs 1, 2 e 3.

\.\_‘_"\" s _‘—____—_,-—-— )
s 1 | M. [ 1] Meio
. | @ Czapek
o A Batata
~ 12 o\ ®
@ 10 \‘l}
N R 4 Ambiente
= ~I 5-8 OCo-cultura
o~ 5 4 [JPuro
O
25 <
& A 1e2
0 N
A L
2.5 —+—1 [ Jro—

wwo

-7.5

)
o~

-2.5

T O
N -

12.5

PC1 (26, 7%)

Ainda que os sinais dos metabdlitos encontrados no cultivo puro do
fitopatdégeno tenham sido filtrados antes das analises estatisticas, ndo € possivel
inferir com certeza se 0s sinais exclusivos aos experimentos em ambiente de co-
cultivo sé@o produtos do endofito P. javanicum, uma vez que a ativacdo de clusters
genéticos através de interacbes em co-cultivo € uma via de méo dupla, podendo

ser produto da variagdo metabdlica do fitopatégeno S. sclerotiorum.
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4.5 Redes moleculares

As redes moleculares dispostas a seguir sdo resultados dos métodos
computacionais FBMN e MS2LDA, visualizados no software Cytoscape. A
correspondéncia com bibliotecas espectrais e buscas na literatura permitiu a
anotacao de 15 substancias, entre elas, estatinas, derivados de aminoacidos e uma
isoflavona (Figura 23).

Figura 23 - Familias moleculares formadas por FBMN e MS2LDA.
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O grafico dos setores (em cada nodo) representa a proporgdo de sinais obtidos nos ensaios de

Batata (rosa) e Czapek (azul).
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4 5.1 Policetideos — estatinas

Fungos e bactérias produzem policetideos (Figura 24) contendo decalinas,
com um amplo espectro de atividades bioldgicas, cuja rota pode ser atribuida a
diferentes vias biossintéticas. Algumas propostas envolvem a juncdo de uma
unidade linear de policetideo, entdo cicloadicionados por reacdo Diels-Alder
mediada por enzimas policetideo sintase (PKS), formando os esqueletos
decalinicos (KELLY, 2008).



Figura 24 - Representacdo das redes moleculares dos policetideos obtidos dos diferentes ensaios OSMAC, visualizado no software Cytoscape.
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Fungos endofiticos como P. javanicum sdo capazes de produzir
policetidedeos ciclicos da classe farmacologica das estatinas, cuja principal
atividade de interesse humano é inibir a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A
redutase (HMGR), que catalisa uma importante etapa na biossintese do colesterol
(CORSINI; MAGGI; CATAPANO, 1995; ISTVAN; DEISENHOFER, 2001) (Figura
25).

Figura 25 - Efeito de estatinas naturais na via biossintética de colesterol.
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A correspondéncia com as bibliotecas do GNPS (cosseno: 0,92, Figura 26a)

auxiliou na anotacédo das substancias mevastatina acida (1) e mevastatina lactona
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(2), que sao caracterizadas como produtos de espécies do género Penicillium
(CHAKRAVARTI; SAHAI, 2004). Mesmo sendo observadas com idénticos ions
precursores m/z 391 ((1) [M-H20+H]*; (2) [M+H]*), sdo facilmente diferenciadas
pelo tempo de retencéo e identificacdo do aduto [M+Na]* ((2) tr 7,1; m/z 431; (2) tr
7,9; m/z 413). Sob condicBes normais de ESI*, essa classe de substancias produz
muitos ions protonados e sodiados. Fragmentos com o aduto de sodio costumam
ndo conter muita informacao na analise por espectrometria de massas, mostrando
apenas um ion relativo a saida do grupo éster (Figura 26b-e) (CHAKRAVARTI;
SAHAI, 2004). A substancia 2 foi detectada em todos os ensaios OSMAC,

engquanto 1 ndo foi detectada apenas nas amostras do ensaio 3.

Figura 26 - Espectros de massa das substancias mevastatina acida (1) e mevastatina lactona (2).
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a) Correspondéncia espectral com as bibliotecas do GNPS. b) Espectro de massa da substancia 1,

sendo ¢) o EM/EM do aduto de sddio dessa substancia. d) Espectro de massas da substancia 2,

sendo e) seu EM/EM

do aduto de sédio.

A proposta de fragmentacédo das formas protonadas esta disposta a seguir,

adaptado de um estudo realizado em substancias analogas (WANG; WU; ZHAO,

2001). As cores indicadas para os fragmentos m/z correspondem as setas no

espectro EM/EM. Para fins de simplificacdo, as figuras ilustram a forma lactona,

que se fragmenta de forma idéntica as formas [M-H20+H]* (Figura 27).
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Figura 27 - Relacéo entre proposta de fragmentacao e os picos EM/EM observados.
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a) Proposta de mecanismo de fragmentacdo da mevastatina lactona. b) Espectro EM/EM da

mevastatina lactona. Setas de diferentes cores indicam correspondéncia da proposta ao pico

observado.

As formas isoméricas acido/lactona sdo comuns em estatinas naturais,
sendo a forma &cida bioativa (LI; KUSARI; SPITELLER, 2014). A maioria dos

analogos da mevastatina detectadas nesse estudo foram encontrados nas duas

formas, sendo que os &cidos aparecem com menor tempo de retencdo devido ao

modo cromatografico aplicado. As substancias 1 e 3 (ativas) ndo foram detectadas

nas amostras do ensaio 3 (Figura 28), enquanto 2 e 4 (inativas) aparecem em

todos os ensaios.

/\Hko é /\H\O é /\Hko % /\H\o é
(1) (2) (3) (4)



Figura 28 - Gréficos box-plot da quantificacao dos features correspondentes as substancias
mevastatina acida (1) e lactona (2).
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Os numeros se referem ao planejamento OSMAC correspondente. a) area do feature do composto

mevastatina acida (1). b) area do feature do composto mevastatina lactona (2).

