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RESUMO

Os fungos constituem um grupo de microrganismos de grande interesse industrial e
cientifico. Algumas linhagens de diversas espécies de fungos sdo utilizadas na producéo de
alimentos, pigmentos, bebidas e medicamentos. Lasiodiplodia é um género membro da
familia Botryosphaeriaceae, e classe dos Dothideomycetes. Esta familia contém inumeras
espécies que ocorrem como saprofitas, parasitas ou endofitas em uma grande variedade de
plantas hospedeiras, sendo considerada uma espécie cosmopolita. Com o objetivo de
identificar e monitorar os metabdlitos presentes na cultura do fungo endofitico Lasiodiplodia
theobromae, o fungo foi cultivado em meio BD (Batata-Dextrose) durante quatro semanas,
sob agitacdo continua (160 rpm), com presenca e auséncia de radiacdo luminosa. Culturas
miceliais foram coletadas a cada sete dias, liofilizadas e maceradas em uma solucéo tampéo
(fosfato de sodio) pH 6,0 e com 10% de D2O. As solugdes tampéao contendo os metabdlitos
extraidos foram transferidas para tubos de RMN de 5mm e analisadas por RMN-1H (Bruker
400 MHz). Os dados obtidos foram pré-processados no software TopSpin®, e a regido
contendo o sinal da agua foi suprimida utilizando-se do experimento NOESY 1D (sequéncia
de pulso noesyprld). Para identificacdo dos metabdlitos, foram utilizados bancos de dados
da literatura. O fungo identificado morfologicamente como L. theobromae, teve o0s
metabdlitos isoleucina, leucina, valina, etanol, lactato, alanina, lisina, acetato, N6-acetilisina,
N-Acetilornitina, metionina, acetona, glutamato, succinato, piruvato, glutamina, aspartato,
metilguanidina, betaina, metanol, guanidoacetato, glicose-6-fosfato, glicose, UDP-glicose,
uracila, guanosina, fumarato, tirosina e histidina identificados a partir das culturas de L.
theobromae crescidas em ambas condicGes de presenca e auséncia de radiacdo luminosa. A
matriz de dados com os valores alinhados e normalizados foi obtida com o software AMIX®
e as analises multivariadas foram realizadas com software SIMCA® e a plataforma online
www.metaboanalyst.ca. A andlise estatistica multivariada mostrou que apesar da diferenca
na producdo de pigmento e biomassa, o metabolismo das culturas sdo qualitativamente
semelhantes, porém quantitativamente diferentes, com maior concentracdo dos metabdlitos
glicerol, colina, fosfocolina, betaina, acetoacetato, acetona e B-hidroxibutirato nas culturas
expostas a luz, e uma maior concentracdo dos metabdlitos tirosina, fenilacetato, valina e
leucina nas culturas ndo expostas a luz, revelando que as culturas expostas ao fotoperiodo
tiveram seu metabolismo oxidativo intensificados. Por fim, revelou-se uma maior oxidagao
tirosina induzida pela luz, sugerindo que as culturas de L. theobromae produzem DOPA-
melanina em vez de DHN-melanina.

Palavras chaves: Fungo, Lasiodiplodia theobromae, metabolismo, estresse oxidativo



ABSTRACT

Fungi defined a group of microorganisms of great industrial and scientific interest. Some
strains of species of fungi are used in the production of food, pigments, drinks and medicines.
Lasiodiplodia is a genus of the Botryosphaeriaceae family, and a class of Dothideomycetes.
This family contains species that occur as saprophytes, parasites or endophytes in a wide
variety of host plants, being considered a cosmopolitan species. In order to identify and
monitor the metabolites present in the culture of the endophytic fungus Lasiodiplodia
theobromae, the fungus was grown in PD medium (Potato-Dextrose) for four weeks, under
continuous observation (160 rpm), with the presence and absence of light radiation. Mycelial
cultures were collected every seven days, lyophilized and macerated in a buffer solution
(sodium phosphate) pH 6.0 and with 10% D»0. As buffer solutions containing extracted
metabolites, they were transferred to 5Smm NMR tubes and analyzed by *H-NMR (Bruker
400 MHz). The data obtained were pre-processed using the TopSpin® software, and the
region containing the water signal was suppressed using the NOESY 1D experiment (pulse
sequence noesyprld). To identify the metabolites, the literature databases were used. The
fungus morphologically identified as L. theobromae, had the metabolites isoleucine, leucine,
valine, ethanol, lactate, alanine, lysine, acetate, N6-acetylisine, N-Acetylornithine,
methionine, acetone, glutamate, succinate, pyruvate, glutamine, aspartate, methylguanidine,
betaine, methanol, guanidoacetate, glucose-6-phosphate, glucose, UDP-glucose, uracil,
guanosine, fumarate, tyrosine and histidine emerged from L. theobromae cultures grown
under both conditions of presence and presence of luminous. The data matrix with the
appropriate and normalized values was obtained with the AMIX® software and the
multivariate analyzes were performed with the SIMCA® software and an online platform
www.metaboanalyst.ca. A multivariate statistical analysis revealed that despite the difference
in pigment and biomass production, the metabolism of cultures is qualitatively similar, but
quantitatively different, with the highest concentration of the metabolites glycerol, choline,
phosphocholine, betaine, acetoacetate, acetone and f-hydroxybutyrate in cultures exposed to
light, and a higher concentration of the metabolites tyrosine, phenylacetate, valine, leucine
and isoleucine in cultures not exposed to light, revealing that as an exported culture, the
photoperiod had its oxidative metabolism intensified, ultimately revealed a greater induced
tyrosine oxidation by light, suggesting that L. theobromae cultures perform DOPA-melanin
instead of DHN-melanin.

Key words: Fungus, Lasiodiplodia theobromae, metabolism, oxidative stress
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1. INTRODUCAO

A natureza tem sido, por milhares de anos, uma fonte de agentes terapéuticos, sendo
muitos farmacos existentes derivam de fontes naturais (SARKER et al., 2006).

De acordo com a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), 75% das pessoas ainda
recorrem primeiramente a produtos a base de plantas para tratar problemas de salde
(SARKER et al., 2006).

Fungos sdo organismos metabolicamente ativos que sédo explorados comercialmente
como fabricas celulares para a producéo de enzimas e uma grande variedade de metabdlitos.
S0 conhecidas diversas fontes de compostos bioativos de fungos e a pesquisa para o
isolamento de novos metabolitos a partir de fungos, que teve inicio ha muitos anos, ainda
continua muito ativa (ARCHER et al., 2008; SUN et al., 2010). Embora haja vérias
aplicacdes tanto a natureza como a biodegradacao de materiais organico (Dashtban, 2010), e
o controle da proliferacdo de outros microrganismos (Verma, 2007), o ser humano também
faz uso de seu potencial desde a industria alimenticios (Valduga, 2009) a producdo de
medicamentos (Barros, 2011; Butler, 2004). Produtos naturais de fungos tem sido farmacos
revolucionarios contra diversas doencas, e tem servido como inspiracdo para farmacos
inovadores (JIANG e AN, 2000).

Uma habilidade importante dos fungos é sua capacidade de se adaptarem a diversos
ambientes, para garantir sua sobrevivéncia e seu desenvolvimento, liberando enzimas
extracelulares que irdo degradar moléculas organicas complexas em moléculas simples
assimilaveis, uma vez que nem todas as moléculas tem livre passagem para atravessar a
membrana celular, dando inicio ao processo de desenvolvimento do fungo (GROW; GADD,
1995; Maggi, 2013; Selbmann, 2013).

Pelos estudos até agora realizados a auséncia de luz pode levar ao aumento da
concentracdo de alguns metabdlitos, pois dependendo da época do ano e da geolocalizacéo,
o fungo pode receber mais ou menos luz solar, o que pode influenciar seu desenvolvimento
e consequentemente a producdo de metabolitos secundarios (VELMURUGAN et al.,2010;
KIM; SON; LEE, 2013; TISCH; SCHMOLL, 2010).

A metabolémica é uma técnica usada para detectar e/ou quantificar todos parte dos
metabdlitos produzidos por um metaboloma, destacando-se por permitir o estudo provocado

por um estresse seja ele bidtico ou abiotico. Ao analisar um metaboloma, sera detectado tanto
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0s metabdlitos primarios quanto os secundarios (VERPOORTE; CHOI; KIM, 2007). No caso
dos microrganismos, o metabolismo pode tanto ocorrer dentro da celula como fora dela

através da secrecdo de enzimas extracelulares (KASTURE et al.,2012).
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OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar o efeito da luz no metabolismo da cultura micelial do fungo endofitico L.

theobromae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar, semanalmente, os metabdlitos presentes nas culturas do fungo L.
theobromae, durante um periodo de cultivo de quatro semanas, utilizando-se da
técnica de RMN-H, avaliando o cultivo com e sem luminosidade;

Avaliar o efeito da luminosidade no perfil metaboldmico do endofitico L.
theobromae;

Identificar os metabolitos discriminantes através de técnica multivariadas como PCA
e OPLS-DA.

Obter quantificacdo relativa dos metabdlitos identificados na cultura do fungo L.
theobromae, mostrando a evolucdo metabolica ao longo de quatro semanas de

cultivo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A medicina e os produtos naturais estdo intimamente ligados através da utilizacdo de
medicamentos populares (BUTLER, 2004). Os produtos naturais tém sido a fonte de maior
sucesso de droga em potencial. No entanto, os recentes esforcos na implementacdo de
descoberta e desenvolvimento de drogas sintéticas tém demonstrado um declinio no interesse
de produtos naturais. Entretanto, os produtos naturais continuam a fornecer uma diversidade
estrutural Unica em comparagdo com a quimica combinatoria padrdo, que apresenta
oportunidades para descobrir novos compostos, principalmente de baixo peso molecular.
Uma vez que menos de 10% da biodiversidade do mundo foi avaliada, muitos compostos
naturais podem ser descobertos, com o desafio sendo acessar essa diversidade quimica
natural (MISHRA; TIWARI, 2011; REY-LADINO et al., 2011; CRAGG; NEWMAN, 2005;
HAEFNER, 2003; BUTLER, 2004), que se apresenta além das plantas, em fungos, animais

marinhos, entre outros.

3.1 FUNGOS

Normalmente os fungos sdo lembrados como bolores, mofo e cogumelos estando
relacionados apenas a coisas ruins (figura 1). No entanto, o ser humano é mais dependente
dos fungos do que se pode imaginar, seja de forma direta como na producdo de paes,
combustiveis, entre varios outros produtos, seja de forma indireta como na degradacdo do
lixo produzido pelo ser humano (figura 2).
Figura 1. Principais maleficios causados por fungos

MICOSE HUMANA MORTE DO
E ANIMAIS ORGANISMO EM PLANTAS
DEPRECIAC.&C\ I DOENGAS <EM ANIMAIS
'\ ATACANDO -~ OUTROS

PRODUTOS AGRICOLAS ~ TECIDOS VIVOS

\ ALERGIA DC?&CAS
INTOXICACAO
MADEIRA @ INTS <
>DEC0MP05|(;.3.0 MICOTOXINAS ~ MORTE

HIDROCARBONETOS "
DEGRADACAO

ATAQUE A RESINA FERMENTACAO
DE LENTES INDESEJADA

Fonte: PUTZKE e PUTZKE 2002
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Figura 2. Potencial de interacdo e utilizacdo dos fungos
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Obs. TEMPEH -> Produto tradicional da Indonésio, feito de soja fermentada.
Fontes: ESPOSITO, 2010 apud ALEXOPOULOQS, 1996.

Os fungos formé&o um dos grupos de organismos mais numerosos sobre a terra, com
novas espécies sendo continuamente descritas. HAWKSWORTH (2001) publicou que eram
estimados a existéncia de 1,5 milhdes de espécies diferentes, sendo que apenas 69 mil tinham
sido descritas (menos de 5%), a partir dos mais variados locais (solo, &gua, ar, plantas,
animais e insetos). Recentemente, um trabalho publicado por HAWKSWORTH e LUCKING
(2017), descreve uma estimativa de 3,8 milhGes de espécies diferentes, tendo sido descritas
cerca de 120 mil especies (pouco mais de 3%).

Os fungos sdo seres eucariontes, desprovidos de clorofila, e heterotréficos.
Morfologicamente, sdo formados por um emaranhado de filamentos de células, denominadas
hifas, as quais variam em diametro, espessura (Figura 3.a) e cor, e facilitam a colonizacéo
das fontes de alimentos, e sua reproduc¢do. O tamanho das hifas pode variar de 1 a 30 mm,
ou mais, dependendo da espécie e das condicGes de crescimento. O conjunto de hifas é
denominado micélio (Figura 3.b), o qual pode ser de trés tipos bem distintos: os cogumelos,
constituidos de um tecido de biomassa bem compacto; os filamentos com uma rede micelial
mais maleavel; as leveduras que possuem estruturas unicelulares. (PELCZAR et al. 1997,
PUTZKE; PUTZKE, 2004; TORTURA et al., 2006; WEBSTER; WEBER, 2007;
KAVANAGH, 2005).
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Figura 3. Representacédo de diferentes hifas (b) Representacdo de diferentes micélios
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Fontes: (a) WEBSTER; WEBER, 2007, (b) < http://cienciahoje.uol.com.br/revista-
ch/2011/286/quando-os-microrganismos-salvam-vidas> acessado em: 08/06/2015

3.1.1 Nutricdo

O crescimento dos fungos depende de varios fatores tais como pH (Gunasekaran;
Poorniammal, 2008), temperatura (Poorniammal et al., 2012), tempo, taxa de agitacéo,
aeracdo (Unagul et al., 2005), luminosidade (Velmurugan, 2010), e nutrientes (Cho et al,
2002; Pradeep e Pradeep, 2013) (Tabela 1), permitindo manter uma producgdo continua e
quase que ilimitada (Mapari et al. 2009). A escolha correta das condi¢des de crescimento
pode intensificar a producéao de seus metabolitos secundarios ou de um metabdlito especifico.

De todos os fatores que influenciam o crescimento dos microrganismos, pode-se dizer
gue o0s nutrientes sdo 0s mais importantes, pois a auséncia de um ou Varios nutriente, pode
impedir a producdo e/ou acdo de alguma proteina, que possa ser fundamental para o
desenvolvimento do microrganismo (ESPOSITO, 2010; PUTZKE; PUTZKE, 2002,
NELSON; COX, 2014)

Os fungos sdo seres heterétrofos, ou seja, sdo incapazes de produzirem seu préprio
alimento, sendo necessario parasitar outros ambientes ou organismos para conseguirem obté-
los, tendo sua necessidade nutricional dividida em duas classes, 0s macronutrientes (exigindo
em quantidades por volta de 10° M) e os micronutrientes (requeridos em quantidades por
volta de 10° M), tendo como macronutrientes carbono, hidrogénio, oxigénio, fosforo,
potassio, nitrogénio, enxofre e magnésio e como micronutrientes ferro, cobre, manganés,
zinco e molibdénio. Para alguns fungos também sdo necessarios como micronutrientes

escandio, galio, vanadio e cobalto (PUTZKE; PUTZKE, 2002 apud RUIZ-HERRERA et al
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1990, SERANO; RODRIGUEZ-DE-VALE, 1990, FRIES, 1965). A tabela 1 descreve a

finalidade de alguns nutrientes.

Tabela 1. Necessidades basicas nutricionais de Fungos (Kavanagh, 2005)

Elemento  Fontes Comuns Funcéo na Célula

Carbono AcUcar Estrutura elementar das células do fungo em
combina¢do com hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio. Fonte de energia

Hidrogénio Prétons de ambientes acidos pH acido intracelular (em torno de 5-6)
necessaria para o metabolismo dos fungos

Oxigénio Ar, O, Substrato para respiratorio e outras enzimas
oxidativas de funcdo mista. Essencial para a
sintese de ergosterol e 4&cido oleicos
insaturados

Nitrogénio  Sais de NH4*, ureia, amino acidos  Estruturalmente e funcionalmente como
nitrogénio aminico organico em proteinas e
enzimas

Faésforo Fosfatos Transformagdo de energia, &cido nucleico e
estrutura da membrana

Potassio Sais de K* Balanco i0nico, atividade enzimatica

Magnésio  Sais de Mg?"* Atividade enzimaética, células e estrutura de
organelas

Enxofre Sulfetos, Metionina Aminodcidos e vitaminas sulfidrilo

Célcio Sais de Ca?* Possivel mensageiro  secundario na
transducéo de sinal

Cobre Sais de cobre Pigmento redox

Ferro Sais de ferro: Fe** é quelatado e Proteinas heme, citocromos

langado como Fe?* dentro da célula

Magnésio  Sais de Mn?* Cofator enzimatico

Zinco Sais de Zn?* Cofator enzimatico

Niquel Sais de Ni?* Cofator enzimatico

Molibdénio Na>MoO4 Metabolismo de nitratos, vitamina B,

20



3.1.2 Metabolismo

Metabolismo corresponde a uma série de transformac6es quimicas ligadas que se
inicia com uma molécula em particular e a transforma em outra ou em outras. Junto com
essas transformacGes também ocorre 0 armazenamento e consumo de energia para atividades
bioldgicas (BERG et al. 2010; PUTZKE; PUTZKE, 2002), compreendendo em uma série de
reacOes quimicas divididas em catabolismo e anabolismo.

