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1. Introducao

A doenca Huanglongbing (HLB), também conhecida como greening, ¢ uma das maiores preocupagdes na
citricultura mundial, sendo uma doenga que causa reducdo na qualidade do fruto ¢ do suco feito a partir dele
(DALA-PAULA et al., 2019), além de reduzir a producdo de frutos em 30 a 100% (IFTIKHAR et al., 2016). O
principal agente causador da doenca ¢ a bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) cujo principal vetor € o
psilideo Diaphorina citri (HU et al., 2021).

A CLas ¢ uma bactéria que esta presente no floema da planta e é dependente dos nutrientes e da microbiota
presente no floema para sua colonizac¢do. Entretanto, a relagdo entre a CLas e a microbiota € muito pouco entendida
(FUJIWARA et al., 2018). O cultivo in vitro da CLas ndo foi possivel através de protocolos convencionais, o que
pode estar relacionado com a microbiota no floema da planta, assim como a dependéncia de nutrientes do
hospedeiro. Por conta disso, 0 mecanismo de infeccdo da bactéria ndo ¢ completamente conhecido, € ndo se
conhecem estratégias de controle eficientes para a doenga.

Além disso, a HLB ndo ¢ detectada assim que a planta ¢ infectada, ja que a infeccdo possui uma fase inicial
assintomatica, cujo periodo de incubagdo costuma ser longo, de 3 a 36 meses, seguida de uma fase sintomatica
(PEREIRA et al., 2010), resultando em outra problematica relacionada a detec¢ao da doenga.

Estudos desenvolvidos previamente no Laboratorio de Biologia Quimica Microbiana (LaBioQuiMi)
observaram que arvores de laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) infectadas por CLas apresentam um aumento
na produgdo de 4cidos graxos de cadeia muito longa que podem estar relacionados com a infec¢do e adaptagdo da
bactéria CLas ao seu hospedeiro. Ademais, a aplicagdo de um inibidor da via de alongamento de acidos graxos,
como o composto Triacsin-C, apresentou um potencial efeito mitigatorio frente a CLas, o que despertou interesse de
estudo. O Triacsin-C € um inibidor da enzima acil-CoA sintetase, enzima que € responsavel pela ativacdo de acidos
graxos de cadeia longa para serem utilizados em processos metabdlicos intracelulares, sendo um produto natural
descrito na bactéria Streptomyces aureofaciens (DEL RIO FLORES et al., 2021). Entretanto, sua aplicagdo no

campo como estratégia de controle poderia ser inviabilizada devido aos altos custos do padrdo comercial (Img — R$
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9.472,00). Nesse sentido, a bactéria S. glomeratus, disponivel no acervo do laboratorio, também apresenta um
cluster biossintético com alta homologia para a sua producdo e foi objeto de estudo desse projeto, visando a
obtengao de triacsin C de outras fontes naturais.

O projeto buscou, entdo, estudar o metabolismo secundario da S. glomeratus em diferentes condigdes, visando a
producdo e otimizagdo de Triacsin-C devido ao seu grande efeito mitigatorio frente a CLas, o que teria interesse
biotecnoldgico para maiores estudos de manejo do greening. Assim como objetivou-se verificar o potencial da
bactéria na producdo de outros compostos antimicrobianos frente a CLas.

Dentre as condigdes testadas, foram utilizados quatro meios liquidos diferentes suplementados com uma solugao
de aminoacidos, de modo a tentar induzir a biossintese de Triacsin-C. Dentre os aminoacidos, uma potencial fonte
promissora de nitrogénio ¢ a lisina (THEOBALD et al., 2000), com a glicina sendo uma opgao viavel. Isso porque
ambos s3o precursores biossintéticos da via das triacsinas, dessa maneira (DEL RIO FLORES et al., 2021), sua
suplementacao nos meios de cultivo poderia favorecer a biossintese dessa classe de compostos.

