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Interagoes fungicas observadas
através de imagem quimica por
espectrometria de massas
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Resumo

Os fungos filamentosos sdo responsaveis pela producdo de varios metabdlitos,
principalmente em cocultivo, devido as interagdes microbianas simularem um ambiente
complexo de competicao ou simbiose, que por sua vez estimula a producdao de novos
compostos quimicos com grande aplicacdo industrial. Essas interagdes sao facilmente
classificadas conforme os efeitos ou ainda as altera¢des na macromorfologia estrutural
do crescimento micelial, mas podem ainda ser complementadas através de ferramentas
analiticas robustas. Uma das técnicas que pode ser empregada para esses estudos é a
imagem quimica por espectrometria de massas (do inglés, Imaging Mass Spectrometry,
IMS), pois permite informa¢cdes complementares através da localizagdo quimica
espacial. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar as interacdes entre os
fungos Aspergillus terreus (ATCC® 20542™) e Pleurotus pulmonarius (BRM 055674)
por IMS. Os fungos foram cultivados em meio BDA por 8 dias a 28 2C, desidratados e
submetidas a aplicacdo da matriz HCCA por sublimac¢do. As imagens quimicas foram
obtidas por MALDI-IMS (do inglés, do inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization
— Imaging Mass Spectrometry) e os metabdlitos foram identificados por UHPLC-ESI-
-MS/MS (do inglés, Ultra High Performance Liquid Chromatography with Electrospray
lonization — Tandem Mass Spectrometry). Dessa forma, nove ions foram detectados
por MALDI-IMS, principalmente na zona do cocultivo entre os fungos, sendo um deles
(m/z 346) identificado. Pela imagem quimica, notou-se ainda que os ions detectados
estdo relacionados a interacdo dos microrganismos, por terem sido detectados apenas
na zona de cocultivo, ou seja, ausentes no branco e nos monocultivos. Portanto, a
imagem quimica por espectrometria de massas forneceu informagdes complementares
as morfolégicas visualizadas, de que os fungos interagem positivamente e por contato.
E apesar dos desafios encontrados na identificacdo dos metabdlitos, essa ferramenta
pode ser amplamente utilizada para prospectar metabdlitos provenientes de cocultivos
destinados a aplicagBes biotecnolégicas.

Palavras-chave: imaging mass spectrometry, MALDI-IMS, Aspergillus terreus, Pleurotus
pulmonarius, metabolémica, biotecnologia industrial.

! Engenheira de Bioprocessos e Biotecnologia, doutoranda em Quimica, Universidade Federal do Goias, tallyta.tst@gmail.com
2 Quimico, doutorando em Quimica, Universidade Federal do Goias, jorgecrn@hotmail.com

3 Biotecnologista, mestre em Biociéncias, Universidade Federal do Mato Grosso, aparecido.aac@gmail.com

4 Bidlogo, doutor em Biologia Molecular, pesquisador da Embrapa Agroenergia, felix.siqueira@embrapa.br

® Quimica, doutora em Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, patricia.abdelnur@embrapa.br


https://core.ac.uk/display/358465356?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

Introducao

Os microrganismos crescem naturalmente em ambientes complexos, repletos de
interacdes inter e intraespécies. Essas interacfes estimulam a producdo de diversos
metabdlitos especializados, e podem ter efeitos positivos ou negativos. Os efeitos
positivos, também chamados de mutualisticos ou neutralista auxiliam, por exemplo, na
comunicagcdo com outros microrganismos. Ja os efeitos negativos, também chamados
de antagbnicos, podem promover a producdo de antibiéticos e dcidos organicos, por
exemplo, como mecanismo de defesa (Martinez-Buitrago; Ramos; Castellanos, 2019). E
ambos os casos sdo interessantes para a descoberta de novos metabdlitos ou analogos
mais potentes destinados a aplicacdes industriais (Netzker et al., 2015).

Os fungos filamentosos sdao conhecidos por produzirem diversos compostos quando
interagem com microrganismos de outro reino (Aspergillus fumigatus e Streptomyces
peucetius), de outro género (Penicillium pinophilum e Trichoderma harzianum) ou
espécie (Fusarium tricinctum e Fusarium begoniae) (Qian et al., 2020). Essas interacdes
sdo realizadas a partir de experimentos de cocultivo ou pareamento (cultivo em agar-
-enriquecido), que consiste no cultivo de um ou mais microrganismo em um mesmo
ambiente (Martinez-Buitrago; Ramos; Castellanos, 2019). Esse ambiente competitivo
geralmente desafia os microrganismos estimulando a producdo de novos metabdlitos
(Netzker et al., 2015).