“O catabolismo é a fase de degradacdo do metabolismo, na qual moléculas nutrientes
organicas (carboidratos, gorduras e proteinas) sao convertidas em produtos finais menores e
mais simples (como acido lactico, CO2 e NH3). As vias catabdlicas liberam energia, e parte
dessa energia é conservada na forma de ATP e de transportadores de elétrons reduzidos
(NADH, NADPH e FADHy); o restante é perdido como calor. O anabolismo, também
chamado de biossintese, precursores pequenos e simples formam moléculas maiores e mais
complexas, incluindo lipideos, polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos. As reacdes
anabdlicas necessitam de fornecimento de energia, geralmente na forma de potencial de
transferéncia do grupo fosforil do ATP e do poder redutor de NADH, NADPH e FADH,.”
(NELSON; COX, 2014)

NELSON e COX (2014) também descrevem que: “algumas vias metabdlicas séo
lineares e algumas sdo ramificadas, gerando multiplos produtos finais Uteis a partir de um
Gnico precursor ou convertendo varios precursores em um Unico produto. Em geral, as vias
catabolicas sdo convergentes e as vias anabolicas sdo divergentes. Algumas vias sdo ciclicas:
um composto inicial da via € regenerado em uma série de reacdes que converte outro
componente inicial em um produto” (Figura 4).

O metabolismo dos microrganismos inicia-se, se necessario, na adaptacdo do meio o
qual sera parasitado, liberando enzimas extracelulares que degradard moléculas organicas
complexas em moléculas simples assimilaveis, uma vez que nem todas as moléculas tem
livre entrada na célula, como é o exemplo da sacarose, que necessita ser degradada a frutose
e glicose, para que possam atravessar a membrana celular e s6 entdo ser metabolizada
internamente (ESPOSITO, 2010; GROW; GADD, 1995).
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Figura 4. Trés tipos de vias ndo lineares
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O metabolismo dos fungos geralmente esta dividido visando a producéo de dois
tipos de metabdlitos:

1- Metabodlitos primarios

Metabolitos primérios estdo envolvidos no crescimento, desenvolvimento e
reproducdo do organismo. O metabdlito principal é tipicamente um componente-chave na
manutencdo de processos fisioldgicos normais; assim, é muitas vezes referido como um
metabolito central. Metabdlitos primarios sdo tipicamente formados durante a fase de
crescimento, como resultado do metabolismo energético, e sdo consideradas essenciais para
o crescimento adequado (Boudless, 2018). S&o usados em inddstrias alimenticias e de ragdo
incluindo alcoois (etanol), aminoacidos (glutamato monossddico, lisina, treonina,
fenilalanina, triptofano), nucleotideos flavorizantes (acido 5-guanilico, &cido 5-inosinico),
acidos organicos (acético, propiénico, fumarico, lactico), poliois (glicerol, manitol, xilitol),
polissacarideos (xantona), acucares (frutose, ribose) e vitaminas (riboflaxina,
cianocobalamina, biotina) (DEMAIN, 2000; RAJASEKARAN et al., 2008).
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2- Metabolitos secundarios

Em contraste aos metabolitos primarios, os metabodlitos secundarios ndo séo
essenciais ao crescimento e de fato pode ter pouca ou nenhuma funcéo primaria dentro do
organismo. Os metabdlitos secundarios sdo produzidos quando o organismo entra na fase
estacionaria. Os metabolitos produzidos nesta fase sdo muitas vezes associados com a
diferenciacdo e a esporulacdo e podem ter importantes atividades biologicas, as quais, em
alguns casos, tém sido exploradas economicamente (KAVANAGH, 2005).

Na natureza, metabdlitos secundarios sdo importantes para 0S organismos que 0S
produzem, funcionando como (i) hormonios sexuais, (ii) ionoforos, (iii) ‘“armas”
competitivas contra bactérias, fungos, amebas, insetos e plantas, (iv) atividades
desconhecidas (DEMAIN; ADRIO, 2008). Metabolitos secundarios sdo usualmente
separados em cinco grupos: derivados de aminoacidos, peptideos ndo ribossomais,
policetideos, derivados de &cidos graxos e hibridos de policetideos-peptideos (KEMPKEN;
ROHLFS, 2010; ROZE et al., 2011).

Através do metabolismo da glicose sdo formados praticamente todos os metabolitos
primarios e secundarios. Esta é convertida em moléculas de acido pirtvico que podem seguir
duas vias diferentes. Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do acido chiquimico
para formar todos os metabdlitos secundarios aromaticos (alcaléides indolicos, quinolinicos,
isoquinolinicos, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossoltveis). Na segunda, o
piruvato continua sendo oxidado até a formacdo de moléculas de acetil-coenzima A (acetil-
coA). A combinacédo de uma unidade do &cido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato
ou derivados destes, podera resultar na producédo de antraquinonas, flavandides e dos taninos
condensados (Figura 4) (SANTOS, 2004).

3.2 FUNGOS ENDOFITICOS

A palavra ‘endofitico’ etimologicamente significa ‘dentro da planta’ (endon: dentro,
phyton: planta). Inicialmente, o termo endofitico foi introduzido por de Bary (1886) se
referindo a qualquer organismo que colonizasse o interior de uma planta, mas foi Wilson em
1995 quem restringiu 0 termo unicamente para microrganismo, referindo-se somente a
fungos e bactérias que ndo provocam danos aparentes a planta hospedeira, sendo os fungos

0s microrganismos que se tem isolado com maior frequéncia como endofitico (KUSARI et
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al., 2012, RODRIGUEZ et al., 2009, SCHULZ; BOYLE, 2005, STROBEL et al., 2004,
TAN, 2001).

Os fungos vivem em mutualismo, comensalismo ou antagonismos com uma ampla
faixa de organismo (KRIEL et al., 2000). Os fungos nédo produzem clorofila, entdo, em alguns
casos, sua sobrevivéncia depende do sucesso da sua associagdo com outros seres Vivos,
especialmente as plantas (ZOBERI, 1972).

O endofitismo se refere a uma associacdo de custo-beneficio ndo obstrutiva, e sim
assintomatica e transitoria, definida por localizacéo, e que se estabelece dentro do tecido vivo
da planta hospedeira (KURASI; HERTWECK; SPITELLER, 2012, RODRIGUEZ et al.,
2009, SCHULZ; BOYLY, 2005, STROBEL et al., 2004, TAN, 2001), o fungo passa a
receber nutricdo e abrigo da planta, aumentando sua sobrevivéncia. A planta, por sua vez,
aumenta sua capacidade competitiva e sua resisténcia contra fatores bidticos (CLAY;
SCHARDL, 2002) e abioticos (SAIKKONEN et al., 1998; SCHARDL et al., 2004). O
mecanismo pelo qual o fungo beneficia e aumenta o desempenho do seu hospedeiro é através
da secrecdo de metabolitos (SCHULZ et al., 1995), beneficiando por meio de trés
mecanismos:

1. Direto: por meio de enzimas e/ou metabdlitos secundarios com atividade anti-
patdgeno, produzidos diretamente pelo fungo endofitico;

2. Indireto: consiste na inducdo ou aumento da expressdao do mecanismo de
defesa quimica ou fisiolégica intrinsecos a sua planta hospedeira;

3. Ecoldgico: sdo realizadas por ocupar nichos ecoldgicos, hiper-parasitismo e
predacdo (HERRE et al., 2007, GAO et al., 2010).

Os microrganismo endofiticos podem estar presentes em todos os 6rgdos de uma
planta (PETRINI et al. 1992), possuindo as exoenzimas necessarias para colonizar seus
hospedeiros (SCHULZ et al., 2002), mas, usualmente, habitam as partes superiores de plantas
como folhas, galhos, cascas, peciolos e estruturas reprodutivas (FAETH; FAGAN, 2002).
Estes micro-organismos foram descobertos em todas as plantas examinadas até 0 momento
(ARNOLD et al., 2000), sendo capazes de colonizar uma ampla faixa de hospedeiros, alguns
mostrando especificidade a certas plantas (KRIEL et al, 2000).

Os micro-organismos endofiticos constituem uma fonte potencial de produtos

naturais pouco explorada, quando comparada as plantas e organismo marinhos. A maioria
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das pesquisas com endofiticos tém sido realizadas em paises do hemisfério norte e Nova
Zelandia, os resultados de regides tropicais sS40 menos numerosos, mas tém mostrado que as
plantas tropicais apresentam grande diversidade de micro-organismos endofiticos, muitos
deles ainda ndo classificados e que podem pertencer a novos géneros e espécies (AZEVEDO
et al, 2000; STROBEL, 2002). Uma grande diversidade de metabdlitos pode ser encontrada
estudando fungos obtidos a partir de uma Gnica espécie vegetal, pois se estima que cerca de
1,3 x 10° endofiticos habitem as 270.000 plantas vasculares conhecidas (BRADY; CLARDY,
2000).

3.3 EFEITO DA LUZ (FOTOTROPISMO)

Apesar dos fungos ndo serem seres fotossintéticos, eles sao influenciados pela luz,
usando a luz como fonte de informacdo e ndo como fonte de energia. O papel mais
significativo que a luz desempenha para 0s fungos € nas respostas fototrdpicas das estruturas
reprodutivas e na sua formacéo. O fototropismo consiste em uma resposta do crescimento a
presenca de luz que causa uma inclinacdo para perto ou para longe da luz (TISCH;
SCHMOLL, 2010, CHANG; MILES, 2004).

E bastante descrito a influéncia da luz na producio de biomassa, pigmentos,
metabdlitos secundarios, reproducdo etc., mas ndo se estuda detalhadamente como a luz afeta
0 metabolismo de fungos (VELMURUGAN et al.,2010; KIM; SON; LEE, 2013; TISCH;
SCHMOLL, 2010).

3.4 LASIODIPLODIA

Lasiodiplodia é um género membro da Botryosphaeriaceae, uma familia nos
Dothideomycetes. Esta familia contém inumeras espécies de fungos que ocorrem como
saprofitas, parasitas ou endoéfitas em uma grande variedade de plantas hospedeiras, sendo
considerada uma espécie cosmopolita. A familia Botryosphaeriaceae acomoda nimerosos
géneros de fungos, sendo as mais conhecidos Diplodia, Lasiodiplodia, Neofusicoccum,
Pseudofusicoccum, Dothiorella e Sphaeropsis (NETTO et al., 2017; CROUS et al., 2006).
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3.5 METABOLOMICA

O Metaboloma é a composicdo de todas as pequenas moléculas produzidas em um
organismo. A tecnologia voltada para o fornecimento de uma visdo geral compreensiva
qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes em um organismo € denominada
Metaboldmica, sendo assim, é definida com base em critérios analiticos com base em
comportamento biologico, referindo-se a soma total de metabolitos mensuraveis dentro de
uma célula ou tipo de tecido (HALL, 2006; RICHAEDS, 2010).

Metabolémica é um termo recente, introduzido nos anos 2000 por Dr. Oliver Fiehn e
colaboradores (FIEHN et al., 2000), e que vem sendo muito utilizado nesta era “OMICs”, de
gendmica, transcriptdbmica, proteémica, dentre outras. Os experimentos de metabolémica
fornecem resultados unicos para melhorar a compreensdo das informagfes bioldgicas
relacionadas ao metaboloma e mais comumente & gendmica funcional. O tamanho do
metaboloma varia muito, pois depende do organismo estudado. Saccharomyces cerevisiae,
por exemplo, contém aproximadamente 600 metabolitos identificados até o momento,
enquanto o reino das plantas tem aproximadamente 200.000 metabdlitos primarios e
secundarios (DUNN; ELLIS, 2005).

A maior limitacdo da metaboldémica é a inabilidade de incluir todos os metabdlitos
em apenas uma analise, obtendo assim um perfil do metaboloma. Esta inabilidade esta
diretamente relacionada com a complexidade quimica do metaboloma, a variacdo bioldgica
inerente (natural) nos organismos vivos, e a limitagdes no acesso instrumental (SUMMER et
al., 2003). Devido esta limitacdo, o estudo da metaboloma deve ser feito com técnicas
analiticas que permitam tanto identificar como quantificar o maior nmero de moléculas em
uma unica analise (Kaddurah-Daouk, 2008). A espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e a espectrometria de massas (seja s6 ou acoplada a um cromatrografo ou
eletroforese capilar) sdo as técnicas mais poderosas e amplamente utilizadas para o perfil
metabdlico ndo segmentado e direcionado, que € a analise composicional de espécies de
baixo peso molecular em amostras biolégicas complexas (RICHAEDS, 2010). A
espectrometria de RMN tem a vantagem da alta facilidade para se realizar a analise, onde
pode-se realizar uma extracdo direta, com solvente apropriado, e imediatamente se analisa o
extrato, no entanto tem a desvantagem da baixa sensibilidade da andlise; ja a espectrometria

acoplada a outra técnica, tem a vantagem de ser altamente sensivel e seletivo, no entanto,
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deve ser realizado um tratamento prévio na amostra para se poder analisar a amostra
(ALIFERIS; JABAJI, 2010; CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009; MUSHTAQ, 2013).

De acordo com KASTURE et al. (2012) o estudo da metaboldmica se divide em trés
categorias:

e Perfil metabdlico (do inglés ‘Metabolic profiling’)

Analise quantitativa do conjunto de metabolitos em uma via bioquimica selecionada
ou uma classe especifica de compostos. Isto inclui a analise do alvo, a anélise de um nimero
muito limitado de metabdlitos, isto é, analitos Gnicos como precursores ou produtos de
reagdes bioquimicas.

e Impressdo digital metabdlica (do inglés ‘Metabolic fingerprinting”)

Abordagem de avaliagdo global sem viabilidade para classificar amostras com base
em padrdes de metabdlitos ou "impressbes digitais” que mudam em resposta a doencas,
perturbacdes ambientais ou genéticas com o objetivo final de identificar metabolitos
discriminatorios.

e Metabolic foot printing (sem traducéo do inglés)
Anédlise de impressdo digital de metabolitos extracelulares no meio de cultura celular

como reflexo da secrecdo ou absor¢do de metabolitos pelas células.

3.6 PRE-TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS MULTIVARIADOS

A geracdo de muitos dados que podem ser coletados a partir do uso das técnicas
analiticas modernas, em estudos metabolémicos exige, necessariamente, a associacdo de
técnicas e de abordagens estatisticas (VERPOORTE et al. 2007, HEYDEN, 2008). A partir
do pré-tratamento dos dados, sejam aqueles obtidos por técnicas de separacdo e/ou
espectroscépicas, técnicas quimiométricas capazes de selecionar informacdes relevantes
poderdo ser usadas para diferentes propositos. Por exemplo, comparagdes de amostras para
efeito de acesso de identidade podem ser feitas por meio de coeficientes de correlacdo ou
calculando-se o grau de similaridade entre uma amostra e aquela de referéncia (HEYDEN,
2008). Ja para estudos taxonémicos e de quimiossistematica, ou para correlacionar um perfil
metabolico a uma determinada atividade bioldgica, a aplicacdo de técnicas quimiométricas
de anélise multivariada é recomendada (VERPOORTE et al., 2007, HEYDEN, 2008). Elas

permitem a classificacdo ou a formacédo de conglomerados de dados ou clusters, por meio da
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analise de componentes principais (PCA) ou de analise hierarquica de agrupamentos (HCA),
minimos quadrados parciais (PLS), analises discriminantes, analises de correlacdes, etc
(VERPOORTE et al., 2007, FUNARI et al., 2012, HEYDEN, 2008).

3.6.1 Pre-tratamento

Entre os pré-tratamentos utilizados destacam-se 0s:

3.6.1.1 Correcgéo da linha de base
Geralmente, o primeiro passo do pré-processamento de dados € a correcdo da linha

de base. As distor¢les basais afetam ndo apenas a analise estatistica, mas também a
quantificacdo dos metabolitos. Essas distor¢cdes podem ser corrigidas de muitas maneiras
diferentes; geralmente € aplicada uma correcdo de linha de base automatizada.
(SMOLINSKA, 2012)

Na figura 5 pode-se verificar a diferencga entre um espectro de RMN antes e apés a
correcdo da linha de base.