Fonte: FBMN Interactive Plotting.
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Relacionados as mevastatinas, 0s ions precursores m/z 393,2646
apresentam uma diferenca adicional de massa de 2 Da, compativel com a
saturacdo de uma das ligacbes duplas da decalina observada no composto
dihidromevastatina &cida (3) [M-H20+H]* (erro: 2,8 ppm) e dihidromevastatina
lactona (4) [M+H]* (erro: 2,29 ppm) (Figura 29, Tabela 6). A substancia ja havia sido
identificada dentro do género Penicillium, e mostrou poténcia similar a mevastatina
na inibicdo da enzima HMG-CoA (LAM et al., 1981).
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Figura 29 - Relagao entre proposta de fragmentacgéo e os picos EM/EM observados.
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a) Proposta de mecanismo de fragmentacdo da dihidromevastatina lactona. b) Espectro EM/EM.

Setas de diferentes cores indicam correspondéncia da proposta ao pico observado.

O composto 6-carbonil mevastatina acida (5) foi identificado putativamente
pelos sinais sinais em 405,2278 m/z [M-H20+H]* (erro: 1,23 ppm) e 423,2390 m/z
[M+H]*, juntamente com o0 seu aduto 445,2212 m/z [M+Na]* (Tabela 6). O Unico
pico da fragmentag&o da molécula sodiada mostra uma perda de 102 Da, indicando
a saida do grupo éster idéntico ao da mevastatina (1-4). A forma lactona nao foi
detectada com intensidade suficiente para gerar fragmentos EM/EM e features.
Essa substancia nunca foi relatada como produto natural, mas como subproduto da
sintese de anélogos da mevastatina (TURABI et al., 1995).

N&o ha relatos de bioatividade para essa substancia, mas uma vez sendo
observada em sua forma &cida, hipoteticamente competiria pelo substrato de
HMGR. O levantamento de informac6es em bancos de dados como Dictionary of
Natural Products e Scifinder ndo apresentou resultados para a fragmentacao
EM/EM. O mecanismo de fragmentacéo foi proposto na Figura 30, baseado em

padrdes ja discutidos para os policetideos.
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Figura 30 - Relacéo entre propositura de fragmentagéo e os picos EM/EM
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a) Proposta de mecanismo de fragmentacao da 6-carbonil mevastatina lactona. b) Espectro EM/EM

da 6-carbonil-mevastatina lactona. Setas de diferentes cores indicam correspondéncia da proposta

ao pico observado.

Outros policetideos detectados nessa familia molecular foram ML-236A

(forma &cida) (6) (erro: 3,25 ppm) nos ensaios 5, 7 e 8, ML-236A (forma lactona) (7)

(erro:

4,56 ppm) nos ensaios 5-8, ML-236C (forma &cida) (8) (erro: 2,75 ppm) e ML-

236 (forma lactona) (9) (erro: 2,78 ppm) nos ensaios 2, 4-8 (Tabela 6). Essas

substancias ja foram relatadas co-ocorrendo com a mevastatina (também

conhecida como ML-236B) em culturas de fungos do género Monascus e
Penicillium (BROWN et al., 1976; OKAMOTO et al., 2004).

(6) (7) (8) (9)

A correspondéncia desses dados com a biblioteca do GNPS (cosseno: 0,77,

Figura 31) permitiu a anotagdo da substéncia mevastatina metil-carboxilato (10)

(erro:

pura)

3,14 ppm), detectada apenas no ensaio 7 (Czapek, modo dinamico, cultura

(Tabela 6). O espectro EM/EM e a rota de fragmentacdo proposta estdo na
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Figura 32. O levantamento bibliogréafico relata essa substancia como subproduto da
sintese da mevastatina (ROSEN; HEATHCOCK, 1985).

Figura 31 - Correspondéncia espectral da substancia mevastatina metil-carboxilato (10) com as
bibliotecas do GNPS.
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Detectada nos ensaios 4-8, a substancia 8-(3-oxo) mevastatina (11) foi
putativamente anotada de acordo com a fragmentacdo do sinal m/z 427 [M+Na]*
(erro: -0,23 ppm) (Tabela 6). Seu espectro EM/EM (Figura 33) apresenta sinal m/z
311, que corresponde a perda de 116 Da, atribuida ao grupo 2-metil-3-oxobutanato.
N&o foi possivel definir a posicdo da carbonila, todavia, foi inferida de acordo com o
analogo monacolina X (XXI) (ENDO et al., 1985).

HO. HO O HO o}
OH (0] (o]
[0} o (0] 0 0
/\Hj\o )J\HJ\O )J\HJ\O
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Figura 32 - Relacéo entre propositura de fragmentagéo e os picos EM/EM observados.
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a) Proposta de mecanismo de fragmentacdo da metilmevastatina. b) Espectro EM/EM. Setas de
diferentes cores indicam correspondéncia da proposta ao pico observado.
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Figura 33 - Espectro EM/EM do sinal m/z 427 [M+Na]* da 8-(3-oxo0) mevastatina (11).
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4.5.1.1 Hidroxilagdo da mevastatina

Apesar dos efeitos inibitérios de HMG-CoA em ensaios in vitro, a
mevastatina ndo é indicada para uso terapéutico devido a efeitos colaterais
indesejados (SERAJUDDIN; RANADIVE; MAHONEY, 1991). No entanto, desde os
anos 90, pesquisadores tém avaliado seu potencial produtivo através da
fermentacao de fungos e sua biotransformacgédo em pravastatina (XXII), um anélogo
com niveis seguros de toxicidade em humanos devido a maior seletividade tecidual
(TSUJITA et al., 1986).

