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RESUMO

Os microorganismos de solo possuem a capacidade de sustentar a vida tanto das plantas como
dos animais e outras formas de vida presentes no solo. A comunidade microbiana na rizosfera é
representada por populacfes diversificadas e numerosas em estado de equilibrio dindmico,
refletindo o ambiente fisico, quimico, bioldgico e suas relacbes. Bactérias que crescem proximo
ou associadas as raizes, sendo estimuladas pelos exsudados radiculares, denominadas
rizobactérias, tem a capacidade de promover o crescimento de plantas. Os beneficios dessa
interacdo sdo conhecidas e € atribuido a producdo de substancias reguladoras de crescimento, a
producéo de antibi6ticos, mineralizacdo e solubilizacdo de nutrientes como o fosforo e fixagdo
de nitrogénio. Neste trabalho, foi iniciado a implementacdo de uma colecdo de culturas
bacterianas, que futuramente serdo utilizadas em estudos que irdo focar nos mecanismos de

interagdo quimica entre raizes de plantas e rizobactérias.



APRESENTACAO

Relatdrio das atividades realizadas no Laboratdrio da Dra. Elisa Korenblum do Instituto
Volcani — A.R.O em lIsrael, em ocasido da realizacdo do Estagio Supervisionado Obrigatorio
(ESO), sob a orientacdo do Prof Dr. Frederico Inacio Costa de Oliveira, no periodo de
08/08/2022 a 29/09/2022. Com base no Plano de Atividades elaborado, foram realizadas:

isolamento de colonias bacterianas e manutencdo de colbnias bacterianas oriundas da planta
modelo Brachypodium spp.



Figura 1. Rizosfera/interag0es Dacterianas ...........ccooveeiiiiiieiiieiie e 10

Figura 2. Brachypodium sylvaticum (HUGS.) .......cccoiiiiiiiiiiic e 12
Figura 3. Mapa do Ministério da Agricultura de Israel, Instituto Volcani .........c.ccccccveerenee 13
Figura 4. llustragdes de técnica de esgotamento por estrias; Cultura bacteriana ................... 14
Figura 5. Cultura bacteriana; Isolamento de col6nias bacterianas pela técnica de esgotamento
0[BT - LSS 16
Tabela 1. Tabela exemplificando a obtencéo de dados de coldnias bacterianas por meio de
[1510] P 0 =] (TR 17


file:///C:/Users/aline/Downloads/Relat%25C3%25B3rio%20Final%20ESO%20Aline%20Melo.docx%23_Toc101529343

Sumario

INTRODUGAD ..ottt en s san e e 8
1.1 Implementacéo de uma colegéo de culturas bacterianas de rizosfera............cc.ccecevveunne. 8
1.2 INteragies DACIEIIANAS ........viiiieiii et 9
1.3 BracChypodiUm SPP ....eoueeuiiieiiiieiie ettt ettt 11

COBUIETIVO e et a e e 12

. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt 13
T80 I o Tor: 1 o L= (1o (o PSS TRR 13
3.2. COleta das AMOSIIAS ........eeieieieieiie ettt 13
3.3. Processamento das @MOSLIAS ........c.eeiuieiuieriieiiiesiie sttt 13
3.4. 1S01amMeNt0 DACLEITANO ......ceiueieiii it 14

. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cocveviiiiiiieeeieee et 15

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVA FUTURA........coooviiieeieeeeeteeee e 18

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o v oo e e ee e eeeeeeiraen e 19



1. INTRODUCAO

1.1 Implementacéo de uma colegéo de culturas bacterianas de rizosfera

A rizosfera pode ser definida como a regido do solo onde os processos mediados por
microrganismos sdo especificamente influenciados pelo sistema radicular (Figura 1). Esta area
inclui o solo ligado as raizes das plantas e muitas vezes se estende alguns milimetros da
superficie da raiz, sendo um ambiente importante para as interagdes planta-microrganismo, onde
as propriedades fisico-quimicas da rizosfera tém elevada estabilidade, que, associadas ao
fornecimento constante de substratos orgénicos e fatores de crescimento, favorecem intensa
atividade metabdlica das populacdes, influenciando diretamente e positivamente o tempo de
geracdo microbiano (LYNCH, 1990; FAGOTTI et al., 2012 SOUZA, 2015; MOREIRA et al.,
2010).