Figura 5. Espectros de RMN-1H a esquerda com a linha de base néo corrigida e a direita
com a correcdo da linha de base
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Fonte: http://nmr-analysis.blogspot.com.br/2013/12/nmr-baseline-correction-new-method-
in.html, acessado em 18/02/2018

3.6.1.2 Alinhamento
Um dos problemas mais frustrantes com perfis de RMN, de um ponto de vista de

analise de dados multivariada, é a presenca de mudancas de posi¢do dos picos entre diferentes
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espectros. Essas variacbes obscurecem a descoberta de padrdes no espectro. Os
deslocamentos podem ser devidos a fatores instrumentais, mudancas de pH e temperatura,
mudancas de concentracdo de sal e concentracdo relativa de ions especificos. Todos esses
parametros influenciam os deslocamentos dos picos, embora nem todos 0s picos sejam
afetados na mesma extensdo. (SMOLINSKA, 2012)

Na figura 6 pode-se verificar a diferenca entre um espectro de RMN antes e apos o
alinhamento.
Figura 6. Espectro de RMN a) antes do alinhamento b) ap6s o alinhamento.
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Fonte: SMOLINSKA, 2012

3.6.1.3 Normalizacao
Este passo de pré-processamento tenta explicar as variagdes das concentragdes

globais das amostras. O objetivo principal é fazer com que todas as amostras sejam
comparaveis entre si, por exemplo removendo ou minimizando a quantidade total de material
por amostra ou a diluicdo do metabdlito. Nesta transformacao, os valores de cada uma das

varidveis de uma dada amostra sdo divididos por um fator de normalizagdo, como por
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exemplo, pela normal dessa amostra. Assim, todas as amostras estardo em uma escala
predeterminada (SMOLINSKA, 2012; FERREIRA, 2015).

3.6.2 Andlise dos Dados

3.6.2.1 Anélise do Componente Principal (PCA)
A Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés, Principal Component

Analysis) € uma formulacdo matematica usada na reducgédo da dimenséo de dados (HAYKIN,
1999; JOLLIFFe, 1989), que foi introduzida por Karl Person em 1901, no entanto, s6 décadas
mais tarde foi propriamente introduzida em trabalhos cientificos, gracas ao avango de
tecnologias capazes de realizarem os calculos (FERREIRa, 2015).

O PCA é um método utilizado para projetar os dados multivariados em um espaco de
dimensdo menor, assim reduzindo a dimensionalidade do espago regional do conjunto de
dados, sem que as relagdes entre as amostras sejam afetadas. Os componentes principais
apresentam propriedades importantes: cada componente principal € uma combinacéo linear
de todas as variaveis originais, sdo independentes entre si e estimados com o proposito de
reter, em ordem de estimacgéo, 0 maximo de informacéo, em termos da variacao total contida
nos dados. Consequentemente, as informagdes relevantes serdo separadas e ampliadas pelo
“microscopio” de dados, tornando-se mais evidentes a inspecdo visual. Utilizando essa
metodologia é possivel descobrir, visualizar e interpretar as diferencas existentes entre as
variacOes e examinar as relagdes que podem existir entre as amostras. Essa analise também
permite detectar amostras que apresentam um comportamento distinto, pois, com a projecao
dos dados, elas tendem a se tornar evidentes. (FERREIRA, 2015; JOHNSON; WICHERN,
1998; HONGYU, 2015)

O PCA pode ser aplicado para se verificar diferencas e variages dos mais variados
materiais de pesquisas como:

ALIFERIS e JABAJI (2010) mostraram que é possivel visualizar pelo PCA, que ha
diferenga nos espectros e cromatogramas dos estagios de desenvolvimento de esclerotia de
Rhizoctonia solani, com 8, 16 e 24 dias, mesmo sendo imperceptivel, visualmente, a suas
diferencas pelos espectros e cromatogramas.

DUPORTET et al. (2012) analisaram quatro diferentes formas de extracdo em quatro

diferentes microrganismos, e conseguiram verificar pelo PCA que havia diferenca no padrao
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dos extratos produzidos, e que em trés dos microrganismos utilizados houve similaridade
entre 2 dos métodos utilizados, enquanto no quarto microrganismo houve similaridade entre
2 outros métodos.

ZABEK et al. (2017) mostram que o PCA foi eficiente para diferenciar espécies de
fungos, do mesmo género, através da analise, de uma simples extracdo, dos metabolitos

produzido pelos fungos.

3.6.2.2 Andlise discriminante ortogonal por minimos quadrados parciais
(OPLS-DA)
OPLS-DA é um método de analise multivariada que foi introduzido como uma

melhoria do método PLS-DA para discriminar dois grupos (classes) ou mais (BYLESJO et
al., 2006; TRYGG E WOLD 2002). No OPLS-DA, um modelo de regressdo é calculado entre
os dados multivariados e uma variavel de resposta que contém apenas informacoes de classe.
A vantagem do OPLS-DA em relacéo ao PLS-DA é que um Gnico componente é usado como
preditor para a classe, enquanto 0s outros componentes descrevem a variagdo ortogonal ao
primeiro componente preditivo. WIKLUND et al. (2008) usaram o termo variagéo entre
tratamento (do inglés, between treatment variation) para descrever o efeito médio do
tratamento, e, dentro da variacdo do tratamento, para descrever a variacdo do restante
sistematico que ndo esta relacionada ao tratamento. O efeito do tratamento é considerado
igual para todos os assuntos, embora a magnitude seja permitida ser diferente para cada
assunto. Os efeitos do tratamento que diferem do efeito médio do tratamento sdo referidos
como dentro da variagdo do tratamento. Em outras, palavras, 0 modelo OPLS tenta encontrar
uma relacéo linear entre uma matriz preditora X (por exemplo, dados espectrométricos de
amostras biol6gicas) e uma matriz de resposta Y (por exemplo, resultados clinicos,
tratamento, etc). Na metabolémica, a matriz de preditores X frequentemente tem mais
colunas (variaveis preditoras) do que as linhas (individuos). Devido a esta propriedade dos
dados de metabolémica, os modelos PLS e OPLS podem ser facilmente superados e sua
previsibilidade superestimada.

O método de analise OPLS-DA como todos os outros métodos de regressao é sensivel
a complexidade do modelo. Portanto, a validagdo-cruzada (CV) foi usada para estimar o

numero relevante de componentes nos modelos OPLS.
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TRIBA et al. (2015) descrevem que a validagdo-cruzada padrao do SIMCA (softwere
utilizado neste trabalho) é a chamada validacdo-cruzada K-fold. Os resultados do
procedimento de validagdo-cruzada sdo resumidos pelo valor de diferentes parametros de
qualidade. O mais frequentemente mencionado na literatura de metabolémica sdo 0s
parametros R? e Q? (também chamado de R? validado por cruzamento). R? mede a afinidade
de ajustes enquanto o Q? mede a capacidade preditiva do modelo. R? = 1 indica uma descrigio
perfeita dos dados pelo modelo, enquanto que Q? = 1 indica previsibilidade perfeita. R?
aumenta monotonicamente com o numero de componentes (NC) e se aproximara
automaticamente de 1 se 0 nimero de componentes se aproximar do grau da matriz X. O Q?
n&o chegara necessariamente a 1. Com um certo valor de nimero de componentes, Q? atinge
um patamar e, geralmente, diminuira finalmente com a adicdo de mais componentes. 1sso
indica que, em um certo grau de complexidade, a capacidade preditiva do modelo diminui.
Nessa fase, € muito provavel que o modelo esteja tentando ajustar caracteristicas do conjunto
de dados que ndo sdo mais representativas da populacédo estudada. Uma grande discrepancia
entre R? e Q? indica uma sobreposicdo do modelo através do uso de muitas componentes. De
acordo com o proprio SIMCA, Q% = 0,5 ¢ admitido para uma boa previsibilidade. Foi
demonstrado que, na prética, é dificil dar um limite geral que corresponda a uma boa

previsibilidade uma vez que isso depende fortemente das propriedades do conjunto de dados.

3.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Com o desenvolvimento dos equipamentos de RMN, com magnetos supercondutores
refrigerados com hélio liquido, os entdo chamados criomagnéticos, foi possivel a obtencéo
de espectros com maior resolucdo (Figura 7), e o surgimento de novas técnicas de analise
(Figura 8), possibilitando, cada vez mais, 0 uso da espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear em trabalhos como elucidacdo de estruturas, estudo de farmacos e metabol6mica,
entre outros. (DUDDECK; DIETRICH, 1992; HOLZGRABE; DIEHL; WAWER, 2008;
CARVALHO, et al. 2017)
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Figura 7. Representacdo do aumento da resolucao do espectro de RMN-1H, para 0 mesmo
composto, quando se utiliza equipamento de RMN com campos maiores.

EO 330 NewDAromatics Cinnamon Bark Sri LanT
L) "

Nl
n AN SO U P -1,
|
\
ﬁ('w
al |
1 s some
Cinnamon Bark - Ceylon q
/ |
| J‘\ “ | 82 MH
z
_/ML j \, MUU IV'UL__H_M _ K_/N\\ J\/‘u\/‘ \-»\
EO-330-H
Cinnamon Bark Ceylon EO Cinnamonium zeylanicpm
COO; Sri Lanka Lot 11262-A02
1H NMR in CDCI3 JCE-PNA-MVX300
300 MHz
1['),5 H; o 9‘5 QIJJ 8.5 8‘0 I‘j fIU 6') b‘ﬂ )Ib 5‘,0 ‘1',) 4‘(] 3',5 3.0 2‘,) E‘U 1',5 1.0 D‘j ﬂl,l_l

f1 (ppm)

Fonte: http://www.process-nmr.com/WordPress/?p=488, visitado em 22/02/2018

Figura 8. Espectro bidimensional de RMN (HSQC) mostrando qual sinal de hidrogénio esta
interagindo com qual sinal de carbono a 1 ligagéo.
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3.7.1 Obtendo o Espectro de RMN-'H

Uma vez que a amostra € inserida no espectrometro de RMN, os ndcleos sofrem o
efeito de um campo magnético denominado Bo, que alinha o nucleo de todos os atomos
paralelamente a este campo magnético. Uma vez que todos 0s nucleos estdo alinhados, sdo
aplicados pulsos de radiofrequéncia, denominados B, perpendicular ao campo Bo. Por
convencao, considera-se que o sentido do campo By esta paralelo ao eixo z, enquanto que o
campo B; alinha-se ao eixo X. A energia transferida do campo B para os nucleos, faz com
que ocorra a magnetizacdo nos nucleos no plano x-y. Ao cessar o pulso de radiofrequéncia,
0s nucleos perdem gradativamente a energia absorvida pelo pulso de radiofrequéncia,
retornando ao seu alinhamento com o campo Bog, processo este chamado de relaxagdo. A
energia liberada no processo de relaxacdo é detectada e registrada em um diagrama de
decaimento da energia livre (FID, do inglés, Free Induction Decay) em func¢éo do tempo, que
através de uma operacdo matematica, conhecida como Transformada de Fourrier, é
convertido em um espectro de intensidade em funcdo da frequéncia. (CLARIDGE, 2009;
PAVIA et al., 2012; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

3.7.2 Deslocamento Quimico

O espectro de RMN deveria apresentar um unico sinal, no entanto, ndo é isso o que
ocorre, fato este decorrente da presenca dos elétrons, que geram um campo magnético
adicional ao campo By, fazendo com que os ndcleos quando em ressonancia com a frequéncia
do campo By, sofram influéncia deste campo, resultando em diferentes posi¢Ges dos sinais
ao longo do espectro de RMN (BECKER, 2000; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005).

O descolamento quimico do pico no espectro de RMN é diretamente proporcional ao
efeito que o nucleo sente da agdo do campo magnético gerado pelos elétrons, efeito este
denominado de blindagem do nucleo. Quanto mais intenso € o efeito da acdo do campo
magnético gerado pelos elétrons, mais blindados estaréo os ndcleos, levando ao aparecimento
de sinais mais proximos de 0 (zero) no espectro gerado, enquanto que, quanto menos intenso

é o efeito do campo magnético gerado pelos elétrons, menos blindados estardo estes ndcleos,
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fazendo com que os sinais produzidos aparecerdo com descolamento quimico mais alto no
espectro de RMN (BECKER, 2000; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Os compostos TMS e TSP, Figura 9, sdo utilizados como compostos de referéncia
pelo fato de possuirem seus protons bastante blindados, tendo sido a eles atribuidos, por
convencdo, como deslocamento quimico, valor igual a 0 (zero) ppm. No entanto, o0 TSP é
utilizado como composto de referéncia de deslocamento quimico quando o solvente utilizado
é a dgua e 0 DMSO, e 0 TMS para os demais solventes menos polares.

Figura 9. (a) Tetrametil-silano (TMS) e (b) Trimetilsilil propionato de sodio (TSP)
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Fonte: (a) Préprio autor

3.7.3 Integracao

Uma das vantagens da técnica de RMN-!H, é que a area abaixo de cada pico é
proporcional a quantidade de ndcleos de hidrogénio responsaveis pelo aparecimento do pico

(PAVIA et al., 2012). No entanto, a quantidade determinada é relativa e ndo absoluta.

3.7.4 Acoplamento

Ao se analisar um espectro de RMN, pode-se observar que os sinais originados das
absorcGes nem sempre se apresentam como picos Unicos ou singletos, podendo aparecer
desdobrados como dupletos, tripletos, quartetos etc., devido a interagbes denominadas
acoplamento spin-spin (NASCIMENTO, JR., 2001).

O acoplamento spin-spin é resultado da influéncia que o campo magnético gerado por
um nucleo exerce sobre um outro nucleo, fazendo com que o pico se desdobre
proporcionalmente ao numero de nucleos vizinhos, seguindo a regra 2In+1, sendo “I”” o spin

do nucleo e n o numero de nucleos vizinhos (BECKER, 2000).
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3.7.5 J-Resolvido

Um dos grandes problemas de se trabalhar com amostras de RMN-'H complexas é a

sobreposicao dos sinais, dificultando a observacdo da multiplicidade dos picos. Para se

resolver este problema utiliza-se do experimento de RMN 2D J-resolvido *H. O experimento

J-resolvido é um experimento que tem em uma das dimensdes o deslocamento quimico, e na

outra dimensédo o desdobramento dos sinais (Figura 10), permitindo assim, ndo sé confirmar

a multiplicidade do sinal, mas medir com maior precisdo sua constante de acoplamento

(HUANG, et al.,2015; LUDWING, 2010).

Figura 10. a) Espectro de RMN 2D J-resolvido H, em b) do composto que possui seu

espectro de RMN-H
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4, METODOLOGIA
Este trabalho utilizou o fungo Lasiodiplodia theobromae, isolado como endofitico de
sementes de Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira, e
identificado por métodos moleculares.

4.1 ESTERILIZACAO
Todo material utilizado para o cultivo do fungo foi previamente esterilizado em
autoclave a 121 °C e 1,03 KgF/cm?, por 20 minutos.

4.2 MEIOS DE CULTURA
4.2.1 MEIO BATATA-DEXTROSE-AGAR (BDA)

Para cada 1L de meio de cultura foram utilizados 200 g de batata inglesa previamente
descascadas. As batatas foram cozidas por 30 minutos em 500 mL de &gua destilada, filtrou-
se a mistura, ainda quente, com papel de filtro. Ao filtrado, foram adicionados 20 g de
dextrose (VETEC, QUIMICA FINA), 20 g de agar (VETEC, QUIMICA FINA) e o volume
final foi ajustado para 1L com &gua destilada. Apos dissolver completamente a mistura, o

meio de cultivo foi esterilizado por 15 minutos a 1,03 KgF/cm? e 121°C.

4.2.2 MEIO BATATA-DEXTROSE (BD)

Para 0 meio BD, foi utilizado o0 mesmo procedimento para 0 meio BDA, s6 néo foi
adicionado o agar. O meio de cultivo (100mL) foi distribuido em frascos do tipo Erlenmeyer

e esterilizado por 15 minutos a 1,03 KgF/cm? e 121°C.

4.3 CONDICOES DE CULTIVO

Em trabalhos anteriores, o microrganismo endofitico L. theobromae foi isolado de
sementes de S. terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae), comumente conhecida como pimenta
brasileira ou aroeira-da-praia. Os frutos recém-colhidos foram superficialmente esterilizados,
cortados em pequenos fragmentos, depositados em placas de Petri contendo batata-dextrose-
agar (BDA) e mantidos em temperatura ambiente e fotoperiodo de 12h até o crescimento de
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fungos. As pontas hifais originarias de fragmentos de frutos foram transferidas para novo
meio BDA e mantidas a temperatura ambiente nas condi¢des descritas acima por 30 dias. A
espécie fungica foi identificada pela genética molecular e a auséncia de corpos de frutificacéo
foi confirmada pelo exame morfologicos de culturas sob o0 microscopio dptico.