Além disso, foi testada a co-cultura com o fungo Geotrichum candidum, um fungo que apresenta um
metabolismo lipidico pronunciado durante a infecco na laranja, o que despertou interesse no estudo do
comportamento dele frente & uma bactéria que produz um inibidor do metabolismo de lipidios e pode induzir a

biossintese de Triacsin-C pela bactéria.

2. Metodologia

A bactéria S. glomeratus foi cultivada em quatro condigdes diferentes de modo a avaliar o metabolismo com
énfase na produgdo de Triacsin-C, com seis replicatas biologicas para cada amostra. Entre os meios de cultivo
avaliados, t€m-se os meios liquido CM (Complete Medium) e ISP-2 (International Streptomyces Project-2) com a
adicao de uma solugdo de aminoacidos com concentracdo de 1 g/L (com 60% de lisina e 40% de glicina), o meio de
cultura RS, o meio com o minimo de nutrientes (aqui, denominado como Meio Minimo) e o meio solido TSA
(Tryptic Soy Agar) em monocultura e em co-cultura com o fungo Geotrichum candidum, de modo a verificar se a
presenca do fungo induziria a produgao de Triacsin-C.

Inicialmente, foi realizado o pré-indculo da bactéria em meio liquido TSB (7ryptic Soy Broth) por uma semana
e, apos esse periodo, foi adicionado 100 pL do pré-indculo em 100 mL de cada meio liquido avaliado, juntamente
com 100 pL de &cido nalidixico. Os meios com o organismo alvo de estudo foram colocados em incubadora a 30 °C
e 140 rpm por 15 dias. Apds o cultivo foi realizada a extragdo dos metabdlitos utilizando acetato de etila em
propor¢ao 1:1 e, em seguida, o preparo de amostras utilizando metanol grau HPLC para realizacdo das andlises em
um cromatografo liquido Thermo Fisher Scientific UltiMateTM 3000 acoplado a um espectrometro de massas
Thermo Orbitrap Q-Exactive (Waltham, MA).

O processamento dos resultados foi realizado com auxilio do soffware MZzMine 4 para tratamento dos dados
obtidos pelo cromatdgrafo liquido seguido de uma andlise de Feature Based Molecular Network (FBMN) na

plataforma GNPS, seguido da criagdo de uma rede molecular por meio do soffware CytoScape e uma andlise das
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classes e superclasses metabolicas utilizando o soffware Sirius. Para a co-cultura, adicionalmente foi realizado um

célculo de inibigao do crescimento do fungo através do sofiware Fiji.
3. Resultados e Discussao

Inicialmente, avaliou-se a co-cultura entre a bactéria S. glomeratus e o fungo G. candidum como uma
estratégia para induzir a producdo de triacsin C. A avaliagdo da co-cultura realizada, indicou o potencial da
bactéria em inibir o crescimento do fungo G. candidum (Figura 1). Diante disso, foi realizado o célculo de
inibi¢do do crescimento do fungo de modo a medir o didmetro médio do fungo na presenga da bactéria e do
fungo em monocultura. Os resultados indicaram uma inibi¢do de 61,21%, o que indica o grande potencial da
bactéria S. glomeratus em produzir compostos com grande potencial antimicrobiano e poderia possibilitar o

estudo de estratégias alternativas para o controle de um importante fitopatogeno de laranja.

Figura 1. Co-cultura do fungo G. candidum com a bactéria S. glomeratus (esquerda) e monocultura do fungo (direita).