Bactérias que crescem proximo ou associadas as raizes, sendo estimuladas pelos
exudados radiculares, sdo chamadas rizobactérias. Diversas rizobactérias tem a capacidade de
promover o crescimento de plantas. Tal efeito € atribuido a producéo de substancias reguladoras
de crescimento, a producdo de antibioticos e sideroforos, mineralizacdo e solubilizacdo de
nutrientes como o fosforo e fixagdo de nitrogénio. Estas bactérias apresentam grande
versatilidade metabdlica, sendo capazes de armazenar substancias como estratégia de aumento
da sobrevivéncia bacteriana, a exemplo de polihidroxialcanoatos (PHAS) e acdo antibidtica na
rizosfera de plantas. Como exemplo podem ser citados, Bacillus colistinus, produtor da colistina;
B. brevis (tirotricina); B. licheniniformis (gramicidinas); B. polymycia (polimixina). Bacillus
subtilis, além de acdo antibiotica relacionada com a secrecdo de compostos do grupo iturin,
também pode sintetizar fitohormdnios e antifingicos; bactérias sdo capazes de apresentar
versatilidade metabdlica que permitam superar flutuacbes das condigdes quimicas ambientais,
sendo as inclusdes de armazenamento de substancias outra estratégia que aumenta a
sobrevivéncia bacteriana (MUELLER et al., 1999; ARAUJO et al., 2005; DANTAS et. al.,
2009; BAHIA, 2014).

A compreensdo do papel de microorganismos no meio ambiente fornece subsidios para
o desenvolvimento de aplicaces biotecnoldgicas, além de ser fundamental no estabelecimento
de politicas de biosseguranca, de projetos em agricultura sustentdvel e de programas de

desenvolvimento industrial. A maneira mais eficiente de conservar microrganismos de



importancia econdmica é a preservacdo em colecfes. Assim como da necessidade de se poder
dispor do microrganismo a qualquer momento, quer para fins experimentais, quer para trabalhos
de rotina ou para atendimento a solicitacdes de outros pesquisadores, para fins didaticos, para
estudos comparativos, etc. Desta forma, a preservacdo e manutencdo das culturas devem ser
feitas de forma a garantir sua sobrevivéncia, estabilidade e pureza durante periodos prolongados
de tempo, conservando caracteristicas genéticas e propriedades morfo/fisiologicas. Entre as
varias formas de armazenar o patrimdnio genético é possivel descrever duas categorias: a
preservacdo in situ (no local de origem) e a preservacéo ex situ (fora do local de origem). A
importancia da conservacao ex-situ de recursos genéticos microbianos, vegetais e animais ja é
reconhecida como sendo uma prética indispensavel ao desenvolvimento da ciéncia e tecnologia
em diversos setores de importancia socio-econdmica.Varias colec6es de culturas encontram-se
estocadas em bacteriotecas distribuidas pelo mundo, com a fung¢éo primordial de preservar as
caracteristicas genéticas e morfofisiologicas de cole¢cbes microbianas (CANHOS, 1994;
GERHARDT, 1994; ABREU & TUTUNJI, 2004; ANJOS et al., 2012).

1.2 InteracOes bacterianas

De acordo com Moreira et al. (2010) as bactérias podem realizar diferentes associactes
com raizes de plantas. Essas interacdes podem ser de forma simbiotica, endofitica, associativa
ou livre. Na interacdo simbidtica com leguminosas, ha na maioria das vezes a formacgéo de
nodulos, uma estrutura diferenciada no tecido da raiz que ocorre apés a infeccéo da bactéria na
espécie vegetal hospedeira. Ja as bactérias diazotroficas associativas podem contribuir para o
crescimento vegetal ndo sO pelo fornecimento de nitrogénio, mas também por outros
mecanismos como producdo de fitormonios, solubilizacdo de fosfatos, antagonismo a
fitopatdgeno, entre outros; as bactérias de vida livre, quando no solo, utilizam o N2 fixado em
seu préprio beneficio, ou seja, na manutencdo de seu metabolismo; quando endofiticamente,
auxiliam a espécie hospedeira em seu desenvolvimento ndo causando danos a mesma,
estabelecendo uma relacdo positiva para ambas. (BALDANI et al., 1996; MOREIRA, 2010;
PINTO, 2017).

Bactérias que crescem proximo ou associadas as raizes, sendo estimuladas pelos
exsudados radiculares, sdo chamadas rizobactérias. Dentre as rizobactérias promotoras de

crescimento de plantas (RPCPs), estao as do género Pseudomonas spp. sdo as mais bem
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estudadas. Isto se deve, principalmente, a sua grande capacidade de suprimir patdgenos de solo,
a sua ocorréncia de forma natural e em elevadas populages, ao fato de serem nutricionalmente
versateis e possuirem habilidade de crescer numa ampla faixa de condi¢cdes ambientais, além de
produzirem uma grande variedade de antibidticos, sider6foros e hormonios de crescimento
vegetal. As rizobactérias do grupo fluorescente (P. fluorescens-putida) possuem um versatil
metabolismo, podendo utilizar varios substratos liberados pelas raizes e também moléculas
xenobioticas que atingem a rizosfera (DANTAS et al., 2009; FAGOTTI et al., 2012).