A cultura de fungos foi preparada adicionando 30 mL de agua ultrapura esterilizada
a uma colonia de L. theobromae com 7 dias de cultivo e transferindo aliquotas de 50 pL da
suspensdo de pedacos de hifal para 64 tubos de vidro, cada um contendo 100 mL de meio de
batata-dextrose (BD). A cultura foi incubada a temperatura ambiente em um agitador orbital
a 160 rpm. Os tubos foram divididos em dois grupos iguais (n = 32), sendo um grupo mantido
em condicdes de escuro e 0 outro submetido a um fotoperiodo de 12 horas de luz natural. As
biomassas de oito repeticdes de cada tratamento (fotoperiodo de 12h e escuro) foram colhidas
por filtracdo ao final da primeira, segunda, terceira e quarta semana de crescimento,
correspondendo a diferentes estagios de desenvolvimento micelial. As massas miceliais
correspondentes foram lavadas com agua ultrapura esterilizada, congeladas em nitrogénio
liquido, pulverizadas em almofariz e pistilo de ceramica, liofilizadas, pesadas e armazenadas
a -80 °C até serem necessarias para analise. A biomassa seca total de micélios produzida a
cada semana, e sob diferentes condigdes de cultura, foi calculada a partir das massas médias

determinadas em oito tubos replicados.

4.4 TAMPAO FOSTATO

Em um baldo volumétrico de 100 mL adicionou-se 0,31 g de NaH2PO4-H.0 e 1,09 g
de NaHPO4 (anidro), 0,1 mM (0,0172 g) de TSP (3-(trimetilsilil)propionato de sddio;
Cambridge Isotope Laboratories)) e 10 mL de D.O (99% purity; Cambridge Isotope
Laboratories, Tewksbury, MA, USA), o volume foi completado com agua ultrapura. O pH
da solucgéo adquirida foi de 6,0. O tampéao foi conservado a 4 °C.

4.5 EXTRACOES

Os metabdlitos intracelulares presentes nos micélios liofilizados foram extraidos
adicionando 800 pl de solucdo salina tamponada com fosfato a 20 mg de biomassa fangica e
sonicacao por 20 min. Os detritos celulares foram removidos por centrifugacao a 14000 rpm
(Hettich zentrifugen, ROTANTA 460R) por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi
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transferido para um novo tubo, submetido a centrifugacéo adicional nas condi¢Ges descrito

acima e uma aliquota do extrato final transferida para um tubo de 5 mm RMN.

4.6 METABOLOMICA

Para andlise das células, utilizou-se de 550 pL das amostras.

Para identificar inequivocamente os metabdlitos intracelulares produzidos pelos
micélios durante o periodo de quatro semanas em cada condi¢do de cultura, foram preparadas
amostras de controle qualitativo (CQ), compreendendo aliquotas de 20 pL de cada um dos
32 extratos metabdlitos obtidos de culturas crescidas em condic¢des de escuras ou aliquotas

de 20 pL de cada um dos 32 extratos obtidos de culturas mantidas sob fotoperiodo.

4.6.1 Experimentos de RMN

Todos os experimentos de RMN foram realizado em espectrometro Bruker (Billerica,
MA, USA) dotado de magneto supercondutor, operando para H* a 400 MHz, equipado com
sonda de banda-larga de 5 mm PABBO a 300K. Todos os espectros de RMN-'H
unidimensionais foram realizados utilizando-se da sequéncia de pulsos noesyprld para
supressdo do sinal de ressonancia da agua por pre-saturacao.
Para todos os experimentos foram utilizados os seguintes parametros
NS: 128 (numero de experimentos)
D1: 4,00 s (tempo de relaxacéao)
TD: 64K (nimero de pontos do espectro)
SW: 16,0143 ppm (largura da janela)
OL1P: 4,69 ppm (posicao onde aparece o sinal referente a 4gua e, portanto, € irradiada)
AQ: 5,11 s (tempo de aquisi¢édo)

Para identificacdo e confirmacdo de todos os metabolitos na amostra CQ, foram
utilizados além do experimento unidimensional RMN-*H (neste caso com NS = 256) o

experimento bidimensional J-resolvido
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4.6.2 Andlise

Os dados brutos gerados foram processados com o emprego do software TopSpin®

3.5, onde sofreram a transformada de Fourier para converter o FID (espectro de decaimento
da energia em funcdo do tempo) em um espectro de intensidade em funcéo da frequéncia,
também realizou-se a correcdo de fase e linha de base, por fim o deslocamento quimico dos
sinais foram corrigidos com referéncia no sinal do TSP (0.00 ppm). Para identificagdo dos
metabdlitos, foram utilizados o software Chenomx®, o banco de dados disponivel na

plataforma on-line HMDB (www.hmdb.ca), e dados da literatura.

4.7 4.6.3 Analise estatistica e quimiometria

As massas secas (g) dos micélios colhidos em cada estagio de crescimento foram
expressas como valores médios * desvio padrdo (n = 8) e comparadas usando teste de Tukey
com o nivel de significancia estatistica estabelecido em 5%. Os dados de RMN-H* foram
pré-processados usando o software Bruker AMIX™ versio 2018, pelo qual os espectros
foram alinhados, normalizados e a regido correspondente a D»O e do TSP removidas. Uma
matriz de dados compreendendo 49 observacbes e 24971 variaveis cada, foi gerada e
exportada na forma de um arquivo de texto para o software SIMCA™ versido 14 (Umetrics,
Umea, Suécia) e da plataforma on-line MetaboAnalyst 4.0 (https://www.metaboanalyst.ca/).
Os dados foram submetidos a escala de Pareto para minimizar os efeitos indesejaveis do
ruido e submetidos a analise multivariada.

A analise de componentes principais (PCA) e anélise hierarquica de agrupamentos
(HCA; método de ligacdo de Ward) foram realizadas com o objetivo de classificar as
amostras de acordo com o estagio de desenvolvimento da cultura. Analise ortogonal de
minimos quadrados parciais - discriminantes (OPLS-DA) foi realizada para examinar 0s
efeitos diferenciais da luz e escuro no perfil metabolémico de L. theobromae. Um resumo
das principais vias metabdlicas operativas em L. theobromae foi construido com o auxilio
dos mapas de vias da Enciclopédia de Quioto de Genes e Genomas (KEGG) de Kyoto

(https://www.genome.jp/kegg/).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
O microrganismo utilizado na pesquisa corresponde ao Lasiodiplodia theobromae,
identificado molecularmente (Apéndice A e B).

5.1 INFLUENCIA DA LUZ NA BIOMASSA E NA PRODUCAO DO PIGMENTO.

Devido a baixa quantidade de células adicionada, considerou-se inicialmente a
biomassa micelial do fungo L. theobromae sendo zero. As quantidades de micélios secos
produzidos semanalmente por culturas de L. theobromae crescidas no escuro foram
significativamente menores (p <0,001), durante o periodo de quatro semanas, quando
comparadas as culturas de fungos incubadas no fotoperiodo (Tabela 2). O surgimento de uma
coloragéo rosa claro foi observado em culturas com uma semana de idade mantidas sob o
fotoperiodo, enquanto as cultivadas em condic¢Bes escuras eram essencialmente incolores
(Fig. 11a). A producdo de pigmentos extracelulares por culturas de quatro semanas foi
confirmada pela coloracdo cinza para preto e vermelho exibida pelos micélios e meios de
cultura, respectivamente, independentemente do regime claro/escuro aplicado, mas a
mudanca de cor foi mais intensa nas culturas cultivadas sob o fotoperiodo em comparacéao
com os mantidos no escuro (Fig. 11b).

N&o é algo recente a publicacdo de trabalhos que mostra a influéncia da luz no
crescimento de fungos, YUSEF e ALLAN (1967) mostrou que o crescimento de certas
espécies de fungo diminuia a medida que se aumentava a exposicao de luz, e que o contrério
também ocorria com outras espécies, ndao é o trabalho mais antigo, pois 0s mesmos citam
trabalhos da segunda metade da década de 20.

Recentemente, varios estudos tém sido feitos visando analisar a influéncia da luz em
fungo, como por exemplo, BATITHA et al. (2008), VELMURUGAN et. al (2010),
FANELLI et al. (2012) e CHEONG (2016) que mostraram em seus trabalhos que luzes de
diferentes comprimentos de onde, ndo s6 influenciam no crescimento micelial, como também

na producéo de pigmento, tanto inter- como extracelular e de metabolitos secundarios.
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Tabela 2. Massas secas de L. theobromae micelial obtidas durante o ciclo de crescimento sob

diferentes condicdes de cultivo.

Condicdo Tempo Biomassa seca (g)*

Semana 1 0,0882 + 0,0214

12h fotoperiodo Semana 2 0,1951 + 0,0101
Semana 3 0,3284 + 0,0106

Semana 4 0,4143 + 0,0229

Semana 1 0,0433 £ 0,0164

Semana 2 0,1218 + 0,0121

on Semana 3 0,2178 + 0,0167
Semana 4 0,3406 + 0,0299

* Meédia dos valores + desvio padrdo (n = 8)
Fonte: Proprio Autor.

Figura 11. a) Cultura com 1 semana; b) Cultura com 4 semanas.

"N D

Fonte: Proprio Autor

SHUMACHER (2017) comenta que os fungos ao longo de sua evolugéo se adaptaram
aos seus nichos ecoldgicos, sendo a producdo de pigmento uma forma de protecéo a radiacéo
a qual o fungo esta sendo submetida. Em fungos, os carotenoides e outros pigmentos séo
acumulados em estruturas lipidicas e sdo formados pela via do acido mevaldnico (MVA)
(MURPHY e VANCE, 1999). A ndo acumulacao do pigmento dentro da célula do fungo L.
theobromae deve-se a ndo presencga dessas estruturas lipidicas, onde sua auséncia pode ser

justificada pelo acimulo de fosfocolina na célula.

42



Os varios tipos de melanina produzidos por fungos sdo gerados por polimerizacao
oxidativa de intermediarios fenolicos ou inddlicos e podem se acumular nas paredes celulares
ou ser liberados no ambiente extracelular. No filo Ascomycota, a melanina é tipicamente
sintetizada pela via do pentacetideo, na qual o precursor imediato, 1,8-di-hidroxinaftaleno
(DHN), é polimerizado em DHN-melanina por uma lacase. No entanto, algumas espécies de
fungos produzem melanina a partir da tirosina, que € convertida em L-di-hidroxifenilalina
(DOPA) pela acdo da tirosina 3-mono-oxigenase e subsequentemente oxidada em
dopaquinona. Esse intermedidrio sofre vérias reacOes de oxidacdo, hidroxilagcdo e
descarboxilacdo para produzir di-hidroxiinddis, que sofrem polimerizacdo espontanea para
formar DOPA-melanina (POMBEIRO-SPONCHIADO et al. 2017).

5.2 IDENTIFICAC;AO DOS METABOLITOS

A grande quantidade de agua presente nas amostras, dificulta a visualiza¢éo dos sinais
no espectro de RMN-H, por causa disto fez-se uso da técnica de RMN-H com supress&o do
sinal de ressonancia da agua (noesyprld), para poder visualizar os metabdlitos presentes nos

espectros das amostras (Figura 12).

Figura 12. a) Espectro de RMN-1H sem supressao do sinal ressonancia da agua; b) Espectro
de RMN-1H com supressdo do sinal ressonancia da agua.
a) i b)
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Fonte: Proprio Autor

Devido ao numero de amostras presente no estudo, 32 para cada condicao de cultivo,
optou-se pela producdo de uma amostra, constituida de uma pequena aliquota de cada
amostra, para cada condi¢do de cultivo, produzindo duas amostras denominas Controle
Qualitativo (CQ), contendo todos os metabdlitos presente em todas as amostras, como pode

ser visualizado nas figuras 13 e 14.
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Figura 13. Espectro de RMN-tH, para cultura com 12h de fotoperiodo, sendo: a) 12 semana,

b) 22 semana, c) 32 semana, d) 4% semana e e) CQ
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Fonte: Proprio Autor

Figura 14. Espectro de RMN-H, para cultura com Oh de fotoperiodo, sendo: a) 12 semana,
b) 22 semana, c) 32 semana, d) 42 semana e e) CQ
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Fonte: Proprio Autor

Fazendo-se uso do software Chenomix®, da plataforma online HMDB, e da literatura
(ALIFERIS, 2010; BHARTI et al. 2012; CHENG, 2013, ZABEK, 2017), foi possivel
identificar os metabolitos presentes nos espectros de RMN-tH das amostras do CQ (Fig. 15a
para a cultura com fotoperiodo de 12h e Fig. 16a para a cultura sem iluminacdo). Para
confirmacdo dos metabolitos, utilizou-se o espectro de RMN J-resolvido, possibilitando a
visualizacdo do desdobramento dos picos, permitindo desta forma confirmar se o referido
pico tinha a multiplicidade carateristica para aquele composto sugerido (Fig. 15b para a
cultura com fotoperiodo de 12h e Fig. 16b para a cultura sem iluminacédo). A tabela 3 lista os
metabolitos identificados, em comum aos dois grupos, de acordo sua posi¢éo no espectro de
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RMN-H, com seus referidos deslocamentos quimicos e com suas constantes de acoplamento
medidas pelo espectro de RMN J-resolvido. As estruturas dos metabdlitos identificados
encontram-se no apéndice.

A andlise dos espectros QC, revelou que independente da condicdo de cultivo ndo
houve diferenca qualitativa entre as duas condicdes, durante o periodo de 4 semanas, porém
houve diferencas nas intensidades dos picos, indicando diferenca quantitativa na
concentracdo dos metabdlitos. Com base nos espectros semanais foi aplicado a analise

estatistica multivariada.
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Figura 15. (a) Espectro de RMN-1H da amostra CQ com 12 h de luz, (b) Espectro de J-Resolvedo da amostra CQ com 12 h de luz.
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Fonte: Proprio Autor
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Figura 16. (a) Espectro de RMN-1H da amostra CQ com 0 h de luz, (b) Espectro de J-Resolvedo da amostra CQ com 0 h de luz.
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Fonte: Préprio Autor
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Tabela 3. Valores de deslocamento quimico, multiplicidade e constante de acoplamento dos

metabdlitos identificados, para as duas condi¢des de cultivo.

NUmero Metabolito d (ppm) Multipicidade J (Hz2)
_ 0.940 t 7.452
1 Isoleucina
1.011 d 7.452
0.991 d 4.493
2 Leucina 1.011 d 4.493
1.729 m
_ 0.991 d 7.049
3 Valina
1.043 d 7.049
4 Etanol 1.187 t 7.051
1.332 d 6.652
5 Lactato
4.133 q ?
6 Alanina 1.482 d 7.273
1.729 quinteto 7.501; 7.750
7 Lisina 1.913 m
3.033 t 7.501
8 Acetato 1.933 S
9 N6-Acetillisina 1.985 S
10 N-Acetilornitina 2.046 S
2.141 S
11 Metionina
2.647 t 7.437
12 Acetona 2.235 S
13 Glutamato 2.313 m
14 Succinato 2.425 S
15 Piruvato 2.441 S
16 Glutamina 2.470 m
2.677 dd 8.787; 17.574
17 Aspartato
2.822 dd 3.845; 17.574
18 Metilguanidina 2.831 S
19 Betaina 3.265 S
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20 Metanol 3.365 S

21 Guanidoacetato 3.799 S
3.975 m

22 Glicose-6-fosfato 4.649 d 7.280
5.238 d 3.748

) 4.649 d 7.280

23 Glicose
5.238 d 3.748

24 Trealose 5.196 d 3.796

25 Glicose-1-fosfato 5.486 dd 3.490; 7.099
5.640 dd ?

26 UDP-glicose 5.985 m
7.951 d 8.040
5.808 d 7.753

27 Uracila
7.538 d 7.655
5.902 d 5.134

28 Guanosina
8.006 S

29 Fumarato 6.332 S

o 6.903 dt 2.140; 2.851; 8.560

30 Tirosina
7.187 dt 2.046; 3.108; 8.560
7.283 S

31 Histidina
8.324 S

Fonte: Préprio Autor.

5.3 ANALISE MULTIVARIADA

A preparacgdo da matriz de dados (amostras x variaveis) para as andlise multivariada constou
de 49 espectros de RMN-'H (27 para o grupo que recebeu 12h de luminosidade e 22 para o grupo
gue ndo recebeu luminosidade), os quais foram sobrepostos (Fig. 17) gerando um total de 32697
variaveis, onde cada variavel, corresponde a 0.0003364 ppm de cada espectro. Apos a sobreposicao
dos espectros realizou-se o alinhamento e os cortes de regides dos espectros como do sinal residual

da supressdo da dgua, do TSP e de regides que ndo continham sinais (Fig. 18), resultando em uma
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matriz de dados com 24971 variaveis, para cada um dos 49 espectros. Por fim os dados foram
normalizados, corrigindo erros sistematicos.