Dentre as atividades bioldgicas dos metabdlitos produzidos através destas interacdes
fungicas podem ser citados os antibidticos (Bertrand et al., 2014; Qjan et al., 2020),
as enzimas (Sperandio; Ferreira Filho, 2019) e os hormonios (Bertrand et al., 2014),
mostrando que diferentes tipos de compostos quimicos podem ser gerados por meio
da interacdo microbiana. Ja a visualizacdo morfoldgica da interacdo de dois fungos,
se classifica em apenas quatro tipos, sendo eles: inibicdo por contato, inibicdo por
distancia, zona de confronto e sobreposicao (Bertrand et al., 2013). Apesar da facilidade
na classificacdo destes tipos de interacdes através das alteracdes morfoldgicas visiveis
(cores, formas de massa micelial, entre outros), é necessario o uso de ferramentas
analiticas mais robustas para visualizacdo quimica dos compostos produzidos, a fim de
complementar as informagdes.

Nesse sentido, a imagem quimica por espectrometria de massas (IMS) pode ser
uma ferramenta Util. Isso porque a IMS relaciona os ions detectados na amostra (razao
massa-carga, m/z) ponto-a-ponto, expressando o resultado através de uma imagem
quimica, tendo em vista que possui a distribuicdo dos ions/metabdlitos presentes na
amostra (Dunham et al., 2017). Essa técnica é amplamente utilizada na area médica
para andlise de tecidos e células tumorais (Caprioli et al, 1997), e recentemente vém
sendo expandida para aplicacGes na drea biotecnoldgica, analisando bactérias e fungos
(Yang et al., 2012; Bhandari et al., 2014; Araujo et al., 2017; Liu et al., 2020).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar as interacdes entre os fungos
Aspergillus terreus (ATCC® 20542TM) e Pleurotus pulmonarius (BRM 055674) através
da imagem quimica por espectrometria de massas (IMS), comparando os metabdlitos
produzidos individualmente por cada fungo (monocultivo) e em cocultivo, e também
complementando as informa¢des morfoldgicas visiveis.
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Material e Métodos

Os fungos utilizados no trabalho foram Aspergillus terreus (ATCC® 20542TM) e
Pleurotus pulmonarius (BRM 055674 — pertencente a Colecdo de Microrganismos
e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias, CMMAABIio). O cocultivo foi
realizado em placas de petri contendo laminas de MALDI-IMS (indium tin oxide coating
glass slides, Bruker Daltonics) e meio de cultura BDA (batata-dgar-dextrose). Os fungos
foram entdo mantidos por 08 dias a 30 2C em incubadora B.O.D., e em seguida as
amostras foram preparadas para andlise por MALDI-IMS.

O preparo da amostra consistiu na remocao das laminas de MALDI-IMS das placas
de petri, contendo meio BDA e os fungos cultivados, sendo posteriormente submetida a
um dessecador a vacuo, até completa desidratacao, e a aplicacdo da matriz HCCA (acido
a-ciano-4-hidréxicindmico) por sublimacdo. As laminas contendo as amostras foram
entdo inseridas na placa MTP Slide Adapter Il (Bruker Daltonics) e as imagens quimicas
foram adquiridas por MALDI-MSI (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics).

Os dados de massas foram obtidos automaticamente no software flexControl versao
4.0 (Bruker Daltonics), na faixa de massa entre m/z 500-1500, com laser no modo ultra
(abertura de 120 um) e otimizados para intensidade de 90%, ganho de detector 10x
(2550V), 1000 shots, 2000 Hz, largura lateral (rather width) de 120 um e com caminhada
parcialmente aleatdria (random walk parcial) pelas amostras no momento da
aquisicdao. Os dados de imagem foram obtidos e processados no software fleximaging,
versdo 4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha), atribuindo escala de cores por gradiente, filtro
de massa de 1 Da e normalizagao RMS (do inglés, Root Mean Square).