Esse analogo é caracterizado por uma [-hidroxilacdo na posicdo 8 da
decalina intermediado por bactérias dos géneros Streptomyces, Actinomadura,
Bacillus, entre outras (SYED; PONNUSAMY, 2018) (Figura 34). Todavia, esse
processo fermentativo possui alguns problemas, fazendo com que estudos para
encontrar uma linhagem fangica capaz de produzir diretamente essa estatina sejam
muito importantes (SEYDAMETOVA; ZAINOL, 2021).
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Figura 34 - Hidroxilacdo da mevastatina (2) em pravastatina (XXIl) por um sistema citocromo P450.
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Varios sinais m/z 407 estédo presentes na familia das estatinas. O calculo de
massa molecular indicou a formula C23H340s6 (erro: 1,7 ppm), correspondendo a
adicdo de um grupo hidroxilico a mevastatina. Os Unicos relatos da producéo direta
da pravastatina (XXIl) pertencem a fungos do género Penicillium isolados da
rizosfera de manguezais tropicais (areas alagadas, como o Pantanal) (EMINE et al.,
2015). Para confirmar a presenca ou auséncia dessa substancia, uma pravastatina
sédica comercial (Medley, 20 mg) foi analisada em CL-EM/EM usando 0os mesmos
métodos de aquisicdo de dados descritos no item 3.5 (solubilizado em acetonitrila
na concentracdo de 500 ppm) e comparada com as amostras flngicas. Para isso,
foi formado um BPC para comparar os tempos de retencdo dos sinais m/z 447
entre as amostras dos extratos de P. javanicum (GTB-10) (Figura 35) e o farmaco
(Figura 36).

Figura 35 - BPC dos extratos de P. javanicum reunidas. Amplitude de m/z: 407,2395-407,2461.
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Figura 36 - BPC em amplitude de m/z: 447,2317-447,2389, correspondente ao padrdo pravastatina
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Observa-se que a auséncia de co-eluicdo com o pico da pravastatina
comercial evidencia que os derivados produzidos pelo endéfito ndo possuem
exatamente 0 mesmo padrdo de substituicdo e/ou estereoquimica, sendo
necessarias analises complementares para a caracterizacdo estrutural desses
isdmeros. E possivel descartar a presenca da hidroxila no grupo éster devido a sua
fragmentacao EM/EM, através do fragmento m/z 345 (-102 Da), equivalente a saida

do grupo a-metilbutirato (CsH1002) idéntico as mevastatinas (1-4) (Figura 37).
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Figura 37 - Espectro EM/EM do sinal m/z 447 observado em todos os isdBmeros nas amostras
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A interpretacdo dos sinais dos isdbmeros m/z 407 é desafiadora, ja que as
estatinas possuem uma alta fragmentacdo na fonte durante o método CL-EM/EM-
ESI* utilizado, fazendo com que sinais dos ions precursores se percam e nao
atinjam a intensidade determinada para obtencdo dos espectros EM/EM ou
deteccdo de features. Essa caracteristica também se aplica para o0s sinais

presentes na Tabela 6.
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Tabela 6 - Sinais agrupados na familia dos policetideos. Em parénteses estao os ions fragmento dos adutos sodiados.

n° 11172 tr S Anotacéo Adutos TS m/z Erro fons fragmento (m/z)
observado  (min) OSMAC molecular calculado (ppm)
391,2487; 1;2; 4;5; 6; o [M-H20+H]*; 391,2479; 2,04; . ) i ) )

1 4312407 7,09 7.8 Mevastatina 4cida [M-+Na]* C23H3606 431.2404 0.69 159; 185; 211; 143; 229; 271 (329)
391,2492; 123 4 5: [M+H]*; 391,2479; 3,32;

2 408,2754; 7,91 ’ 6,' 7’_ 8, ' Mevastatina lactona [M+NH4]*; Ca23H3405 408,2744; 2,66; 159; 185; 211; 143; 229; 271 (311)
413,2309 o [M+Na]* 413.2298 2,44
393,2646; 1;2; 4;5;6; o L [M-H20+H]+; 393,2635; 2,8; ) i )

3 4332567 7,76 7.8 Dihidromevastatina 4cida [M+Na]* C23H3306 433 2561 138 189; 187; 213; 273 (331)
393,2644; 123 4 5 [M+H]; 393,2635; 2,29;

4 410,2911; 8,54 ' 6" 7’_ ' ~'  Dihidromevastatina lactona [M+NHa]*; C23H3605 410,2901; 2,44, 189; 187; 213; 273 (313)
415,2460 t [M+NaJ* 415,2455 1,20
405,2278; [M-H20+H]+; ) ) . . . . . .

5 423,2390; 4,63 4:5:;6;7;8 6-carbonil mevastatina acida [M+H]*; C23H3206 405,2272 1,23 173, 145; 199; 201’(:2523 243,267, 285; 161
445,2212 [M+NaJ*

6 307,1914 3,21 5;7;8 ML-236A (forma &cida) [M-H20+H]+  CigH280s 307,1904 3,25 159; 271; 211; 243; 185; 289; 253

7 307,1918 5,10 5;6;7;8 ML-236A (forma lactona) [M+H]* CisH2604 307,1904 4,56 159; 271; 211; 243; 185; 289; 253

. i .- [M-H20+H]+; 291.1955; 2,75; ) ) )

8 291,1963 4,74 2,78 ML-236C (forma &cida) [M+H]+ C18H2804 309 2060 226 189; 145; 213; 173

9 291,1966 5,30 2;4;5,6;7;8 ML-236C (forma lactona) [M+H]* C18H2603 291.1955 2,78 189; 145; 213; 173
423,2756; . . . [M+H]*; 423,2741; 3,54; . . ) . .

10 445.2580 8,05 7 Mevastatina metil-carboxilato [M+Na]* C24H3806 4452566 314 159; 185; 211; 235; 253; 258 (343)

11 427,2096 6,68 4:5;7 8-(3-0x0) mevastatina [M+Na]* C23H3206 427,2097 -0,23 (331)

- 281,1298 3,00 1;2;3 N/A - - - - 187; 160; 133

- 269,1548 3,53 4 N/A - - - - 209; 167; 155; 181; 141; 195

- 237,1864 3,77 1,2;3 N/A - - - - 105; 107; 159;145; 135; 201; 219

- 203,1808* 3,99 4 N/A - - - - 119; 147; 105; 133

) 407 2434* 401 1:2:3:4:57:8 N/A ) ) ) ) 245; 201; 183; 157; 1613;0%)17; 227; 269; 287, 133;

) 407 2433* 4.34 1;2;3;?3;5;6;7; N/A ) ) ) ) 245; 201; 183; 157; 1613;0%)17; 227; 269; 287, 133;