Figura 17. Sobreposicao de 49 espectros de RMN-1H

400 T

200 — —

b i L Jd

Intensity
[~
o
(=]
T
1

-400 —

-600 — =

00 ! I 1 I !
10 a8 6 4 2 o -2

Fonte: Préprio Autor.

Figura 18. Sobreposicao de 49 espectros de RMN-1H, alinhados, cortados e normalizados.
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5.3.1 PCAeHCA

Antes da anélise multivariada, as variaveis foram dimensionadas de acordo com o método
de Pareto para reduzir a importancia de valores altos e preservar parcialmente a estrutura dos dados
(WORLEY E POWERS 2013). A andlise por PCA aumentou a interpretabilidade do grande
namero de variadveis registradas, reduzindo a dimensionalidade do conjunto de dados com perda
minima de informacdes. Os seis primeiros componentes principais (PC1 a PC6) foram calculados
com base na variacao dos metabolitos fungicos intracelulares ao longo de quatro semanas de cultura
(Fig. 19). O modelo apresentou coeficientes de variagdo observada (R? = 0,78) e variagio prevista
(Q? = 0,66) que estavam dentro dos limites (R? > 0,7 e Q% > 0,4) considerados aceitaveis para a
qualidade de tendéncia em sistemas bioldgicos (JIMENEZ-CONTRERAS et al. 2009).

Os PC1 e PC2 representaram 44,2 e 17,5%, respectivamente, da variabilidade do conjunto
de dados e juntos representaram 61,7% da variabilidade total. O grafico bidimensional de
pontuacdo PC1 vs. PC2 (Fig. 20a) revelou que os pontos de dados relativos aos micélios coletados
no mesmo estagio de desenvolvimento se agrupavam em quadrantes distintos, independentemente
do regime claro / escuro aplicado. Os pontos agrupados indicam que os metabolomas das amostras
foram semelhantes, enquanto os pontos dispersos implicam diferencas nos metabolomas. No
gréfico de cargas PC1 vs. PC2 (Fig. 20b), os pontos de dados foram separados de acordo com a
ponderagdo das varidveis (metabdlitos). Varidveis correlacionadas positivamente tém
aproximadamente o mesmo valor de ponderagdo e, portanto, aparecem préximas umas das outras,
enguanto variaveis correlacionadas negativamente aparecem diagonalmente opostas uma a outra.
O dendrograma HCA produzido pelo método Ward (Fig. 20c) complementou os resultados obtidos
pela PCA e confirmou a formacao de quatro grupos de amostras, mas dividiu esses grupos em dois
subgrupos, mostrando que as culturas crescidas sob o fotoperiodo diferiam em seu metabolismo
daquelas mantidas no escuro.

Para melhor visualizar a variacdo dos metabdlitos ao logo das semanas, construiu-se 0 mapa
de calor (Fig. 21), onde € possivel detectar a presenca de 6 grupos de metabdlitos, que se dividem
entre metabdlitos de vias catabdlicas (Fig. 21 d-f) e vias anabolicas (Fig. 21 a-c).

O aumento da quantidade da glicose observado da terceira para quarta semana (Fig. 21d e
Fig. 24m) esté relacionada ao consumo de trealose e glicogénio que sdo as principais reservas de
carboidratos nos fungos, onde o glicogénio € um polissacarideo ramificado de alta massa molecular

de cadeias lineares formada a partir de unidades de glicose unidas por ligagdes a(1,4)-glicosidica
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com ligacdes a(1,6) entre as ramificagdes, que se formam a cada 6 a 8 residuos de glicose, ja a
trealose € um dissacarideo ndo redutor composto por duas moléculas de glicose com ligacéo a(1,1),
essas duas moléculas séo vistas como mais ou menos intercambiaveis, ou seja, uma pode ser
convertida na outra (Fig 22). Em geral, o glicogénio é sintetizado durante periodos de crescimento
ativo, especialmente quando h& uma alta relacdo C/N e é decomposto durante a fase estacionéria
ou durante a producdo de estruturas de reprodutivas. A trealose e o glicogénio provavelmente
também pertencem a resposta metabdlica precoce, pois quando as células em seu estagio de
desenvolvimento sdo sujeitas a algum tipo de estresse, como a altas temperaturas, cloreto de sédio,
peroxido de hidrogénio, sulfato de cobre, alta concentracdo de etanol (7%) ou acidos organicos
fracos (sorbato, benzoato), as células desenvolvem respostas genéticas e metabodlicas que
eventualmente levam a aquisicao de um estado de 'resisténcia ao estresse', entre varias respostas, a
literatura descreve um rapido aumento de um ou de ambos os carboidratos (GROW; GADD, 1995;
LOEWUS; TANNER, 1982; FRANCOIS; PARROU, 2001).

Figura 19. Valor individual dos cinco primeiros componentes principais (azul), e o valor
acumulado dos cinco primeiros componentes principais (verde).
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Figura 20. a) Gréafico de scores das amostras obtido por PCA, relacionando as semanas e condi¢do de crescimento do fungo (L = recebeu
12h de luz por dia, D = ndo foi exposto a luz). b) Grafico do loadings para o PCA relacionando os pesos das duas primeiras PCs, c)
Dendrograma obtido para as 4 PCs com o método de Ward de agrupamento.

y |
B
| E
60 a
Mo
20
40 1
H:o
M4 46
20 (J
40
g o 44
,;
-20- 5
3
40 4
36
34
38
607 37
-80 : T T T z
-150 -100 -50 0 50 100
1
R2X[1] = 0,442 R2X[2] = 0,175 2 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)
Loading (PCA)
| Ace?oacetato
m . ﬁ-Hid.roxibutiratu
Glicose gg
Efanol 19
o 18
. 25
Pm[:rmnato Colina 2
N 1 21
eAlanine Glicerol 23
o Trealose 53
aa ) . fU
Acido Guanidoacético P.lruvam zé
[ ] g
o ° Fosfdeolina zg
Betaina
a6 I T T 1
o4 oo o oo oo a2 . a4 aos ave
(1] E‘i[!] - 0,178 ﬁouo 4000 ZDUG 0
Fonte: Proprio Autor.

53



Figura 21. Dendograma associado ao mapa de calor (heatmap) para os 27 metabdlitos mais
importante e sua variacdo temporal ao longo das 4 semanas. A cor esta correlacionada
positivamente com intensidade da variacdo dos metabdlitos com vermelho indicando alta-

intensidade e azul indicando baixa-intensidade.
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Figura 22. Rota metabdlica da reserva de carboidrato em fungos.
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5.3.2 OPLS-DA

Enguanto o PCA revelou a variagdo dos metabolitos entre os grupos de amostras, 0 modelo
de andlise supervisionado do OPLS-DA capturou a variagcdo dentro dos grupos e separou as
variaveis (metabdlitos) que foram significativamente e positivamente associadas a luz ou a
escuridao, conforme mostrado no gréafico de escores (Fig. 23a). De acordo com o grafico S-line
(Fig. 23b), os metabolitos intracelulares B-hidroxibutirato, acetoacetato, acetona, betaina, colina,
glicerol e fosfocolina foram correlacionados positivamente com a luz, enquanto fenilacetato,
leucina, isoleucina, valina e tirosina foram positivamente correlacionados com condicbes de
escuro. O modelo OPLS-DA foi verificado pelo método de validacéo cruzada leave-one-out, que
forneceu os valores R? = 0,788 e Q% = 0,734. No caso geral, a qualidade preditiva de um modelo é
considerada aceitavel quando R? > Q? e a diferenca entre os dois coeficientes € menor que 0,3.
Diferencas maiores entre R2 e Q2 indicariam que o modelo sofreu manipulacdo (HAWKINS et al.
2002; VEERASAMY et al. 2011), mas uma diferenca <0,06 foi observada no presente estudo.

Além disso, embora Q? tenha sido maior que 0,5, testes de permutagdo foram realizados usando o
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software SIMCA para garantir que o valor Q2 do modelo fosse significativo, como mostrado pela
permutacdo aleatoria das linhas no conjunto de dados (Fig. 23)
Figura 23. a) Score do OPLS-DA, b) S-LINE do OPLS-DA.
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Variacbes nos niveis dos principais metabdlitos intracelulares durante o ciclo de
crescimento (Fig. 24) forneceram muitas informaces sobre os efeitos da luz no metaboloma de L.
theobromae. Por exemplo, as concentragfes dos aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAS)
valina, leucina e isoleucina foram mais baixas em culturas expostas a luz em comparagdo com suas
contrapartes mantidas em condic@es de escuro (Fig. 24a-c). Semelhante as plantas, os fungos séo
capazes de sintetizar BCAASs, mas neste estudo os BCAAs também estavam disponiveis no meio
BDA (ROESSNER et al. 2000; GUEDES et al. 2011). A explicacdo para a diferenca observada
nos niveis de BCAAs é que a luz estimulou a oxidagdo completa dos BCAAs nas mitocéndrias
com geragdo de grandes quantidades de energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP) via
fosforilagdo oxidativa, e com a liberagdo de corpos cetonicos (B-hidroxibutirato, acetoacetato, acetona). O
primeiro passo na degradacdo do BCAA é a formacdo de 2-oxoécidos de cadeia ramificada, que
sofrem descarboxilacdo oxidativa irreversivel em acil-CoA e, finalmente, acetil-CoA, propionil-
CoA, acetoacetil-CoA e acetoacetato (Binder 2010; Schertl et al. 2017). As concentracfes dos
corpos cetonicos, B-hidroxibutirato e acetoacetato (Figs. 24j e 24k) foram correlacionadas
positivamente e aumentadas ao longo do periodo de crescimento, independentemente das
condigbes da cultura, mas principalmente em culturas cultivadas sob condi¢Ges de luz.
Aparentemente, ambos os metab6litos ocorreram em propor¢des analogas, uma vez que o f-
hidroxibutirato é formado pela reducdo do acetoacetato. A acetona é o produto de decomposi¢do
do acetoacetato, portanto sua concentracdo também aumentou durante o periodo de crescimento
(Fig. 241). O declinio nos niveis de BCAAs, juntamente com os da alanina (Fig. 24n), ocorreu
concomitantemente com o aumento da glicose (Fig. 24m), indicando que a deplecao dos estoques
de glicose durante o crescimento acelerado induzido pela luz desencadeou a producgdo endogena
de glicose (gliconeogénese).

A exposicao a luz mostrou-se um estimulante a biossintese de colina (Fig. 24g), que é um
metabdlito vital para a sintese de fosfocolina em eucariotos (Fig. 24i). Este ultimo é um precursor
e também um produto de degradacdo da fosfatidilcolina (lecitina), um componente principal dos
fosfolipidios nas membranas eucarioticas. Além disso, a fosfocolina pode se ligar covalentemente
a proteinas e glicolipidios em um amplo espectro de organismos, e essas macromoléculas
modificadas desempenham fun¢bes importantes, incluindo defesa e viruléncia do patogeno
(RICHTER et al. 2016). Portanto, a maior biomassa micelial produzida por culturas expostas a luz

(Tabela 2) pode ser explicada em termos de intensificacdo da biossintese de fosfolipidios e
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montagem de bicamadas lipidicas nas células fangicas. A colina também é o precursor da betaina
(N, N, N-trimetilglicina; Fig. 24h), um aminoacido modificado com fortes propriedades
osmoprotetoras que confere tolerancia a salinidade, seca e outras tensdes (LAMBOU et al. 2013).

A concentracdo de fosfocolina foi fortemente, mas negativamente correlacionada com os
niveis de seus precursores de BCAA. A producdo de fosfocolina atingiu o pico durante a segunda
semana (especialmente em culturas crescidas em fotoperiodo), quando o crescimento atingiu sua
fase exponencial e a sintese de membranas lipidicas foi maxima, mas diminuiu a partir da terceira
semana. No entanto, as quantidades relativas de fosfocolina foram superiores as de todos 0s outros
metabolitos durante todo o periodo de crescimento, provavelmente devido & degradacdo dos
glicerofosfolipides, como evidenciado pela alta concentracdo de glicerol (Fig. 24f) nos micélios
durante a terceira e quarta semana. De fato, a concentracdo de glicerol foi forte e positivamente
correlacionada com a da fosfocolina.

Os niveis de fenilacetato foram muito mais baixos nas culturas cultivadas sob o fotoperiodo
em comparagdo com as mantidas no escuro (Fig. 24d), principalmente porque os fungos podem
empregar esse composto como fonte alternativa de carbono quando os estoques de glicose estdo
esgotados, situacdo que ocorre mais rapidamente sob condi¢Ges de luz com a escalada do
crescimento micelial. No entanto, quando a glicose € abundante, a degradacdo do fenilacetato €
reduzida. A oxidagdo do fenilacetato em fungos geralmente ocorre via 2-hidroxifenilacetato e
homogentisato e subsequente conversdo em acetoacetato e fumarato. Uma via alternativa para
oxidacdo do fenilacetato é mediada pela fenilacetio-CoA ligase, resultando na conversdao em
benzilpenicilina, um antibiético usado por fungos como protecdo contra bactérias
(MIDDELHOVEN 1993, JAMI et al. 2018).

Embora a luz estimule o crescimento por meio da regulacdo positiva das vias oxidativas,
ela compromete a sobrevivéncia dos fungos, induzindo a formacgédo e o acimulo de espécies de
oxigénio altamente reativas, incluindo H,0, e 0%, que causam danos oxidativos as biomoléculas.
Como protecdo contra o estresse oxidativo induzido pela luz, alguns fungos produzem pigmentos
como a melanina, que conferem as celulas uma coloracdo marrom escura. A radiagdo ultravioleta
estimula a melanogénese desencadeando a degradacdo oxidativa da tirosina e a consequente
polimerizac&o de intermediarios inddlicos (CALVO et al. 2002; BELTRAN-GARCIA et al. 2014;
THABET et al. 2014; ZAIDI et al. 2014). Independentemente de suas origens, 0s pigmentos de

melanina tém caracteristicas estruturais comuns que conferem a capacidade de eliminar os radicais
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livres e fornecer funcGes antioxidantes e protetoras naturais sob condi¢fes adversas. Ha também
evidéncias sugerindo que a melanina é essencial para microrganismos zoopatogénicos e
fitopatogénicos em virtude de suas propriedades antioxidantes (POMBEIRO-SPONCHIADO et al.
2017). O exposto acima fornece uma explicagdo dos niveis mais baixos de tirosina nos micelios
cultivados na luz em comparagdo com os homologos cultivados no escuro (Fig. 24e) e significa
que esse aminoacido deve ser um metabolito discriminatério para condi¢des de escuro.

E interessante notar que os niveis de etanol foram altos no final do ciclo de crescimento,
independentemente das condigdes de cultura (Fig. 24p), isto ocorreu devido o meio de cultivo ter
sido mantido em condic¢des semiaberta, provocando uma redugdo no nivel de oxigénio do meio e
consequentemente levando a uma fermentacdo no meio de cultura. O etanol é produzido a partir de
piruvato (Fig. 240) em uma reacdo de duas etapas envolvendo descarboxilacdo por piruvato
descarboxilase com formacdo de acetaldeido e subsequente redugdo ao etanol catalisado pela
desidrogenase alcoodlica dependente de NADH.

A identificagdo dos principais metabolitos intracelulares por RMN-'H, e subsequente
analise multivariada, revelou as vias mais afetadas nas culturas de L. theobromae por alteracdes
nas condicdes de luz (Fig. 23). A exposicdo de culturas fangicas ao fotoperiodo favoreceu
principalmente as vias oxidativas, particularmente as que envolvem degradacdo dos BCAAs,
levando ao acumulo de componentes da membrana fosfolipidica (colina, fosfocolina e betaina) e
corpos cetdnicos. A sintese endogena de glicose a partir de substratos ndo carboidratos, como
intermediarios do ciclo TCA, alanina e glicerol, também foi estimulada pela luz.

Como a cetogénese e a gliconeogénese foram reguladas positivamente em culturas
cultivadas sob condicdes de luz, essas vias podem ser consideradas discriminatorias. Além disso,
a biossintese de colina e fosfocolina, também pode ser considerada discriminatdria, uma vez que
0s niveis desses metabolitos aumentaram significativamente até a segunda semana em culturas
miceliais expostas a luz, declinando logo apds esse periodo, provavelmente devido a sintese de
fosfolipidios e auto- montagem de bicamadas lipidicas e vesiculas. Curiosamente, a glicolise /
fermentagdo anaerdbica ndo foi influenciada pela luz, uma vez que os niveis do produto final

(etanol) foram semelhantes, independentemente das condicdes de cultura.
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Figura 24. Box-plot dos metabdlitos com maiores indices de discriminancia (p<0,05), segundo o
S-LINE do OPLS-DA e o loading do PCA, onde D = dark, L = fotoperiodo (recebeu 12h de luz

por dia).

