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1. Introducéo

O estudo das relacbes entre micro-organismos que ao liberarem substéncias
podem inibir ou dificultar o crescimento de um segundo, tem potencial para ser de
grande relevancia econbémica, uma vez que ja foi observado interac6es, como por
exemplo, em colbnias de fungos como Penicillium digitatum e P. italicum (responsaveis
por adoecerem frutas como a laranja levando uma reduc¢do na produtividade desse
alimento) que tem seu crescimento inibido na presenca de algumas leveduras.

A citricultura tem contribuido de forma significativa para o desenvolvimento do
Brasil. Acredita-se que a cada cinco copos de suco de laranja consumidos no mundo,
trés sdo produzidos em solo brasileiro, e por isso, o pais é responsavel por 50% da
producdo mundial de suco de laranja, exportando 98% do que produz e conseguindo
85% de participacdo no mercado mundial [1]. Este cultivo, entretanto, enfrenta diversas
adversidades no pais, podendo destacar os problemas relativos a doencas de pds-
colheita responsaveis por grande parte das perdas no setor [2]. A perda média global
em regifes da Europa, América do Norte e Oceania € de cerca de 29%, comparada a
uma média de cerca de 38% para Asia, Africa e América Latina. Assim, para minimizar
as perdas, os devidos esfor¢os precisam ser por meio de um melhor desenvolvimento
da compreenséo da biologia e da etiologia da doenga [3].

Nos ultimos anos, diversos micro-organismos foram utilizados como agentes de
biocontrole no combate de doencas de pds colheita utilizando tanto metabdlitos
liberados no meio de cultura quanto volateis [4]. Esses agentes tornaram-se
componentes de sistemas integrados de prote¢cdo de culturas para o controle de
patdgenos fangicos economicamente importantes [5]. O estudo de diversos micro-
organismos se deve a esses se apresentarem altamente eficientes na reducdo da
infeccéo e producdo de micotoxinas por diferentes patdgenos fangicos, tanto no campo
quanto nas fases pos-colheita [4-6]. Em alguns desses estudos, foram investigados a
variacdo no potencial inibitério de leveduras nas pragas frente a variacbes como pH,
temperatura, disponibilidade de nutrientes, dentre outras. Ademais, 0S mecanismos de
acao fungicida desses micro-organismos tém sido explicados principalmente com
relacdo a producdo de enzimas hidroliticas, competicdo por espaco e nutrientes,
producao de toxina killer, inducao de resisténcia ao hospedeiro, producao de sideréforos
e antibidticos, dentre outros [7-9].

Este projeto tem como fim, estudar a interacdo quimica entre linhagens de
leveduras antagdnicas ao Penicillium digitatum através do uso de Imageamento por
lonizacéo e Dessor¢ao por Eletrospray (DESI-IMS). O imageamento por espectrometria
de massas (MSI) é muito eficiente no que se refere ao estudo de compostos biolégicos.
Nesta técnica a habilidade de visualizar simultaneamente mudltiplas distribuicdes
moleculares ao longo da superficie de uma amostra sem a necessidade de marcadores
guimicos ou anticorpos € a principal vantagem. Nao sédo necessarias etapas de extragdo
e homogeneizacgao durante o preparo da amostra, 0 que resultariam na perda da relacao
espacial nas amostras estudadas [10].

A lonizacdo e Dessorcdo por Eletrospray (DESI, do inglés Dessorption
Electrospray lonization) € uma técnica recente e tem sido considerada uma Gtima op¢ao
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para andlises in situ, em tempo real e que possui baixo consumo de amostra, sendo
uma excelente opgdo dentre as técnicas de ionizagdo ambiente. A técnica trata-se de
uma adaptacdo da lonizacdo por Electrospray (ESI) na qual o spray de solvente
eletricamente carregado é direcionado para a superficie da amostra levando a
solubilizacdo do analito [10,11]. No caso das amostras sélidas, é possivel serem
analisadas diretamente, ja as liquidas devem ser suportadas em algum material e as
amostras gasosas em alguma superficie sdélida para que possam ser analisadas [12].

Dentre as muitas areas de estudo que DESI-MS pode ser aplicado, o estudo de
macromoléculas produzidas biologicamente tem ganhado grande destaque uma vez
que consegue analisar moléculas de alto peso molecular sem dificuldades. Um desses
estudos envolvendo esses tipos de compostos é o envolvendo a inibigcdo do crescimento
de micro-organismos por influéncia de um segundo micro-organismo [10].

2 Resultados
2.1 Selecao de Material Biol6gico a ser utilizado

Tanto as linhagens utilizadas de Saccharomyces cerevisiae (ACBL-52) quanto
de Penicilium digitatum foram cultivados em meio de cultura agar batata dextrose
(previamente auto clavado) e cultivados em estufa a 25°C, retirados apés 3 dias (no caso
das leveduras S. cerevisiae) e 6 dias (para os fungos P. digitatum), sendo posteriormente
refrigerados a aproximadamente 3°C.

2.2 Otimizacdo das condi¢cOes de cultivo e co-cultivo dos micro-organismos
estudados

O estudo de otimizagdo foi realizado através do método de Doéhlert ou Matriz
Dohlert bastante util e atrativa que permite avaliar varidveis consideradas mais
importantes, ou seja, que possuem efeitos mais pronunciados em um nimero maior de
pontos do espaco estudado. Tendo em vista as variaveis de estudo (concentragédo de
microrganismos, dias de crescimento, temperatura) e os valores de interesse para cada
uma dessa variaveis (descrito na Tabela 1, Tabela 2 e Tabela 3), aplicou-se 0 método
de Dohlert obtendo o planejamento representado na Tabela 4.