) 423,2384* 4.93 3.4:5:6:7:8 N/A i i i i 159; 131, 199; 149; 24%;2107; 267, 285; 303; 321;

- 237,1499 5,07 1;2;4 N/A - - - - 159; 173; 145; 109; 191; 219; 201; 117



267,1392*

5,24

48

N/A

82

207, 205; 165; 179; 192

439,2347

5,25

4

N/A

159; 139; 121

421,2233

5,29

4:5;6

N/A

181, 171; 155; 147; 141, 199

261,1858*

5,47

1;2

N/A

131; 229; 159; 105; 219, 145; 187

263,2010*

5,69

1,2;4;7

N/A

231, 199; 105; 175; 219

301,1451*

5,82

45

N/A

171; 145

262,2174*

5,86

1;2

N/A

119; 147; 105; 135; 203

407,2435*

5,96

3;4,5;6;7;8

N/A

175; 227; 201, 161, 287; 131

267,1392*

6,24

7.8

N/A

207, 205; 165; 179; 192

269,1548*

6,43

4

N/A

155; 209; 233; 167, 181, 141, 218; 251

317,1397

6,62

4

N/A

187, 213; 195; 293; 281; 299

303,1608*

6,7

4

N/A

199; 159; 225; 171;167; 243

285,1497*

6,70

4

N/A

171; 255; 249; 197; 267

263,2026*

7,59

1;2

N/A

231; 105; 119; 161; 133

263,202*

* Aparentemente resultado de alta fragmentacéo na fonte.

8,16

1

N/A

231;161;133;119;105;175;193
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4.5.2 Derivados de aminoacidos

As correspondéncias com a biblioteca GNPS e literatura permitiram a
anotacao das substancias derivados de aminoacidos: Ciclo-(Gly-Phe) (12) (m/z 205
[M+H]*, erro: 4,39 ppm), Felutanina A (13) (m/z 373 [M+H]*, erro: 0,8 ppm) (Tabela
7). A substancia 12 € um dipeptideo comum em fungos endofiticos, ainda que nao
haja relatos de bioatividade (CHEN et al., 2003; HUANG et al., 2007; JIANG et al.,
2020). Ja a 2,5-dicetopiperazina 13 foi relatada no género Penicillilum e mostrou
atividade antibiética frente a bactérias resistentes (BORTHWICK, 2012;
KOZLOVSKY et al., 2000).

H
OxN o H

Sinais adjacentes a substancia 13 na rede molecular (m/z 343, 369, 377, 410
e 411) foram apontados pelo MS2LDA, compartihando o mesmo padrdo de
fragmentacdo comum de subgrupos inddlicos (gnps_motif 25.m2m). Ndo foram
encontradas na literatura dicetopiperazinas correspondentes a essas massas,
sendo possivelmente analogas ainda nao relatadas. O MS2LDA também apontou
qgue sinais vizinhos da substancia 12 (m/z 265, 281, 311 e 327) compartilham a
subestrutura Phe-CHOOH, porém, ndo houve correspondéncia espectral com
dados das bibliotecas do GNPS e literatura (Figura 38). Outros padrbes foram

apontados pelo MS2LDA, mas sem anotagfes sobre a informagéo quimica.
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Figura 38 - Familia molecular dos derivados de aminodacidos, destacando os padrbes de
fragmentacédo detectados pelo MS2LDA.
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Com excecdao do sinal m/z 411, todas as outras apontadas com subestrutura
inddlica foram detectadas apenas no meio de batata, enquanto as substruturas
fenilalanina-CHOOH foram detectadas em ambos os substratos. Muitos features
foram detectados exclusivamente em um ou outro substrato, possivelmente em
consequéncia das diferentes fontes de nitrogénio dos meios Batata (aminoacidos
enddgenos) e Czapek (nitrato de sédio), que ativam diferentes vias biossintéticas.

Todos os sinais m/z dessa familia molecular estdo dispostos na Tabela 7.



Tabela 7 - Sinais agrupados na familia dos derivados de amino&cidos, com informag8es sobre as anotagdes pelo MS2LDA.
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m/z tr Ensaio ~ Férmula m/z Erro fons fragmento . ~ :
observado (minutos) OSMAC AOICEEEE Fallies molecular calculado (ppm) (m/z) AL DA ety AMBIEEED B e
12 205,0981 2,42 1:2:3:4 Ciclo(Gly-Phe) [M+H]* CiuH2N202 205,0972 4,39 120 gnps_motif_59.m2m S“bStr”téﬁgg"j:a'a”'”a'
13 373,1662 4,37 1;2 Felutanina A [M+H]* C22H20N4O2 373,1659 0,8 130 gnps_motif_25.m2m Substrutura inddlica
- 411,2287 7,74 1;2;3;4;5;6;7;8 - - - - - - gnps_motif_25.m2m Substrutura inddlica
- 178,0877 5,80 5;8 - - - - - 118 - -
- 193,0986 4,54 5;6;7;8 - - - - - 118 motif 512 Sem anotagéo
- 193,0987 5,13 5;6;7;8 - - - - - 118 motif_512 Sem anotacéo
- 229,1555 2,46 4 - - - - - 211; 183; 166; 138 - -
217; 120; 130;
- 2451296 256 3 - - - - 175; 200 ] ]
- 264,1034 5,12 5;7;8 - - - - - 118 motif_647 Sem anotacao
. . . Substrutura fenilalanina-
- 265,1341 4,42 78 - - - - - 120; 118 gnps_motif_59.m2m CHOOH
R . Substrutura fenilalanina-
- 281,1296 5,88 3;5;6;7;8 - - - - - 120 gnps_motif_59.m2m CHOOH
118; 104, 263;
- 291,1136 443 5 - - - - 173; 200 - ]
. 118; 104; 263;
- 291,1139 4,09 5;7;8 - - - - 173: 200 - -
- 291,1141 5,04 7;8 - - - - - 116; 118; 128; 173 - -
- 293,1287 4,69 5;6;7;8 - - - - - 120; 118; 265 motif_600 Sem anotagéo
- 309,1242 4,25 5;6;7;8 - - - - - 118 motif_494 Sem anotacao
- . Substrutura fenilalanina-
- 311,1397 4,41 5,7,8 - - - - - 120 gnps_motif_59.m2m CHOOH
- 311,1403 5,10 5;7;8 - - - - - 118; 193 - -
- 321,1242 5,12 8 - - - - - 116; 171; 203; 144 - -
- 3211242 594 7:8 - - - - 116; 150; 173; - -