Fonte: Proprio Autor.
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Figura 25. Rota metabdlica dos compostos discriminantes, tendo em azul os discriminantes quando ndo ha luz, e em vermelho o

discriminante quando ha luz.
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6. CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados demonstram a importancia da luz sobre a biologia de L.
theobromae e fornecem as bases para futuros estudos sobre esse importante patégeno vegetal. A
RMN de H acoplada a PCA e OPLS-DA provou ser uma excelente combinagdo de ferramentas
para deteccdo de diferengas metaboldmicas entre culturas de L. theobromae cultivadas em
condicgdes de luz e escuriddo. O grafico de pontuacdo PC1 vs PC2 demonstrou a existéncia de
diferencas no metabolismo entre os grupos, enquanto o grafico de carga destacou os metabolitos
que melhor expressaram essas diferencas. As vias de deteccdo de luz foram interligadas néo apenas
com relacdo a sinalizag&o de estresse, como demonstrado pelo aumento da producéo de pigmentos
gue servem como protecdo contra o estresse oxidativo, mas também com o desenvolvimento de
fungos, conforme verificado pelo aumento da producdo de biomassa de micélio sem corpos
frutiferos. Além disso, colina, fosfocolina e betaina emergiram como principais metabodlitos
discriminatorios, e seus acimulos podem explicar por que esse isolado ndo é produtor de corpos
frutiferos e por que os pigmentos foram liberados no meio. A oxidacdo induzida da tirosina pela
luz € um achado importante, pois sugere que as culturas de L. theobromae produzem DOPA-
melanina em vez de DHN-melanina. Nesse contexto, as culturas de L. theobromae poderiam
representar uma boa fonte de pigmentos naturais para as industrias cosmética, farmacéutica e de
processamento de alimentos, uma vez que a producdo de pigmentos a partir de microorganismos é

considerada mais eficiente e econémica do que a sintese quimica.
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APENDICE C

Figura 27. Estrutura dos metabolitos identificados
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EVALUATION OF THE METABOLIC PRODUCTION OF THE ENDOPHYTIC FUNGLUE Phomopsis sp.

Artigo

Jéssica B da Rocha™* 7 Alessandre C. Crispim®, Jofio M. da Silva®, Anténio E. G. Sontana® and Luoiz C. Cactano®
"Instituto do Quimica ¢ Bistecnologia, Universidade Fedeml de Alagoas, ST072-900 Maceid — AL, Brasil
BCenro de Cidéncias Agriries, Universidade Fodoral de Alagnas, 5T100.000 Rio Largo — Al Brasil

Beochido em 0B/MIN2019; accilo om 0440122019 publicado na web om 030032020

Endophyiac microorganisms have been shawm io he an imporient sounce of bisective compounds, and much has been studied ahost
their metsbofites. For example, compounds with different biclogical activities have been isolated from Phamoprér sp. The metsbolic
stndy of this genms may lead © a beer understanding of the routes of produdtion of metsbolites of inlerest. The 2im of this smdy
wis o map 1be metabolic peofile of Phemopris sp., isolaied as an endopiyie of Sypppiom janbolaasm DT, using culture filtmte. The
fungus was culthvalssd for six weeks in pofain devirose medium under hyporia asd ai room empersture. The filrste was oollecisd
weekly, and the analyses wer performed using proton miclkear magnetic msonance (H MME) spectroscopy by applying NOESY 1D
will suppressian of the waler sigsal. The cocurence of reductive rouies was venhed: akoohalic frmestation throughowt cultivaisos
and mductive tricarboxylic acid cycle in the oypiosed until tbe third week of cultivation wore observed

Keywords: otne acid opcle; endophytic; Phomoprir; alocholic fermentason; metsbolomic study.

INTROIDUCTHON

Endophytic microorganisms arc present in the inner lissucs
af plants and cocxist in 2 symbiotic relolionship with their hosts
without cousing damage.' On the other hand, endophyles may
alsa behave as pathogens afier some kind of extemal disturbance
that, in some way, ncgatively affocts the host. For example, o
study of antioxidant activily was carmicd ool in soybcan secds
in which compared o soods infocied with Phomaopsis fongicelia
and Cenrospona kikwckii, bealthy sceds had a botlor sntioxidant
capacity agains DFFH (12-diphcoy]- | -picryhydrazyl) and ABTS
(2,2"-arinn-bis{ 3-ohylbenrothiswmline-6-sul fonic acid)) mdicals as
well os a higher amount of isofavones.®

Endophytic communilics arc compascd of fungi and bactoria
[ound in o varicty of hostx, and itis extimated that mamy hawe not yet
boen idontificd. Despibs their abendance, the relationship betwoon
these organisms and their bosts is mot yet fully endersinod. However,
many of thess ondophyics hawe boen applicd in agriculiure since
cvidenor suggests that thoy can protoct their hosts agoinst pests and
pathogonic microorganisms and produos compounds with thompestic
application. such as Taxod and keucinestatin ¥

In general. the mast studied cndophytes are those isolated from
medicina] plants dsc to their pessible symbiotic relationships. Yaday
et el werificd antioxidant sctivily in extrucis of an endophy tic ungus
isolaled from Eugenic jembolana Lam.* Volatile compounds with
andibacicrial activity were identificd in on endophyie associaled with
Constar spivalis (Jaoq) Rosooo (Coslaccac), a plant traditionally used
in the troatment of renal discases? In some coses. the endophyic
produccs the same compound thal is synthesiped by the bost plant,
which makes the cndophyic one of the main sourocs of bicactive
compounds, and il is oficn more sdvanisgeows i manipulate these
microsrganisms in the labaratory instcad of the plamis, which
reguire culbwation and have management cosis. To oblain 3 g of
vincristine, for cxample, 3 kg of dricd kkaves of Cathenamifins rmsens
{i. Don arc noeded. In addition, there are casss in which the
yicld obtained via endophytic prodwsction is groater than that of
the P]H.I'IL“:'"

*e-muail: jessica.moa @ighufal b

The funges Phomoprir sp. hax boon reportied as an endophyte off
o varicty of plants, including cocoa [ Theobroma caceo 1..) and othors
of sponlancous growth and medicinal use, such as Termera ubulafa
L' In addition, the biological sclivilics nssociated with this
fungus cover a wancly of functionalitics, such as antiviral activily
against tebacos mosaic virus (TMY ), prodsction of mycotonins with
amphiphilic potcntial against phylopathoponic fungi and antibacierial
activity against pathogens and phytopathogens. 15

Some of the bicactive compounds produced by Phomopsis sp.
imnlated from medicinal plants includs phomocnamide, with modorme
antibacicrial activity agoinst Mycobacterinm tubercmlosis H3TRa"
bemguoine, with antimicrobial activity ageinst gram-posilive
bacterin and cywotoxicity against the cancer stroin HCT-116;"
mycocpoxidicne, deacctylmethylopoxidiens, phomoxydicne
A, phomoacne C and cyicsporone E. with antimalorial sclivity
againsi Playmodiem falciperum K1 and cylodoxic activwily
against Vera, KB, MUE-T and NCT-HIET cells; cytosporons P,
with antimalarial activity;"™ 1,5-dihydroxy-3-hydroxyethyl-G-
methoxycarboaylxanthaone, with cyloloxic sclivity against AS49
and MCFT tumour cell limes; 1-hydroxy-3-hydroxycihyl -8
cthoxycarbooylxanthone, with cytolaxic sclivity against the AS49
tumnour oell line:™ and phomoxanthone B with weak amti-HIWY
activity.™

In addition io these biclegical achvitics, Phomopsis sp. is
associgbed with the abifity o degmdes plant and soil oot mnts,
such o phenanthrene.®

Given the diversity of applications of the compounds produced
by this endophyic, the invesligation of the metabolic roules of these
compounds oootribuies to a betior undorstanding of their producton,
allowing delormination of kow muoch, whon and what is produced
and then crabling production of these molabaelites on o large scale.

Muchar magnctic resonance (WME) tochniquees bave proven 1o
be an important ally in this type of study and hawe been supporied
by chromatography and mazs spectromotry. ™ This work aimed 1o
identify, through NME cxperiments, the melbalites present in the
culture Alrate (CF) of Phomopss sp. and o ovalluale their production
during six wocks of cultivation.
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EXPERIMENTAL
Biological material

The endophytic fumgus Phomopsis sp. was previcusly izolated
from the siem bark of Syypium jambvolonue, o plant located at
QTIF1EICR, 3G

FPreparation of culture media

Fotato dextrose gpar culfure medinem {PDA)

FPotatn dextrose (30 g) and agar-agar type 1 (17 g) wone dissolved
in 1 L of distilled water. The mixture wos aubocloved at 121 °C for
17 minwics and then dispensed imto previously sterilinsd petr dishes.

Priato dexirore culinre medium (PO

A methodology similar wo the preparation of FIA was follvaed,
cacluding agar-agar type 15 I50 ml. Erlcnmeyer flosks conmining
100 ml. af culture mediom (CM) were used and autocloved at 121
C for 20 minmes.

Evaluation of metabolic prodisction in the filkered culture of
Phemepsiy sp.

Culrivation

The microorganism was initially cultured on PI2DA for seven days.
Adfier this perind, inooulation was porformed in 40 Erdenmeyor Aasks
containing P media previously prepared. The fumpus was culiuned
for cight weeks, with the wials smaled, in the shsence of light ond

Sample collection

Aliquats of 1.5 ml. wore collocied weckly from fve flasks
containing the cultere and then refrigerated. This procodure: was
porformed in a sterile horizontal laminar fos chamber. From the
collected flacks, the mycclinm was sepamicd by simple filtmbon asd
dehydrated in an even ol 50 “C for seven doys for later weighing. The
ncd fraction was discarded.

Mycelial growih

The myoclial growth rale was dotormiined by the avemge of the
five samyples collecied separately cach week, intalling 30 samples. The
grovwth cures was constructed using the dry weight of the myocliom.

Sampie preparation

A sodium phesphate buffor solution (0.1 mol LY pH = 7.4) was
propancd, and trimethylsilylpropanoic acid (T5P) {1 mmal 1.7} was
added. In cach NMR tube, 350 pl. of the CF, 350 pl. of the buffer
sofution and 50 pl. of D0 wene added.

NMR armalysiz

The cxperiments were perfommed ab 25 "0 by applying MOESY 10
{pulsc sequence of nocsygpprld) to suppress the walcr signal on
2 Bruker AvanocUlira Shicld 400 spectrometer operating at 9.4 T,
abscrving "H at 400,12 MHz. The spectromectcr was cquippod with
25 mm BEI probe. The parameters wone s follows: 6d scans with
an acquisition lime of 6.29 £, 64 k lime domain peints distribed in
a spectral width of 1301 ppm and a recycle delay of 6 5.

The spoctra wene processed with TopSpin® 3.5 softwarc
using &4 k time domain points. The datahases wsed 1o identify the
metabaliics were HMDB (The Human Metabolome Database ) amd

Fvalussion of the metabolic producticn of e endophysic Fusges Mhomopsir sp. 315

Chenomz MME Suilc.

Siatishicel NMR dala enchyis

Multivariale statistical amalysis wos performed using MATLARS
zaflware uzing a ool developed by D K. Vesclkov of Imperial
Collepge London. The spoctra were first grouped and then aligned
and finally marmalized.

RESULTS AND INSCUSSI0N
Cuoltivation and evaluation of mycelinl growih

After seven days of culture an FIDA. Phomopris sp. presenled
slight yellowish pigmentation. During the cultivation in PLY, the
imicosification of the yellow colour was obsorved until the cighth
weck, in which il presonted browmish pigmentation.

Acoording i the myoclial growth curve (Figure 1), the endophyte
showed marked growth from the frst o the scoond weock and
continued b grow until the fourth weck. From the fowrth weck,
thens was no signifcant variation in the myoclial mass. In this phase,
characierized os o sinbiltration phase. the accumulation of secondary

moiabalites may oocur™

LEL

2
¥

&

Wy Chamlity gl )

L} | T 1 4 L1 [ 1 a ]
Time | weeks)
Fipure . Mycetial prowih carve of Phomopeis sp. daring sipht werks of
cxliure

Metabolic evolution of the CF

To identify the meotabolites of the CF of PRomopsis sp.,
suppression af the waler signal by NOESY 11 was required.

Accarding Lo tke CM spectra, signols altribuled to ©- and
pP-dextrose at 5.24 and 4.65 ppm, respectively, wone delected in
mddition 1o acctain (137 ppm, 4. J = 7.15 He, CHy; 221 ppm, 5,
CH,; 4.42 ppmy g. CH). aspamgine (284 ppm, m. CH; 294 ppm,
m, CH™; 4.00 ppm. dd, J = 7.6% and 4.26 Hz, CH}, citrate (2.53 ppm,
d, /= 15.88, Ha: 2.66 ppm, o, J= 1588, Hb), succinabe (2.40 ppm,
5, CHG L pymovade (2,46 ppm, 5. CH,) (Figure 3), acelate, (1.92 ppm,
5, CH, ), ethanod (118 ppm, ¢, F=T7.00, CH,; 3.66 ppm, g, /= T4,
CH, 1, axalascciale (138 ppm. 5, CH;), pyroglulamate (202 ppm, m,
CH™; .39 ppm, me, CH;; 250 ppm, m, CH™; 4.17 ppm, dd, J = 9.02
and 5.83 Ha, CH), tyrosine (5.90 ppm, dt, J = 2.14, 185, 856, CH:
T.20 ppm, di, J = 204, 310, BS56, CH), fumanic (6.53 ppm, 1,
CH} and methanol (3.36 ppm, 5, CHi). The signals detocted do not
inchede thase of protons of amine and hydroayl groups prosent in
the stmucheres of these metaboliles. This is an expecied fact sinoo
in the presence of [3:0), there is sponlascous hydrogen-deulerium
czchange. ™

All chemical shifis and coupling constants wens assignod based
on the HMIDE and Chonoma datsbases. These assignments wono
supparicd by the litcrature as well
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According i the CF spectra from the first Lo the sixth weck
af culture, variations in the signal intensitics of the molabaolies
waors prescnl. The gquantitative variations in thess compounds were
obsorved through analysis of varianoe (ANOYA) porformed esing o
ol in MATLAB® software. A significant increase in the intcnsity
af the cthanol signals (Figure 2a) was obscreed, indicating the
oocurrenoe: of fermentation. The cthanol increase was quantifed
relative to the TSP based on the 1.1E ppm (L) peak area and represented
by ihe boxplot (Figune 2b); these measurements wore performed with
R software. In addition, the prescnce of some metaboliles that woere
nol detected in CM was observed from the firet werk of coltone (CF1
alamine (1.48 ppm, 4, f=T7.20 Hx. CH; 3.76 ppm, g, §=T7.20 Hx CH],
malate (136 ppm, dd. J= 15.38 and 10.12 Hr, CH'; 2.66 ppm, dd,
4'=15.38 and 290 Hz, CH™, 4.29 ppm. da, J = 10.12 and 2.50 Hz,
CH). formate (8,46 ppm. 5, CH) and formalbdchyde (9268 ppm. s, CH;).

On the other hand, asparagine, detecied in CM. was o longer
absorved in CF1. indicating that the microorganism moiabolibood it
Figure: 3 shaows the intensity variations betwoon CM and CF1.

The yellow pigmentation wes considembly clevoled from the third
i the fowrth week of cultivation and inleesificd until the end of the
cultivalion poried. From the fourth weck of culture, the guaniiative
mycclial mass did not prosent signifcant development (Figune 1).
Considering the spoctra of the samples during the sin wecks of
culiure, it was obscrved thai most of the metaboliles could nod be
doiecied ar presenicd no obscrmblc vaniation from the: foenth weck.
A minority of metabolites could be visibly monitored through the
fifth and sixth wecks. Sinos all the metnbalites identified in the CF
wore primary, il was infomed that from this period (fourth wedk),
sooondary metabolism begins using the primary metabolibcs proscot
fior the production of sooondary metabaoliles. Sinoe the sample was
vory dilule, the imemsity of the signals of sccondary metabolites

da Rocha ef al.
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The classification of the melabolites armanged in the whlc was made
based on the KRGO PATHWAY dalmbase available ot hip:feww
genome jpf.*

Varialians in the melaholites belonging 1o the thcarbaxylic acid
(TCA) cycle wore ohserved through ARNOVA performed using a ool
in MATLAR® softwnr (supplemeniory maierial). The ooournemce of
the neductive TCA cycle is evidont until the third weck of culbune =+
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Evans ef al first described this rowte of reductive assimilation of OOy
by a photosynthetic bactcrium.™ In the presont case, non-dotootion of
metaholites such ox O-ketoghsisaie and isocitrmle also confirms that
the redictive route is cocurming. From weck O, CM, oniil the first wodk,
it was possible b ohscrss o docroase inthe quantity of oxaloaootaie,
whilc the amounts of malsie, imarle snd ssccinste increascd. In the
Tellowing wook, in sddition o e doorcase in the axalosceiale coniend, o
docrease inthe malaie and fumamie conlents and aconsoguent inorcase
in the succinaie contonl were observed. From the second o the third
woeck, the oaaloacciale conlond bogan o decrease, and the malale
conient also followed this trend and docncased; bowever, although the
fismarate conlenl had o small increase, it dd not presecnt such significant
variation. Comscquently, thon: was a docnase in the suocinale conlend,
indicating that the meiabofiles that would lead o its production bogan
i pariicipale mans in other routes. From the third 1o the fourth wock,
the exaloscciate coniont began te rise, but this Gme., il did not fllow
the malaic content; cxaleaceiale wos no konger obsorved from this
paint, and the fumarale thel would provide i was oot obsorved. In
this way, the succinats content continued o docay, as this roule had
been intermupicd. Thiss, it is concluded that From the inlemuption of the
reductive TCA oyche, from the third o the fourth week, the production
roanies of seoandary metsboliles begin to be extablished. In fet, it isin
this peried that yellow pigmeniation inlcosibes.