Tabela 1. Variacdo na concentracdo de microrganismos.

Concentracdo de Concentracdo de Fungos
Levedura
108 UFC*
107 UEC A concentragéo
. manteve-se constante em
10° UFC aproximadamente 104 UFC.
10° UFC

*UFC: Unidade formadora de colbnias, unidade de medida usada para estimar o nidmero de
bactérias ou fungos viaveis.

Tabela 2. Variacdo no tempo em dias de crescimento dos microrganismos.

Analisar o crescimento apos:
1 dia 5 dias
2 dias 6 dias
3 dias 7 dias
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Tabela 3. Variagédo na temperatura de cultivo.
Analisar o crescimento apos:

23°C 27°C
25°C 30°C

Tabela 4. Planejamento Doehlert das condi¢cdes experimentais.

Planejamento
Ensaio VarO1 Var02 | Var03
1 1*10° 5.000 27
2 7,5%108 7.000 27
3 7,5%108 5.667 30
4 1*106 5.000 27
5 2,5%108 3.000 27
6 2,5%108 4.333 24
7 7,5%108 3.000 27
8 7,5%108 4.333 24
9 2,5%108 7.000 27
10 5%108 6.333 24
11 2,5%108 5.667 30
12 5*108 3.667 30
13 5%108 5.000 27
14 5%108 5.000 27
15 5*108 5.000 27

Onde Var01 é a variagdo na concentragdo de microrganismos, Var02 é a
variagdo no tempo em dias de crescimento dos microrganismos temperatura e Var03 a
variagdo na temperatura de cultivo.

De forma a facilitar a execugéo dos experimentos, decidiu-se iniciar 0s ensaios
de menor temperatura avancando para as de maiores temperaturas progredindo na
seguinte sequéncia.

Tabela 5. Sequéncia de ensaios realizados.
Primeira rodada de ensaios

e Temperatura: 24°C
o Ensaio 6 — Concentragdo: 2,5*10% UFC, Tempo: 4 dias + 7,2h
o Ensaio 8 — Concentragdo: 7,5*108 UFC, Tempo: 4 dias + 7,2h
o Ensaio 10 — Concentracdo: 5*108 UFC, Tempo: 6 dias + 7,2h
Segunda rodada de ensaios

e Temperatura: 27°C
o Ensaio 1 — Concentragdo: 1*10° UFC, Tempo: 5 dias
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Ensaio 2 — Concentracéo: 7,5*10% UFC, Tempo: 3 dias

Ensaio 4 — Concentragdo: 1*10% UFC, Tempo: 5 dias

Ensaio 5 — Concentracéo: 2,5*10% UFC, Tempo: 3 dias

Ensaio 7 — Concentracéo: 7,5*10% UFC, Tempo: 7 dias

Ensaio 9 — Concentracéo: 2,5*10% UFC, Tempo: 7 dias

Ensaio 13, Ensaio 14 e Ensaio 15 — Concentracdo: 5*108 UFC, Tempo: 5 dias
Terceirarodada de ensaios

O O O O O O

e Temperatura: 30°C
o Ensaio 3 — Concentracdo: 7,5*108 UFC, Tempo: 5 dias + 14,4h
o Ensaio 11 — Concentracdo: 2,5*108 UFC, Tempo: 5 dias + 14,4h
o Ensaio 12 — Concentracdo: 5108 UFC, Tempo: 3 dias + 14,4h

Para a primeira rodada de ensaios, ajustou-se a estufa para a temperatura
requerida e preparou-se as solucdes de leveduras nas devidas concentragbes. As
concentracdes foram determinadas com o auxilio de um microscopio e uma camara de
Neubauer assim como descrito nos métodos. Da contagem de células obteve-se as
seguintes concentracdes:

Tabela 6. Sequéncia de ensaios realizados.

Ensaio 6 2,3*108 UFC
Ensaio 8 7,4*108 UFC
Ensaio 10 4.8*108 UFC

Preparadas as solucdes, estas foram repicadas em placas previamente
preparadas com meio agar batata dextrose auto clavado, na presenca da quantidade
anteriormente citada de P. digitatum, encubadas na temperatura de interesse e retiradas
apos o tempo determinado descrito na Tabela 5. Através dos resultados obtidos nessa
primeira rodada foi possivel observar um maior desenvolvimento das populagfes de
leveduras se comparadas aos fungos que pouco se desenvolveram, com excec¢ao do
Ensaio 10 que permaneceu mais dias em periodo de encubagdo. Em nenhum dos
ensaios foi possivel visualizar com clareza um alo de inibigdo entre as duas espécies de
microrganismos.

Os mesmos procedimentos foram repetidos para a segunda rodada de ensaios,
no entanto, devido a quebra do microscaépio e ao recesso das atividades da universidade
por conta da pandemia, n&o foi possivel preparar as concentragdes necessarias das
leveduras que seriam utilizadas.

3. Discussdes

Em decorréncia da paralizacdo das atividades presenciais e dos problemas com
manutenc¢do de equipamentos acima mencionados, ndo foi possivel finalizar a coleta de
dados planejada no cronograma experimental. Os resultados, mesmo que promissores,
foram insuficientes para concluir de maneira concreta a eficacia do efeito fungicida dos
metabdlitos ndo volateis produzidos pelos micro-organismos Saccharomyces cerevisiae
na inibicdo do crescimento dos fungos Penicilium digitatum.

Ainda que néo tenha sido possivel a conclusdo de acordo com o cronograma,
por conta da importancia que a citricultura possui na industria agricola brasileira e aos
recursos, que se analisarmos com 0s outros existentes, possuem baixa toxicidade e um
valor econdmico relativamente interessante € valido retomar o estudo em projetos
futuro.
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