201; 290



323,1396

4,99

3;6;8

116; 118; 201,
173; 150; 128
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323,1401

5,44

57,8

116; 128; 201,
173; 144

325,1554

5,24

7:8

120; 128; 146; 103

327,1354

5,89

3;5;6;7;8;

120; 281; 134

gnps_motif_59.m2m

Substrutura fenilalanina-
CHOOH

339,1346

3,97

57,8

118; 193; 264

motif_647

Sem anotacao

339,1351

4,57

5;7.8

118; 193

motif 647

Sem anotagéo

339,1352

5,03

57,8

118; 193

motif_647

Sem anotagéo

341,1502

4,87

5:6;8

150

motif 494

Sem anotacao

343,1669

7,74

1;2

130; 256

gnps_motif_25.m2m

Substrutura indélica

357,1452

4,54

8

118; 193

motif_647

Sem anotagéo

369,2185

8,22

1:4

130; 198; 144, 313

gnps_motif_25.m2m

Substrutura indélica

377,1614

4,37

1;2

130; 170; 284

gnps_motif_25.m2m

Substrutura inddlica

383,1763

5,88

5;7.8

292; 201; 264,
355; 118

394,2131

5,45

1;2;4

130; 284

401,1867

5,86

7:8

210; 265; 292

motif_428

Sem anotagéo

410,2449

6,56

1;2;4

130; 300

gnps_motif_25.m2m

Substrutura indélica

415,2028

7,68

7:8

210; 264; 292;
255; 383

motif_428

Sem anotagéo
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4 5.3 Isoflavonodide

Desconectada de outros nodos, a isoflavona daidzeina (15) (m/z 255,0653
[M+H]*, erro: 0,39 ppm) (Apéndice 22) foi detectada na maioria dos ensaios com
batata (ensaios 1, 2 e 4), e tem grande interesse industrial. Esse composto possui
um esqueleto 3-fenilcromano e € analogo estrutural do 17f3-estradiol (XXIIl), 0 mais
potente estrogénio humano. Devido a similaridade estrutural, a isoflavona é capaz
de se ligar a receptores de estrogénio e mimetizar a sua funcdo (PATERNI et al.,
2014).

OH

HO

(14) (XX1I)

A daidzeina tem amplo uso na prevencdo de osteoporose e doencas
cardiovasculares (SATHYAPALAN et al., 2018), reducao dos efeitos da menopausa
(LIU et al., 2014), e como agente anti-carcinogénico antioxidante, anti-inflamatério e
antimicrobiano (HILLMAN et al., 2011). E consistente com a literatura que a
substancia 14 seja encontrada apenas nos ensaios com batata, que é um legume
rico em isoflavonas glicosiladas (LIGGINS et al., 2000).

Uma estratégia para obtencdo em larga escala dessas substancias de
interesse industrial consiste na fermentacdo fungica do material vegetal, que
hidrolisa enzimaticamente a ligacdo glicosidica da isoflavona. Dessa forma, a
detecgdo da substancia 14 nos extratos do GTB-10 P. javanicum cultivados em
caldo de batata sugere que essa linhagem produz a enzima B-glicosidase (EC
3.2.1.21).

o OH HO. o}

° o "on  B-glicosidase Daizeina
| > +
O HO OH
HO

OH

Daidzeina glicosilada HO OH
OH

Glicose



4.6 Ensaios de atividade antifungica dos extratos
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Os resultados dos ensaios de atividade antifungica dos extratos estéo

dispostos a seguir na Figura 39 e Tabela 8. Os ensaios 6C e 7A contaminaram e

ndo puderam ser refeitos em tempo habil, sendo desconsiderados no calculo da

média.

Figura 39 - Colbnias do fitopatégeno S. sclerotiorum ap6s tratamento com os extratos dos ensaios
OSMAC do enddfito P. javanicum GTB-10.

a) Ensaio 1; b) Ensaio 2; ¢) Ensaio 3; d) Ensaio 4; e) Ensaio 5; f) Ensaio 6; g) Ensaio 7; h) Ensaio 8.

Tabela 8 - Resultado dos ensaios de inibicdo do fitopatégeno S. sclerotiorum frente ao tratamento
com extratos dos ensaios OSMAC do enddfito P. javanicum GTB-10.

Didmetro da colénia do fitopatdgeno (cm)

A B C IC%

1 4,01 1,98 1,14 52,82 76,71 86,59

2 4,19 4,35 2,6 50,71 48,82 69,41

3 8,5 8,5 8,5 0,00 0,00 0,00

4 1,74 2,53 1,64 79,53 70,24 80,71

5 0 0,87 2,62 100,00 89,76 69,18

6 5,5 4,81 -* 35,29 43,41 -

7 ~* 7,68 5,35 - 9,65 37,06

8 3,01 3,1 5,87 64,59 63,53 30,94
DMSO 8,5 8,5 8,5 0,00 0,00 0,00
Thiram 0 0 0 100 100 100

*ensaios nao realizados.

Andlise discriminante por projecdes ortogonais a estrutura latente (OPLS-

DA) foi utilizada para classificar os metabdlitos bioativos no ensaio de atividade

antifingica. O modelo mostrou boa performance (R2X= 0,16; R2Y= 0,939; Q2=

Média

72,04
56,31
0,00
76,82
86,31
39,35
23,35
53,02

0,00

100
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0,903). Para os propositos desse trabalho, extratos de ensaios que mostraram %IC
>0% foram considerados ativos. A Figura 40 mostra uma clara separacdo entre 0s
ensaios ativos e 0 ensaio inativo (ensaio 3), sugerindo que compartiiham as
substéancias bioativas, ainda que n&o haja um agrupamento total ao longo do T

ortogonal.