In an amacrobic systom, the production of orgamic compounds
can be expocted from OO0k so this type of sysiem favours noductive
routes™ In this conicxl, by moniioring the metnbalic behaviour of
Phomopsis =p., il was possible 0 obsorve alcoholic fermontation
oocurnenos as woll as the evolution of cthamal production up o the
sizth week of cultivmtion (Figure X

Table 1. Vanatom in metsholites over & weeks of fungal cultivation

Variation per week
01 1.2 13 34 45 54
Metabolim of anine acids and proveing
Acetnin 1 1 1 * * *
Alomine T L 1 * - *
Asparagine +
Pyrog luinmaie L 1 1 *
Tymsine L - T
Carbofpdirate melsbolinn
Aceinie I v T T T T
Fithancl T T T 1 . =
Citrale T T 1 1 1 *
Fumaraie T T * - *
Glucose 1 TR 1 1 '
Malaie T T * - *
Oaaloaceisie ] T t . =
Succinaie T T 4 1 1 =
Miigbolim of meihane
Methanol T T 1 1 =
Tormakiehydoe T T =« =« « 4
Tormat= T T - * - *
Varioer

Tyruvale ] T 1 1 1 *

- m o variagion; T = increase; | = decresse; ® = i wis not possible 1o defer-
ine IESEN0E OF VRratian.

Exvaluaion of the metsholic production of e endophySic fusges Mhomopair sp. 37

Muotably, methanal was monitancd uniil the sixth weeck of analyzis.
lis guanlity increased untl the third wodk and was maintained undil
the fourth weck, followed by o decroase in the fifth wock thal was
maintained wntil the last week of cultivation. Bolh formaldehyde and
formate showed inoreasing quantities untl the scoond wook; the katter
rermained until the third wock and could no loager be visualized afier
that poink. On the other hand., the quantity of formaldebyde, whick
oould be monitaned until the end, also did not change from the scoond
week, but ab the fifih week, it docreased. Statistical iodal comclation
spectrosoopy (STOCSY) showed that these thros motahaoliies bolong
o the same route (Figume 4); the oxidation of methanol keads o
formaldehyde and then o the formation of 00, % However, there was
a limiled oxygomation environmont (hypoxial, and CC came from
the fermentation thal cocurred throughout the groading poriod. In fact,
there was o tendency for methanod 1o remain present, while the formaie
could no longor be observed. The formalidchyde content decreased in
the last week, and the methanol conlent also deorcased o weck belorne
berwever, methanol was prosent in the last week, indicating that ils
production was ocowring through the reduction of CO,.

et STOCSY (ppm = B.ASE1)
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a
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Fipure 4. ormalr ard formaidekpdr showed @ siroeg poritive correlzlion
mnd pesitive covariance witk metbanol (fom the [Tt fo the seoond week)

CONCLUSION

The identificd melabalites of the CF of Phomopsis sp. wens all
from primary motabolism. [L is mot possible to obsorve the presonce
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andlar varistion in these metabaliles from the fourth week of culture
whn the yellow pigmeniation of the fungus intensifics. [ was nformed
that dwring this poried, sccondary metabolism advanoes.

Thiz Phomoprir sp. NME mewmbalomic study porformed under
the presented conditions showed the oooenmence of ithe nedoctive TC A
cych and alcohalic fermeniation oocurring in CF,

SUPFLEMENTARY MATERIAL

AMNOVA images produced using MATLABE softwans that vorify
the variations lisicd in Table 1 of the melabaliics bolonging o the
TCA cycle arc available at httpoifquimicanova shg org br in PONF fle
format with froc acooss.
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Abstract

Introduction Lasiodiplodia theobromae is a well-known phytopathogen of economically
important crops in subtropical and tropical regions and an excellent model for studying the
influence of light on the biology and biochemistry of fungi.

Objectives The aim of the study was to identify and compare intracellular metabolites and
metabolic networks in mycelial cultures of L. theobromae grown under a 12 natural light
photoperiod or 24 h dark using a proton nuclear magnetic resonance-based metabolomics
approach.

Methods Fungal cultures were grown in potato dextrose media and metabolites were extracted,
by sonication with sodium phosphate buffered saline (pH = 6.0, 10% D20, 0.1 mM TSP), from
mycelium samples collected every each week over a four-week period.

Results Multivariate analyses revealed that beta-hydroxybutyrate, acetoacetate, acetone, betaine,
choline, glycerol and phosphocholine were positively correlated with light, whereas
phenylacetate, leucine, isoleucine, valine and tyrosine were positively correlated with dark
conditions. Light favored the oxidative degradation of valine, leucine and isoleucine, leading to
the accumulation of choline, phosphocholine and betaine along with ketone bodies (ketogenesis).
The accelerated growth and depletion of glucose stores induced by the photoperiod stimulated the
endogenous synthesis of glucose (gluconeogenesis). The light-induced increase in the oxidative
degradation of tyrosine led to the production of melanin and its subsequent release into the
culture media.

Conclusions Ketogenesis, gluconeogenesis as well as the biosynthesis of choline,
phosphocholine and betaine were considered discriminatory routes for light conditions. The light-
sensing pathways were interlinked with fungal development, as verified by the increased
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production of mycelia biomass without fruiting bodies, and stress signaling, as demonstrated by

the increased production of pigments.

Keywords Ascomycota * Botryosphaeriaceae ¢ Phytopathogen ¢ Light response ¢ Discriminatory

pathway ¢ Pigment production

87



1 Introduction

Although the kingdom Fungi is the largest group of eukaryotic organisms with an estimated 3.8
million members, only approximately 120,000 species have been described (Hawksworth and
Licking 2017). Such biodiversity represents an important source of primary and secondary
metabolites that find application in medical, agricultural, industrial and environmental areas of
biotechnology and is, therefore, of considerable socio-economic value to humankind (Adrio and
Demain 2003; Lange 2010).

One of the most striking features of the fungi is their ability to adapt to different
environments by releasing extracellular enzymes that degrade complex organic compounds into
simple molecules that can be readily assimilated during fungal development (Gow and Gadd
1995; Maggi et al. 2013; Selbmann et al 2013). Among the key factors that affect spore
germination, growth and reproduction of fungi are the quantity and quality of light, both of which
vary according to season and geographical location. However, the biochemical and metabolic
responses of fungi towards light are still not fully understood.

Members of the genus Lasiodiplodia (Ascomycota, Botryosphaeriaceae) are well-known
pathogens of economically important subtropical and tropical crops, and are causative agents of
so-called black-soot disease. Species of the fungus can also colonize plants endophytically and
may or may not produce pycnidia (Pereira et al. 2006) Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon
and Maubl., a common phytopathogen with a wide host range, serves as an excellent model
organism for studying the underlying biology and biochemistry of the different growth stages in
response to light since the fungus is easy to isolate and develops readily during culture in vitro.

In the present study, a proton nuclear magnetic resonance (*H-NMR)-based metabolomics

approach has been employed to detect alterations in fungal metabolites and pathways in response
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to changes in light. This technique offers many advantages over other analytical procedures,
including the ability to quantify the more abundant compounds present in cell extracts without
the need for elaborate sample preparation, to identify compounds with identical masses and to
elucidate the dynamics of metabolite transformations and metabolic pathways (Markley et al.
2017)

The aim of the study was to compare the intracellular metabolites and metabolic networks
in mycelia cultures of an entophytic form of L. theobromae incubated under dark and photoperiod
conditions. To the best of our knowledge, the present study is the first to focus on the responses

to light of the metabolome of an isolate of L. theobromae that does not produce fruiting bodies.

2 Materials and Methods

2.1 Culture of L. theobromae

Entophytic L. theobromae was isolated from the fruits of Schinus terebinthifolia Raddi
(Anacardiaceae), commonly known as the Brazilian pepper tree or aroeira-da-praia. The freshly
harvested fruits were surface sterilized, cut into small fragments, deposited in Petri dishes
containing potato-dextrose-agar (PDA) and kept at room temperature and 12h photoperiod until
fungal outgrowth was observed. Hyphal tips originating from fruit fragments were transferred to
new PDA medium and maintained at room temperature under the conditions described above for
30 days. The fungal species was identified by molecular genetics and the absence of fruiting
bodies was confirmed by examination of cultures under the light microscope (data not shown).
The fungal culture were prepared by adding 30 mL of sterilized ultrapure water to a 7-
day-old theobromae colonie, and transferring 50 pL aliquots of the hyphal suspension to 64 glass

tubes each containing 100 mL of potato-dextrose (PD) media. The culture were incubates at room
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temperature on an orbital shaker at 160 rpm. The tubes were divided into two equal groups (n =
32), with one group maintained under dark conditions and the other submitted to a 12 h
photoperiod of natural light. Biomasses of eight replicates from each treatment (dark and 12h
photoperiod) were harvested by filtration at the end of the first, second, third and fourth week of
growth, corresponding to different developmental stages of the mycelia. The corresponding
mycelial masses were washed with sterilized ultrapure water, frozen in liquid nitrogen,
pulverized in a ceramic mortar and pestle, lyophilized, weighed and stored at -80 °C until
required for analysis. The total dry biomass of mycelia produced each week, and under different

culture conditions was calculated from the mean masses determined in eight replicate tubes.

2.2  Extraction of metabolites and sample preparation

The intracellular metabolites present in lyophilized mycelia were extracted by adding 800 pL of
phosphate buffered saline (PBS; pH 6.0) containing 10% deuterium dioxide (D20; 99% purity;
Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA, USA) and 0.1 mM sodium 3-
(trimethylsilyl)propionate (TSP; Cambridge Isotope Laboratories) to 20 mg of fungal biomass
and sonicating for 20 min. Cell debris was removed by centrifugation at 14000 rpm (Hettich
zentrifugen, ROTANTA 460R) for 30 min at 4 °C, the supernatant was transferred to a new tube,
submitted to further centrifugation under the conditions described above, and an aliquot of the
final extract transferred to a5 mm NMR tube. To identify unambiguously the intracellular
metabolites produced by mycelia over the four-week period under each culture condition,
qualitative control (QC) samples were prepared comprising either 20 pL aliquots of each of the
32 methanolic extracts obtained from dark-grown cultures or 20 pL aliquots of each of the 32

extracts obtained from cultures maintained under the photoperiod.
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2.3 NMR spectroscopy

Proton NMR analyses were performed in a Bruker UltraShield 400 MHz spectrometer (Billerica,
MA, USA) equipped with a multinuclear 5 mm PABBO probe at 300 K. One-dimensional *H-
NMR spectra were recorded using the noesygpprld pulse sequence with suppression of the water
resonance by pre-saturation. For each sample, 128 transients were collected into 64 K data points
with a 90° pulse angle, 19.0 s relaxation delay, 0.05 s mixing time and 5.11 s acquisition time.
Spectra were Fourier transformed, with automatic correction of phase and baseline, using Bruker
TopSpin™ NMR data processing software version 3.5. Chemical shifts (5) were corrected with
reference to the TSP signal (0.00 ppm) and expressed in ppm. The identities of metabolite peaks
and the assignments of signals were confirmed by comparison of one-dimensional and two-
dimensional J-resolved spectral details of QC samples with data available in Human Metabolome

Database (www.hmdb.ca).

2.4  Statistical analysis and chemometrics

The dry masses (g) of mycelia harvested at each growth stage were expressed as mean values +
standard deviation (n = 8) and compared using t-tests with the level of statistical significance set
at 5%. The 'H-NMR data were pre-processed using Bruker AMIX™ software version 2018 by
which spectra were aligned, normalized and the region corresponding to D>O removed. A data
matrix comprising 49 observations and 24971 variables each was generated and exported in the
form of a text file to SIMCA™ software version 14 (Umetrics, Umed, Sweden). Data were
submitted to Pareto scaling to minimize undesirable noise effects and submitted to multivariate

analysis.
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Principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA; Ward's
linkage method) were carried out with the aim of classifying samples according to the
developmental stage of the culture. Orthogonal partial least squares - discriminant analysis
(OPLS-DA) was performed in order to examine the differential effects of light and dark on the
metabolomic profile of L. theobromae. A summary of the main metabolic pathways operative in
L. theobromae was constructed with the aid of Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) pathway maps (https://www.genome.jp/kegg/).

2.5 DNA extraction

Hyphal-tip culture was grown in PD media at 25 + 2 °C for three days. The mycelial
growth was collected using a sterile filter paper and washed with autoclaved distilled water. Total
DNA was extracted from 20 mg of fresh mycelium according to Doyle and Doyle (1990), and
stored at -20°C until use.

2.6 Amplification and sequencing

Total DNA was used as template for amplification, by Polymerase Chain Reaction (PCR),
of the Internal Transcribed Spacer (ITS) and Elongation Factor 1o (EF1a) genomic regions using
the primer pairs ITS1-5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’/1TS4-5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ and 728F-5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’/986R-5’-
TACTTGAAGGAACCCTTACCS-’, respectively. The PCR reactions were performed as
follows: 1X MyTaqg MasterMix (Bioline®), 0.2 uM of each forward and reverse primers, 1 uL of
total DNA (template), and nuclease-free water to a final volume of 25 uL. The cycling conditions
were: 2 min at 95°C as initial denaturation, followed by 35 cycles of denaturation at 95°C for 20

s, annealing at 58°C for 30 s, extension at 72°C for 1 min, with a final extension step at 72°C for
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5 min. The expected size fragments were bidirectionally Sanger sequenced at Macrogen Inc.,
(South Korea).
2.7  Sequences analysis and phylogeny

The nucleotide sequences were assembled and edited manually using Geneious
v.8.1.9 (https://www.geneious.com/). Partial sequences were initially analyzed with the
BLASTNnN algorithm (Altschul et al. 1990) and the NCBI-GenBank non-redundant
nucleotide database to determine the species with which they share the greatest
identity. To additionally support the species identification, a Bayesian phylogenetic tree
was reconstructed using concatenated ITS and EF1a partial sequences downloaded
from GenBank and the isolate reported here. The Bayesian inference (BIl) was carried
out using MrBayes v.3.2 (Ronquist et al. 2012) through the CIPRES web portal (Miller et
al. 2010), assuming a general time reversible (GTR) nucleotide substitution model with a
gamma (G) model of rate heterogeneity and invariable (I) sites. The Bl consisted of two
replicates with four chains each for 10 million generations, and sampling every 1,000
generations. The first 2,500 trees per run were discarded as burn-in. The posterior
probabilities (Rannala and Yang 1996) were determined from the majority-rule

consensus tree reconstructed with the 15,000 remaining trees.

3 Results and Discussion

3.1  Species identification and mycelial growth

No fruiting bodies or spores were detected in any of the in vitro cultures of the endophytic
isolate obtained from S. terebinthifolia. For precise species demarcation based on molecular data,

the ITS and EF1a regions were amplified and sequenced. The ITS and EFla partial nucleotide
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sequences were 515 and 577 bp in length, respectively, and shred 99.5-100% identity with
previously reported L. theobromae isolates in the BLASTn analysis. Additionally, our isolate
grouped with other L. theobromae isolates in the Bayesian phylogenetic tree based on
concatenated sequences (ITS and EFla) (study S26364 deposited in TreeBASE). Therefore, the
new isolate was molecularly identified as L. theobromae. The partial sequences reported here
were submitted to GenBank under accession nos. MT497468 and MT4974609.