Dessa maneira, os extratos da co-cultura foram avaliados via LC-MS e em seguida, avaliados em softwares
de andlises estatisticas e de identificacdo de metabdlitos. Iniciou-se utilizando o soffware MZmine 4 e, em seguida,
foi realizada uma andlise de FBMN para anotacdo dos metabolitos através da comparac@o dos espectros de massa
depositados na plataforma GNPS. Com os resultados obtidos, foi criada uma rede molecular das amostras excluindo
os features advindos dos meios de cultivo para mostrar apenas as moléculas produzidas pela bactéria S. glomeratus.
Os features foram agrupados em clusters baseados em suas similaridades espectrais (cosine score). Foi criada uma
rede englobando os meios solidos (monocultura e co-cultura com G. candidum) disposta na figura 2. O
metilcinamaldeido foi um dos compostos identificado pelo banco de dados do GNPS que foi encontrado
exclusivamente no meio RS e possui atividade antibacteriana e antifiingica frente a fungos do género Aspergillus

(WU et al., 2025), além de ser comumente utilizada na industria alimenticia como agente aromatizante.
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Figura 2. Rede molecular dos meios solidos.
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Através do software SIRIUS, uma ferramenta in silico que auxilia na predicdo de features (GODZIEN et al.,
2018), foi possivel caracterizar as amostras em relacdo a classes e superclasses metabolicas, e pela via bioquimica.
As figuras 3 ¢ 4 ilustram a distribuicdo dessas classes para as diferentes condi¢des experimentais, mantendo-se

apenas os resultados com um nivel de confianca acima de 80%.

Figura 4. Distribuicdo dos features anotados pelo SIRIUS para meio minimo (esquerda), monocultura (centro) e cocultura (direita).

Com esses resultados, foi possivel observar que a classe predominante em praticamente todos os grupos sao
os aminodcidos e peptideos, seguido de alcaloides, metabolitos secundarios que, de forma geral, possuem grande
potencial biologico, apresentando propriedades antivirais, antibacterianas e anti-inflamatorias. Dentro das classes de
aminoacidos e peptideos, foi observado uma predominancia de dipeptideos em todos os grupos (peptideos formados
por dois aminoacidos). Além disso, a fenilalanina foi detectada nos meios, um aminoacido que embora tenha grande
importancia, ndo estd ligado a biossintese do Triacsin-C, mas que pode servir como precursor de metabdlitos
secundérios. E interessante ressaltar que o crescimento da S. glomeratus no meio CM parece ter favorecido a
biossintese de alcaloides em comparagao ao meio ISP2, visto que ¢ um meio de cultura rico em fontes de carbono e
nitrogénio, o que favorece a biossintese de metabolitos especializados.

Para o Triacsin-C, foi feita uma compara¢do dos resultados obtidos para cada meio com um padrdo
analitico, de modo a observar em quais meios houve a producdo deste metabdlito. Para isso, foram utilizados os
cromatogramas dos meios ajustados para ions de m/z 208,1434 [M+H]". O ion m/z 208,1434 foi observado nos
meios CM, ISP-2, RS, bem como na monocultura em meio solido e co-cultura com o fungo G. candidum. Na figura

5 estdo os cromatogramas obtidos para os meios R5 para os ions de interesse de modo a exemplificar os resultados.
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Figura 5. Cromatogramas do meio RS filtrados para ions de m/z 208,1434.

A presenca de ions com o filtro de m/z utilizado € um indicativo da presenca de Triacsin-C no meio que foi
testado. Assim, a bactéria apresentou potencial para ser uma fonte alternativa para a producdo de Triacsin-C, o
que pode reduzir os custos envolvidos na sua producao e torna-la uma alternativa viavel para o controle de HLB

pelo seu efeito mitigatorio frente a CLas.
4. Concluséao

O estudo da otimizagao da produgao do inibidor Triacsin-C como uma alternativa para mitigagdo da bactéria ¢
de grande importancia para esta area. Com os resultados foi possivel observar a presenga de Triacsin-C em algumas
das condigdes testadas, como os meios RS, CM, ISP-2 bem como no meio sélido tanto em monocultura quanto na
cocultura com o fungo G. candidum, o que abre margem para estudos mais direcionados para esses meios e testes

em larga escala de modo a otimizar a produc@o e torna-la viavel para ser aplicada para o controle do greening.
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