Figura 40 - Gréficos de score e S-plot do OPLS-DA dos dados dos ensaios OSMAC do fungo P.
javanicum avaliados pela atividade antifingica frente ao fitopatégeno S. sclerotiorum.

Scores Plot
A Ativo
+ Inativo

o _|

(o]

o L2004C

S L8Bc

A

2 %A
o
0
<t
[9V]
=
o]
= + 3C
Q — 3A
% © A 6B + 38 N
= £n68C
@
s
2 £n5B& A
£
o

= oare

S -

A BA
(o]
8 -
T T | | T T
-5 0 5 10 15 20

T score [1] ( 16 %)

O S-plot derivado da OPLS-DA foi utilizado para determinar os metabdlitos
que discriminam 0s ensaios bioativos frente ao fitopatdgeno S. sclerotiorum,
dispondo as substancias na parte inferior como sendo os mais correlacionados com
a bioatividade observada (Figura 41). Os metabdlitos de m/z 431,2407 e 391,2487
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(anotados como mevastatina &acida, substancia 1), 393,2646 (anotado como
dihidromevastatina &cida, substancia 3), 407,2433 (substancia na familia das
estatinas), 475,3054, 291,1963 (anotado como ML-236C [forma &cida], substancia
8) e 413,2309 (anotado como mevastatina lactona, substancia 2) foram indicados

como os features mais discriminantes do grupo dos ensaios ativos.

Figura 41 - Gréficos de score e S-plot do OPLS-DA dos dados dos ensaios OSMAC do fungo P.
javanicum (GTB-10) testados em ensaios de antibiose frente ao fitopatégeno S. sclerotiorum.
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Os resultados sdo consistentes com a literatura, que indica que as versoes
acidas das estatinas sdo as mais bioativas. O metabdlito m/z 475,3054 né&o
aparece na familia das estatinas, mas compartilha sinais EM/EM, ainda que em
intensidades baixas, indicando que possa ser um analogo ainda nao relatado. O

ensaio 3 (meio batata, modo dinamico, co-cultivo) ndo produziu as estatinas na sua
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forma acida (substéncias 1 e 3). As estatinas lactdnicas ndo sdo completamente
inativas, mas requerem maior quantidade para exibirem bioatividade (SIRTORI,
2014).

O efeito antifungico das estatinas esta bem estabelecido na literatura. O
mecanismo de acdo é idéntico ao esquema da Figura 25, sendo que em células
fungicas as estatinas afetam a biossintese de ergosterol, analogo fangico do
colesterol e com propriedades similares (Figura 42). A perturbacdo nos niveis de
ergosterol modifica as propriedades das membranas celulares fungicas, afetando a
homeostase celular e inibindo seu crescimento (LEFEBVRE; ALSHAWA; DUPONT,
2010). O controle das hifas e esporos do fungo S. sclerotiorum ja foi relacionada a
presenca de estatinas naturais, como a mevastatina (YADERETS et al., 2021) e a
lovastatina (AL-KARAAWI; AL-WAILY, 2022), e artificiais como a fluvastatina
(GALGOCZY; PAPP; VAGVOLGYI, 2009).
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Figura 42 - Efeito de estatinas naturais na via biossintética de colesterol e ergosterol, relacionando a
presenca das estatinas a bioatividade observada nos ensaios de antibiose.

]
)]\S _CoA

Acetil-CoA

HO. o
HO

HO
(o}

P

o Mevastatina

HO (0]

HO

s
CoA”

HMG-CoA

HMG-CoA Redutase

- OH O

HO/\/Q)]\OH

Mevalonato

Ani)my wigos

Colesterol Ergosterol



93

5. CONCLUSOES

A atividade antagbnica dos fungos endofiticos frente ao fitopatdgeno S.
sclerotiorum foi avaliada, permitindo classificar a linhagem GTB-10, identificada
genética e fenotipicamente como Penicillium javanicum, como a mais promissora
para estudos quimicos. A abordagem OSMAC dentro de um planejamento fatorial
completo 23, permitiu discriminar o meio de cultivo como o maior determinante para
a variacao de producédo metabolica desse enddfito. Ainda que o modo e ambiente
de cultivo tenham se mostrado pouco influentes, principalmente nos ensaios com o
meio Czapek, é possivel afirmar que OSMAC foi bem sucedido.

Técnicas de metabolémica global permitiram a anotacdo da mevastatina nas
formas éacida (1) e lactona (2), caracteristicas desse género, seus analogos, e
outras substancias de interesse comercial como as dicetopiperazinas felutanina A
(13) e B (e a isoflavona daidzeina (15).

Quase todos os extratos resultantes dos ensaios OSMAC mostraram
atividade antifangica contra o fitopatégeno S. sclerotiorum, destacando GTB-10 e
GTR-07 como enddfitos promissores para a continuidade dos estudos. Foram
utilizadas ferramentas estatisticas para interpretar os resultados de antibiose, que
correlacionaram a presenca das estatinas acidas a bioatividade observada.

Dessa forma, é possivel afirmar que todos os objetivos propostos nesse

trabalho foram atingidos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A perspectiva futura para esse trabalho se desenha em duas frentes:

» a frente quimica, implementando técnicas de metaboldémica global
adicionais, como exemplo: analises por DIA (Data Intependent Aquisition) e CG-EM
(cromatografia gasosa acoplada a espectrOmetria de massas) para melhor
entendimento do espaco quimico das amostras; elucidacdo das substancias de
interesse por meio de técnicas espectroscopicas;

» a frente biolégica: uma vez estabelecidas as substancias de interesse
(mevastatina de dihidromevastatina &cida), € possivel otimizar as condicbes de
cultivo buscando maior rendimento na producdo dessas substancias. Além disso,
se faz necesséaria a determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) das
amostras frente ao S. sclerotiorum, para a realizacdo de ensaios bioldgicos in vivo,
aplicando o enddfito P. javanicum (GTB-10), ou seus extratos, em plantas sob
condi¢des de campo.