The quantities of dry mycelia produced each week by dark-grown L. theobromae cultures
were significantly lower (p < 0.001), over the four-week period when compared to fungal cultures

incubated under the photoperiod (Table 1).
TABLE 1 NEAR HERE

Light pink mycelia/media were observed in one-week old cultures maintained under the
photoperiod, whereas those grown in dark conditions were essentially colorless (Fig. 1a). The
production of extracellular pigments by four-week old cultures was confirmed by the grey to
black and red coloration exhibited by mycelia and culture media, respectively, regardless of the
light/dark regime applied, but the change in color was more intense in cultures grown under the

photoperiod in comparison with those maintained in the dark (Fig. 1b).
FIGURE 1 NEAR HERE

The influence of light on the growth and sporulation of some species of fungi has long
been recognized (Yusef and Allam 1967). A number of studies have shown that light of different
wavelengths not only modulates fungal development but can also affect the production of intra-
and extra-cellular secondary metabolites, especially pigments (Babitha et al. 2008; Velmurugan
et al. 2010; Fanelli et al. 2012; Cheong 2016). Here the reduced coloration observed in cultures

kept under dark conditions can be explained by fungal adaptation to ecological niches
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considering that the production of pigments is a trait acquired during evolution as a protection
against radiation (Shumacher 2017).

Fungi produce a wide range of pigments that may be classified as carotenoids and
polyketides (such as melanin and aromatic phenols). Carotenoid pigments are synthesized via the
mevalonate pathway that is present in all eukaryotes and are generally accumulated in lipid
bodies that likely originate from the endoplasmic reticulum (Murphy and Vance 1999). However,
in the absence of lipid bodies, as evidenced by the accumulation of phosphocholine in the cells,
these pigments are released into the extracellular environment in hydrophilic form either by
linking to a phosphate group, an amino acid or a carbohydrate.

The various types of melanin produced by fungi are generated by oxidative
polymerization of phenolic or indolic intermediates and may either accumulate in cell walls or be
released into the extracellular environment. In the phylum Ascomycota, melanin is typically
synthesized by the pentaketide pathway in which the immediate precursor, 1,8-
dihydroxynaphthalene (DHN), is polymerized to DHN-melanin by a laccase. However, some
fungal species produce melanin from tyrosine, which is converted into L-dihydroxyphenylaline
(DOPA) by the action of tyrosine 3-mono-oxygenase and subsequently oxidized to dopaquinone.
This intermediate undergoes a number of oxidation, hydroxylation and decarboxylation reactions
to yield dihydroxyindoles, which undergo spontaneous polymerization to form DOPA-melanin

(Pombeiro-Sponchiado et al. 2017).

3.2  Metabolic fingerprinting of L. theobromae mycelia

The *H-NMR analysis of the QC samples and comparison of the chemical shifts with those
catalogued in the Human Metabolome Database revealed that the qualitative profiles of the

cultures were similar during the entire growth period regardless of the culture conditions (Fig. 2).
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FIGURE 2 NEAR HERE

Prior to multivariate analysis, variables were scaled according to the Pareto method to
reduce the importance of high values and partially preserve the structure of the data (Worley and
Powers 2013). Analysis by PCA increased the interpretability of the large number of variables
recorded by reducing the dimensionality of the data set with minimal loss of information. The
first six principal components (PC1 to PC6) were calculated based on the variation in
intracellular fungal metabolites over four weeks in culture. The model presented coefficients of
observed variation (R? = 0.78) and predicted variation (Q? = 0.66) that were well within the limits
(R?>0.7 and Q? > 0.4) considered acceptable for goodness of fit in biological systems (Jiménez-
Contreras et al. 2009).

PC1 and PC2 represented 38.7 and 15.1%, respectively, of the variability of the data set
and together accounted for 53.8% of total variability. The two-dimensional PC1 vs. PC2 score
plot (Fig. 3a) revealed that data points relating to mycelia harvested at the same stage of
development clustered together in distinct quadrants irrespective of the light/dark regime applied.
The clustered points indicate the metabolomes of the samples were similar, while dispersed
points imply distinct differences in metabolomes. In the PC1 vs. PC2 loadings plot (Fig. 3b), data
points were separated according to the weightings of the variables (metabolites). Positively
correlated variables have approximately the same weighting value and, therefore, appear near
each other, while negatively correlated variables appear diagonally opposite each other. The
HCA dendrogram produced by the Ward method (Fig. 3c) complemented the results obtained by
PCA and confirmed the formation of four groups of samples, but divided these groups into two
subgroups showing that cultures grown under the photoperiod differed in their metabolism from

those kept in the dark.

FIGURE 3 NEAR HERE
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While PCA revealed the variation between groups of samples, the supervised OPLS-DA
model captured the variation within groups and separated the variables (metabolites) that were
significantly and positively associated with light or dark as shown in the scores plot (Fig. 4a).
According to the S-line plot (Fig. 4b), the intracellular metabolites B-hydroxybutyrate,
acetoacetate, acetone, betaine, choline, glycerol and phosphocholine were positively correlated
with light, whereas phenylacetate, leucine, isoleucine, valine and tyrosine were positively
correlated with dark conditions. The OPLS-DA model was verified by the leave-one-out cross-
validation method, which gave the values R?= 0.788 and Q%= 0.734. In the general case, the
predictive quality of a model is considered acceptable when R? > Q? and the difference between
the two coefficients is less than 0.3. Larger differences between R? and Q% would indicate that the
model suffered from overfitting (Hawkins et al. 2002; Veerasamy et al. 2011), but a difference
<0.06 was observed in the present study. Moreover, although Q2 was higher than 0.5,
permutation tests were performed using the SIMCA software to ensure that the Q? value of the

model was significant as shown by random permutation of the rows in the dataset (Fig. 4c).
FIGURE 4 NEAR HERE

Variations in the levels of the main intracellular metabolites during the growth cycle (Fig.
5) provided many insights into the effects of light on the metabolome of L. theobromae. For
example, the concentrations of the branched-chain amino acids (BCAAs) valine, leucine and
isoleucine were lower in cultures exposed to light in comparison with their dark-grown
counterparts (Fig. 5a-c). Similar to plants, fungi are able to synthesize BCAAs, but in this study
the BCAAS were also available in the PDA media (Roessner et al. 2000; Guedes et al. 2011). The
explanation for the observed difference in levels of BCAAs is that light stimulated the complete
oxidation of BCAAs in the mitochondria with generation of high amounts of energy in form of

adenosine triphosphate (ATP) via oxidative phosphorylation. The first step in BCAA degradation
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is formation of branched-chain 2-oxo acids, which suffer irreversible oxidative decarboxylation
to acyl-CoA and, ultimately, acetyl-CoA, propionyl-CoA, acetoacetyl-CoA and acetoacetate
(Binder 2010; Schertl et al. 2017). The concentrations of the ketone bodies,  —hydroxybutyrate
and acetoacetate (Figs. 5] and 5k), were positively correlated and increased throughout the
growth period regardless of culture conditions, but especially in cultures grown under light
conditions. Apparently, both metabolites occurred in analogous proportions since f -
hydroxybutyrate is formed by reduction of acetoacetate. Acetone is the breakdown product of
acetoacetate, so its concentration also increased during the growth period (Fig. 51). The decline in
the levels of BCAAs, together with those of alanine (Fig. 5n), occurred concomitantly with
augmentation of glucose (Fig. 5m), indicating that depletion of glucose stores during the light-

induced accelerated growth triggered endogenous glucose production (gluconeogenesis).
FIGURE 5 NEAR HERE

The increased production of acyl-CoA resulting from increased BCAA oxidation under
light conditions stimulated the biosynthesis of choline (Fig. 5g), which is a vital metabolite for
the synthesis of phosphocholine in eukaryotes (Fig. 5i). The latter is a precursor as well as a
degradation product of phosphatidylcholine (lecithin), a major component of phospholipids in
eukaryotic membranes. In addition, phosphocholine can covalently bind to proteins and
glycolipids in a wide spectrum of organisms, and such modified macromolecules play important
functions including host defense and virulence (Richter et al. 2016). Hence, the larger mycelial
biomass produced by cultures exposed to light rather than dark (Table 1) can be explained in
terms of intensification of phospholipid biosynthesis and assembly of lipid bilayers in the fungal
cells. Choline is also the precursor of betaine (N,N,N-trimethylglycine; Fig. 5h), a modified
amino acid with strong osmoprotectant properties that confers tolerance to salinity, drought and

other stresses (Lambou et al. 2013).
98



The concentration of phosphocholine was strongly but negatively correlated with the
levels of its BCAA precursors. The production of phosphocholine peaked during the second week
(especially in light-grown cultures) when growth reached its exponential phase and the synthesis
of lipid membranes was maximal, but decreased from the third week onwards. However, the
relative amounts of phosphocholine were higher than those of all other metabolites during the
entire growth period, likely due to the degradation of glycerophospholipids as evidenced by the
high concentration of glycerol (Fig. 5f) in the mycelia during the third and fourth weeks. Indeed,
the concentration of glycerol was strongly and positively correlated with that of phosphocholine.

The levels of phenylacetate were much lower in cultures grown under the photoperiod
compared with those maintained in the dark (Fig. 5d), mainly because fungi can employ this
compound as an alternative carbon source when glucose stores are depleted, a situation that
occurs more rapidly under light conditions with the escalation of mycelial growth. However,
when glucose is plentiful, the degradation of phenylacetate is downregulated. The oxidation of
phenylacetate in fungi usually proceeds via 2-hydroxyphenylacetate and homogentisate and
subsequent conversion to acetate and fumarate. An alternative pathway for oxidation of
phenylacetate is mediated by phenylacetate-CoA ligase resulting in conversion to
benzylpenicillin, an antibiotic used by fungi as protection against bacteria (Middelhoven 1993,
Jami et al. 2018).

Although light stimulates growth via upregulation of oxidative routes, it jeopardizes
fungal survival by inducing formation and accumulation of highly reactive oxygen species
including H20- and O that cause oxidative damage to biomolecules. As a protection against
light-induced oxidative stress, some fungi produce pigments such as melanin that confer a dark

brown coloration to the cells. Ultra-violet radiation stimulates melanogenesis by triggering
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oxidative degradation of tyrosine and consequent polymerization of indolic intermediates (Calvo
et al. 2002; Beltran-Garcia et al. 2014; Thabet et al. 2014; Zaidi et al. 2014). Regardless of their
origins, melanin pigments have common structural characteristics that confer an ability to
scavenge free radicals and provide natural antioxidant and protective functions under adverse
conditions. There is also evidence suggesting that melanin is essential for zoopathogenic and
phytopathogenic microorganisms by virtue of its antioxidant properties (Pombeiro-Sponchiado et
al. 2017). The above provides an explanation of the lower levels of tyrosine in light-grown
mycelia compared with their dark-grown counterparts (Fig. 5e) and signifies that this amino acid
should be a discriminatory metabolite for dark conditions.

It is interesting to note that the levels of ethanol were high towards the end of the growth
cycle regardless of the culture conditions (Fig. 5p). Ethanol is produced from pyruvate (Fig. 50)
in a two-step reaction involving decarboxylation by pyruvate decarboxylase with formation of
acetaldehyde and subsequent reduction to ethanol catalyzed by NADH-dependent alcohol

dehydrogenase.

3.3.  Discriminatory primary pathways

The identification of the main intracellular metabolites by *H-NMR and subsequent multivariate
analysis revealed the pathways that were most affected in L. theobromae cultures by changes in
light conditions (Fig. 6). The exposure of fungal cultures to the photoperiod favored primarily
oxidative pathways, particularly those involving degradation of BCAAs, leading to accumulation
of phospholipid membrane components (choline, phosphocholine and betaine) and ketone bodies.
The endogenous synthesis of glucose from non-carbohydrate substrates such as TCA cycle

intermediates, alanine and glycerol was also stimulated by light.
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Since ketogenesis and gluconeogenesis were upregulated in cultures grown under light
conditions, these pathways can be considered discriminatory. Moreover, the biosynthesis of
choline and phosphocholine from BCAAs could also be considered discriminatory since the
levels of these metabolite increased significantly up to the second week in mycelial cultures
exposed to light, following which they declined probably because of the synthesis of
phospholipids and the self-assembly of lipid bilayers and vesicles. Interestingly, anaerobic
glycolysis/fermentation was not influenced by light, since the levels of the end product (ethanol)

were similar regardless of the culture conditions.

4. Conclusions

The data presented herein demonstrates the importance of light on the biology of L. theobromae
and provide the groundwork for future studies on this important plant pathogen. *H-NMR
coupled with PCA and OPLS-DA proved to be an excellent combination of tools for detection of
metabolomic differences between L. theobromae cultures grown under light and dark conditions.
The PC1 vs PC2 score plot demonstrated that differences in metabolism existed between groups,
whereas the loading plot highlighted the metabolites that better expressed such differences. The
light-sensing pathways were interlinked not only with respect to stress signaling, as demonstrated
by the increased production of pigments that serve as protection against oxidative stress, but also
with fungal development, as verified by the increased production of mycelia biomass without
fruiting bodies. Further, choline, phosphocholine and betaine emerged as main discriminatory
metabolites, and their accumulation may explain why this isolate is a non-producer of fruiting
bodies and why the pigments were released into the media. The light-induced oxidation of
tyrosine is an important finding since it suggests that L. theobromae cultures produce DOPA-

melanin rather than DHN-melanin. In this context, cultures of L. theobromae could represent a



good source of natural pigments for cosmetic, pharmaceutical and food-processing industries
since pigment production from microorganisms is considered to be more efficient and cost-

effective than chemical synthesis.
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Figure captions

Fig. 1 Cultures of Lasiodiplodia theobromae during (a) the first week and (b) the fourth week of

growth. The cultures were grown under a 12 h photoperiod of natural light (L) or 24 h darkness

(D)

Fig. 2 Typical one-dimensional *H-NMR spectra of qualitative control extracts from
Lasiodiplodia theobromae cultures grown under (a) dark conditions and (b) 12 h photoperiod of
natural light. Key to peak assignments: 1 - isoleucine, 2 - leucine, 3 - valine, 4 - -
hydroxybutyrate, 5 - ethanol, 6 - lactate, 7 - alanine, 8 - lysine, 9 - acetone, 10 - acetoacetate, 11 -
n6-acetyl lysine, 12 - N-acetyl ornithine, 13-methionine, 14 - glutamate, 15 - succinate, 16 -
pyruvate, 17 - glutamine, 18 - aspartate, 19 - methylguanidine, 20 - choline, 21- betaine, 22 -
phosphocholine, 23 -methanol, 24 - glycerol, 25 - guanidoacetate, 26 - glucose-6-phosphate, 27 -
glucose, 28 - trehalose, 29 - glucose-1-phosphate, 30 - UDP-glucose, 31 - uracil, 32-guanosine,

33 - fumarate, 34 - tyrosine, 35 - phenylacetate, 36 — histidine

Fig. 3 Principal component analysis (PCA) of the *H-NMR-derived metabolic profiles of
Lasiodiplodia theobromae cultures: (a) PC1 vs. PC2 scores plot showing relationships among the
64 samples obtained from cultures exposed to 12 h photoperiod of natural light (L) and 24 h dark
conditions (D); (b) loadings plot showing the correlation between variables (metabolites) in PC1
and PC2; (c) hierarchical cluster analysis (HCA) dendrogram showing the chemical relationships

among the 64 samples: the cluster distance between two samples is a measure of similarity.

Fig. 4 Orthogonal partial least squares — discriminant analysis (OPLS-DA) of the *H-NMR-
derived metabolic profiles of Lasiodiplodia theobromae cultures: (a) scores plot showing two

separate groups, one containing metabolites produced by cultures exposed to a 12 h photoperiod
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of natural light (L) and the other containing metabolites produced by cultures exposed to dark (D)
conditions; (b) S-line plot showing the metabolites positively correlated with light and dark
conditions (R?=0.788 and Q2= 0.734); (c) predictive capacity of the OPLS-DA model as

determined by the permutation test

Fig. 5 Relative concentrations of the endogenous discriminant metabolites produced by
Lasiodiplodia theobromae cultures under dark (D) and 12h photoperiod of natural light (L)

conditions

Fig. 6 The general scheme of metabolic pathways in Lasiodiplodia theobromae cultures showing
the discriminant metabolites produced by oxidative reactions under dark (blue) and 12h
photoperiod of natural light (red) conditions, and ethanol produced by reductive reactions (pink).
The scheme was based on Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG, 2019) pathway

maps
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Table 1 Dry masses of Lasiodiplodia theobromae mycelia obtained during the growth

cycle under different culture conditions

Growth conditions Growth stages (weeks)  Dry masses (g)?
First 0.0882 £ 0.0214
12 h photoperiod Second 0.1951 + 0.0101
of natural light Third 0.3284 +0.0106
Fourth 0.4143 £ 0.0229
First 0.0433 £ 0.0164
24 h dark Second 0.1218 £ 0.0121
Third 0.2178 £ 0.0167
Fourth 0.3406 + 0.0299

& Mean values * standard deviation (n = 8).
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