A extracdo dos metabdlitos foi realizada com metanol e a andlise quimica foi feita por
UHPLC-ESI-MS/MS para identificacdo em alta resolu¢do (Prominence LC30AD, Shimadzu
e Maxis 4G, Bruker Daltonics). Os padrées de fragmentacao obtidos foram comparados
com o banco de dados MetFrag (Rutkies et al., 2016). A metodologia empregada e
descrita acima pode ser visualizada resumidamente na Figura 1.
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Figura 1. Esquema do procedimento experimental seguido para analise MALDI-IMS dos fungos P. pulmonarius (BRM
055674) e A. terreus (ATCC® 20542™).
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Resultados e Discussao

Inicialmente, trés regides de uma mesma lamina foram analisadas, sendo que uma
das regides correspondia a zona de cocultivo e as outras duas, a partes dos fungos
P. pulmonarius e A. terreus individualmente, ou seja, considerando que uma zona em
gue ndo houve interacdo. Além disso, na mesma lamina analisou-se uma regido na
auséncia dos fungos, tendo apenas o meio BDA, sendo esta quarta regido considerada
como branco da analise. Isso garantiu que todas as regides foram submetidas ao
mesmo preparo de amostra (desidratacdo e aplicacdo de matriz) e aquisicdo de imagens
quimicas por MALDI-IMS.

Nove ions foram detectados por MALDI-IMS na zona do cocultivo, sendo eles: m/z
210, 277, 307, 321, 329, 346, 351, 462 e 484 (Figura 2). Nota-se ainda que no branco da
amostra ndo houve imagem quimica relacionada a estes nove ions, o que confirma que
esses ions foram produzidos pelos fungos apenas apds o cocultivo.

Os ions m/z 329, 351 e 484 foram mais abundantes e tiveram uma imagem quimica
nitida, em relagao aos demais ions detectados. Eles provavelmente estdo relacionados
a metabdlitos envolvidos na Interacdo entre os microrganismos estudados. Isso porque,
durante o crescimento micelial foi visualizada uma interagdo de efeito positivo (Martinez-
-Buitrago; Ramos; Castellanos, 2019) e do tipo por contato, no qual os fungos ficam
proximos, sem competicdo aparente de nutrientes do meio (Bertrand et al., 2013).

m/z onarius rreus P.putmonarius | Interagdo rreus Branco

Imagem
Sptica

210,54

Figura 2. MALDI(-)-IMS de metabdlitos produzidos pelos fungos Pleurotus pulmonarius (BRM 055674) e Aspergillus
terreus (ATCC® 20542™) individualmente e na zona de cocultivo (interagdo), em meio BDA com matriz HCCA aplicada

por sublimacdo (branco).

Todos os ions foram investigados por UHPLC-ESI-MS/MS, e o ion m/z 346 foi
identificado. Ele foi detectado na forma desprotonada [M-H] e designado como
monofosfato de adenosina (C H,,N.O.P), que corresponde a um metabdlito primario
relacionado ao desenvolvimento do microrganismo. Outros métodos de extragdo
de metabdlitos e de analise por UHPLLC-MS/MS podem ser explorados, em futuros
experimentos, na tentativa de identificar uma maior quantidade de compostos.

E importante destacar também que os metabdlitos de origem microbiana s3o
produzidos em condic¢Ges especificas de cultivo e, raramente sdo relatados em bancos
de dados de MS/MS, o que explica a dificuldade na identificacdo desses compostos
ao buscar nos tradicionais bancos de dados. Algumas pesquisas evidenciam esforgos
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para criar plataformas que rednam informacdes de diversos bancos de dados de
metabdlitos microbianos no The Natural Products Atlas (www.npatlas.org) de forma a
acelerar e facilitar o processo de identificacdo molecular e elucidacdo estrutural (Van
Santen et al., 2019). Porém, é amplamente requerida a participacdo da comunidade
cientifica para alimentac¢ao destes dados na plataforma, ou ainda a criacdao de banco
de dados prdprios para impulsionar a identificacdo dos compostos microbianos e
posterior aplicacdo destes.

Consideragoes Finais

As informacdes dos ions detectados por MALDI-IMS na zona de interacdao dos
fungos estudados corroboram com as informacgdes visualizadas na interacdao durante
o crescimento. Foi visualizada uma interagdo de efeito positivo e do tipo por contato,
e os ions (m/z 210, 277, 307, 321, 329, 346, 351, 462 e 484) foram detectados apenas
quando os fungos estdo em cocultivo (ou seja, ausentes em monocultivos).

Apesar dos desafios encontrados na identificacdo dos metabdlitos, o uso de MALDI-
-IMS para visualizagdo quimica dos metabdlitos provenientes da interacdao de fungos
€ uma abordagem promissora para aplicagcdes biotecnoldgicas. Destaca-se ainda que
o trabalho é inovador devido a poucos estudos no campo da imagem quimica por
espectrometria de massas de fungos.
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