Por fim, esse trabalho evidencia o enorme potencial a ser explorado de
fungos endofiticos isolados de espécies vegetais medicinais do Pantanal, e
contribui para o estabelecimento dos fungos da linhagem Penicillium como
candidatos a serem aplicados no manejo de fitopatdégenos flngicos, especialmente

contra o fitopatdgeno S. sclerotiorum.
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Apéndice 1 - Parametros utilizados no pré-processamento dos dados no MZmine 2.53.

Algorithm:

Algorithm:
MS level:

Noise level:

MS level:

Noise level:

Min. Peak height:
Peak duration range (min):

Baseline level:

m/z center calculation:

Peak duration range

Baseline level:

Centroid
1
1E4

1E3

m/z range for MS2 scan pairing (Da):

RT range for MS2 scan pairing (min):

Join aligner

m/z tolerance:
Weight for m/z:
RT tolerance:

Weight for RT:

20 ppm
3

0.1

1

MS level: 1
Min. Group size of scans: &
Group insensity threshold: 1E3
Min. Highest intensity: 1E3

, miz tolerance 20 ppm ,

Baseline cut-off m/z tolerance: 20 ppm

1E3 RT tolerance: 0.1

0.01-2 Maximum charge: 2

1E3 Representative isotope:  Most intense

MEDIAN , ,
0.01 - 1 min

1E3

0.2

0.2

Minimum peaks in a row: 2

Minimum peaks in isotope

pattern: g

Keep only peaks with MS2 scan: YES

Feature list rows filter
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Apéndice 2 - Parametros utilizados para a formacéo das redes moleculares.

Workflow: FEATURE-BASED-MOLECULAR-NETWORKING (version

release 28.2)

Etapa Parametro Valor
Precursor lon Mass Tolerance 2,0 Da
Basic options
Fragment lon Mass Tolerance 0,02 Da
Min Pairs Cos 0,6
Network TopK 10
Advanced Network : _
. Maximum Connected Component Size 100
Options
Minimum Matched Fragment lons 4
Maximum shift between precursors 500
Advanced Library Library Search Min Matched Peaks 4
Search Options Score Threshold 0.6
Filter Precursor Window Filter
Advanced Filtering - - - :
Filter peaks in 50Da Window Filter

Options

Minimum Peak Intensity 10
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Apéndice 3 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Talaromyces verruculosus GTR-07.

o Diametro do controle — Didmetro do endéfito
%inibicdo= " x100
Diametro do controle - 0,5 cm

12 - ((3I4+4I0+4I4)/3) & g s i 8,0667 .
%inibicao= x100 %inibicdo= ——  x100 %inibicdo= 70,14%
12-0,5cm 11,5

Apéndice 4 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Aspergillus hiratsukae GTF-25.

12 -((6,1+8,3+8,3)/3
%inibigao= (12 DS 13) x100 %inibicao= 38,55%
-0,5cm

Endofito Fitopatégeno
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Apéndice 5 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Fusarium sp. GTB-04.

%inibigao=

12 - ((8,1+7,9+7,9)/3)

12-0,5cm

x100

%inibigao=

35,07%

Apéndice 6 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Aspergillus sp. GTF-15.

%inibigao=

6,8 — ((4,8+4,2+4,8)/3)

6,8-0,5cm

x100

%inibigao=

34,9%

Fitopatogeno



Apéndice 7 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Exserohilum / Curvularia sp.
GTF-08.

6,8 — ((4,4+5,1+4,4)/3)
%inibicao= x100 %inibicao= 34,4%
6,8—0,5cm

Endofito

; 4

Apéndice 8 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Paecilomyces sp. GTF-37.

. 12 - ((4,3+5,1+5,4)/3) i
%inibicao= x100 %inibicao= 28,6%
12-0,5cm

Endéfito

Fitopatégeno p Fitopatégeno

- -

118
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Apéndice 9 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Diaporthe sp. GTR-17.

%inibigdo= n/a

Fitopatégeno \ N ' Fitopatégeno

Apéndice 10 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Fusarium / Penicillium sp. GTR-25.

%inibicdo= n/a

Fitopatogeno

Fitopatégeno
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Apéndice 11 - Ensaios de antagonismo do fungo endofitico Neofusicoccum parvum GTF-32.

6,8 - ((2,31+2,34+2,24)/3)
%inibigdo= x100 %inibicdo= 71,5%
6,8—-0,5cm

(1
Enddfito
Wl 9

Apéndice 12 - Triplicata da antibiose do ensaio 1 (OSMAC).

Ensaio 1
Média IC: 72,04%

52,82 % 76,71 %

86,59 %

£ I

a) frente; b) verso.



121

Apéndice 13 - Triplicata da antibiose do ensaio 2 (OSMAC).

Ensaio 2
Média IC: 56,31 %

50,71 % 48,82 % 69,41 %

a) frente; b) verso.
Apéndice 14- Triplicata da antibiose do ensaio 3 (OSMAC).

Ensaio 3
Média IC: 0%

0% 0% 0%

a) frente; b) verso.
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Apéndice 15 - Triplicata da antibiose do ensaio 4 (OSMAC).

Ensaio 4
Média IC: 76,82 %

79,53 % 70,24 % 69,41 %

a) frente; b) verso.
Apéndice 16 - Triplicata da antibiose do ensaio 5 (OSMAC).

Ensaio 5
Média IC: 86,31 %

100 % 89,76 % 69,18 %

a) frente; b) verso.
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Apéndice 17 - Duplicata da antibiose do ensaio 6 (OSMAC).

Ensaio 6
Média IC: 39,35 %

35,29 % 43,41 %

a) frente; b) verso.

Apéndice 18 - Duplicata da antibiose do ensaio 7 (OSMAC).

Ensaio 7
Média IC: 23,35 %

9,65 % 37,06 %

a) frente; b) verso.



Apéndice 19 - Triplicata da antibiose do ensaio 8 (OSMAC).

64,59 %

a) frente; b) verso.

Ensaio 8
Média IC: 53,02 %

63,53 %

30,94 %

124
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Apéndice 20 - Triplicata da antibiose do branco (DMSO).

Branco (DMSO)
Média IC: 0 %

0% 0% 0%

a) frente; b) verso.

Apéndice 21 - Triplicata da antibiose do controle (Thiram).

Branco (Thiram)
Média IC: 100 %

100 % 100 % 100 %

a) frente; b) verso.
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Apéndice 22 - Sinais detectados da colecao de ensaios do fungo endofitico P. javanicum GTB-10.

Sinais da familia dos policetideos

nO

el
PR O0ONOOUAWNER

m/z observado

391,2487; 431,2407
391,2492; 408,2754; 413,2309
393,2646; 433,2567
393,2644; 410,2911; 415,2460
405,2278; 423,2390; 445,2212

307,1914
307,1918
291,1963
291,1966

423,2756; 445,2580

427,2096
281,1298
269,1548
237,1864
203,1808**
407,2434**
407,2433**
423,2384**
237,1499
267,1392**
439,2347
421,2233
261,1858**
429,2252
427,2094
263,2010**
301,1451*
262,2174*
407,2435**
425,1940
267,1392**
269,1548**
317,1397
427,2096
303,1608**

tr (minutos)
7,09
7,91
7,76
8,54
4,63
3,21
5,10
4,74
5,30
8,05
6,68
3,00
3,53
3,77
3,99
4,01
4,34
4,93
5,07
5,24
5,25
5,29
5,47
5,62
5,64
5,69
5,82
5,86
5,96
6,15
6,24
6,43
6,623
6,68
6,7

Ensaio OSMAC
1;,2;4,5,6;7;8

1,2,3,4,5,6,7;,8

1,2;4,5,6;,7;,8

1,2,3,4,5,6,7;,8

4,5:6;7;8
5;7.8
5:6;7:;8
2:7:8
2:4,5:6;7:8
7
4:5;7
1;2;3
4
1;2;3
4
1;2;3;4,5;7;8
1;2;3;4,5;6;7;8
3:4,5:6;7;8
1:2:4
4:8
4
4:5:6
1;2
1;2;3;4,5;6;7;8
4.8
1;2;4;7
4.5
1;2
3:4,5:6;7:8

Anotacdo
Mevastatina acida
Mevastatina lactona
Dihidromevastatina acida
Dihidromevastatina lactona
6-carbonil mevastatina acida
ML-236A (forma acida)
ML-236A (forma lactona)
ML-236C (forma acida)
ML-236C (forma lactona)
Mevastatina metil-carboxilato
8-(3-0x0) mevastatina
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A



Sinais da familia dos derivados de aminoéacidos

12
13

285,1497**
263,2026**
411,2147
263,202**

205,0981
373,1662
411,2287
178,0877
193,0986
193,0987
229,1555
245,1296
264,1034
265,1341
281,1296
291,1136
291,1139
291,1141
293,1287
309,1242
311,1397
311,1403
321,1242
321,1242
323,1396
323,1401
325,1554
327,1354
339,1346
339,1351
339,1352
341,1502
343,1669
357,1452
369,2185
377,1614
383,1763

6,70
7,59
7,66
8,16

2,42
4,37
7,74
5,80
4,54
5,13
2,46
2,56
5,12
4,42
5,88
4,43
4,09
5,04
4,69
4,25
4,41
5,10
5,12
5,94
4,99
5,44
5,24
5,89
3,97
4,57
5,03
4,87
7,74
4,54
8,22
4,37
5,88

4
1;2
4
1

1;2;3;4
1.2

1,2;3;4,5;6;7;8

5;8
5:6;7;8
5:6;7;8

4
3
57,8
7:8
3;5;6;7;8
5
57,8

7:8
5:6;7;8
5:6;7;8

5;7:8
5;7:8
8
7:8
3:6;8
57,8

7:8

3;5;6;7;8;

57,8
5;7:8
5;7:8
5:6;8

1;2

8

1.4

1;2
5,78

N/A
N/A
N/A
N/A

Ciclo(Gly-Phe)
Felutanina A
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- 394,2131
- 401,1867
- 410,2449
- 415,2028
Sinal do isoflavonéide
14 255,0652
Sinais de familia molecular ndo identificada #1
- 397,1036
- 379,0935
- 321,0880
- 319,0726
- 379,0934
- 367,0756
- 427,0968
- 445,0537
- 292,0855
- 385,0322
- 320,0805
- 381,1083
- 303,0778
- 397,1036
- 337,0830
- 319,0727
- 305,0929
- 367,0759
- 321,0882
- 363,0988
- 381,1091
- 364,1060
- 303,0775
Sinais de familia molecular nédo identificada #2
- 275,0927
- 257,0823
- 275,0920
Sinais de familia molecular ndo identificada #3
- 273,1243
- 303,1351
Sinais de familia molecular ndo identificada #4

5,45
5,86
6,56
7,68

4,3

5,04
5,19
5,56
571
5,82
5,82
6,07
6,15
6,15
6,16
6,16
6,17
6,21
6,35
6,35
6,36
6,36
6,36
6,49
6,50
6,55
6,87
7,03

7,30
7,26
4,45

2,67
2,54

1;2;4
7,8
1:2:4
7,8

1:2:4

5:6;7;8
3;5,6;7;8
5:6;7
3;5:6;7;8
5:6;7;8
5:6;7:;8
5:6;7:;8
5:6;7:;8
5
5.7
5:6;7:;8
6;7.8
3;5:6;7;8
5:6;7;8
5:6;7;8
5:6;7;8
57
5:6;7:;8
57,8
5:6;7:;8
5.6;7
5,78
5:6;7:;8

1;2;3:4,6;8
2:4:5:6
1:2;4

3
1:2:4

Daidzeina
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- 405,1671
- 422,1937

Sinais de familia molecular néao identificada #5
- 397,2358
- 395,2201

Sinais de familia molecular nédo identificada #6
- 178,0878
- 196,0983

Sinais de familia molecular néo identificada #7
- 346,2968
- 318,3020

Sinais de familia molecular néo identificada #8
- 299,1289
- 283,1340

Sinais de familia molecular nao identificada #9
- 429,2399
- 361,1778

5,47
5,47

9,64
8,96

3,03
3,04

5,26
6,85

6,62
6,15

6,13
6,14

3
3

2;4;7,8
2;4;5;7

3,78
7:8
3
3

4
4

1;2
1;2
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