ROOT INTERACTION
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Figura 1. Rizosfera/interacdes bacterianas. Diferentes tipos de associagcdo

entre raizes de plantas e bactérias benéficas do solo. Modificado. Fonte: Souza

etal.2015.
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1.3 Brachypodium spp.

Braquipodio (Brachypodium spp.) é uma planta herbacea, perene, monocotiledonia da
familia das gramineas (Poaceae) de aproximadamente 70 cm de altura, de crescimento erecto,
formando tufos dos quais despontam inflorescéncias dispostas em panicula de ramificacfes
alternas (uma folha por nd) e glabras, que se enroscam em torno da raquis quando secas. Seu
pedicelo e curto. Nativo das regides temperadas da Eurésia, Africa e América Latina sua
distribuicao ocorre no mundo todo, inclusive na Regido Mediterranica onde se encontra Israel,
em locais como matagais e margens de estradas. S&o hemicriptofito (plantas bienais ou as
perenes cuja parte aérea morre anualmente). Nao possuem espinescéncia (auséncia de espinhos)
e ndo sdo suculentas. Trata-se de um género glicofito (tolerante ao sal). Este género e classificada
como sinantropo, ou seja, Seu crescimento e encontrado proximo onde houve colonizacéo
humana. Auséncia de estipula e sdo hermafroditas. A floragcdo ocorre no periodo de maio-julho
(SCHOLTHOEF et al., 2018; FLORA OF ISRAEL, 2022).

O género Brachypodium representa um sistema modelo utilizado na busca do
conhecimento da biologia de gramineas como o trigo (Triticum aestivum) e a cevada (Hordeum
vulgare) - que séo culturas de pequenos graos cruciais usadas em todo o mundo para a produgéo
de alimentos, forragem e racdo, devido as suas caracteristicas como: ser diploide, anual, auto-
fértil, ciclo de vida curto da semente (~8 semanas), facilidade de cruzamento para experimentos
geneticos, facilidade de crescimento em condicGes de laboratério, amplamente suscetivel a
micrébios vegetais, possuir taxonomia evolutiva de espécies, tamanho pequeno do genoma,
sintenia (conservacdo de blocos de ordem dentro de dois conjuntos de cromossomos que estao
sendo comparados entre si) com gréos grandes/ pequenos (trigo, milho, milho, arroz, cevada),
genoma completo, transcriptoma, linhas puras, mutantes (marcadores, polimorfismo de
nucleotideo Unico, inser¢bes de T-DNA, suscetivel a CRISPR), recursos da comunidade
(sementes, ferramentas, bancos de dados gendmicos). Um exemplo é a espécie Brachypodium
distachyon, uma planta C3 que esta distribuida em todo o mundo. B. distachyon tem um genoma
pequeno, ciclo de vida curto e pequena estatura e € passivel de transformacdo genética. Além
disso, as espécies de Brachypodium mantiveram sua natureza selvagem, fornecendo um tesouro
de recursos para pesquisadores de ecologia de plantas estudarem as plantas in situ
(SCHOLTHOF et al., 2018).
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Figura 2. Brachypodium sylvaticum (Huds.) P.Beauv. Fonte: Flora of Israel.

2. OBJETIVO

Isolar colbnias bacterianas associadas a raizes de plantas do género Brachypodium
amostradas em diferentes regides de Israel para identifica-las visando a obtencdo de colecédo de
cultura bacteriana e, depois usa-las como comunidades sintéticas para modular o crescimento
das raizes. Braquipddio (Brachypodium) é considerada uma planta modelo e é adaptada a
regides com diferentes condicdes climaticas, aumentando as chances da diversidade microbiana

e intensificando o estudo da relacdo raiz-microorganismo em sistema controlado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de estudo

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério da Dra. Elisa Korenblum, localizada
no Ministério da Agricultura de Israel — Instituto Volcani, em Rishom Letzion, Israel (Figura 3).

R
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Figura 3. Mapa do Ministério da Agricultura de Israel. Instituto Volcani. Fonte: Google Maps.

3.2. Coleta das amostras

As amostras foram coletadas em sete diferentes regiGes distribuidas no territorio
israelense. Sao elas: Modiin (Distrito Central), Beit Shemesh (Jerusalem), Ofer forest (Haifa),
Kochav Ha’Yarden (Galileia), Hamat Gader (Tiberias), Neve Yaar (Jerusalém) and Kiyriat Ata
(Haifa) com trés amostras por local de coleta, ou seja, ao todo foram 7 locais x 3 plantas =21

plantas no total.

3.3. Processamento das amostras

Amostras de raizes de Brachypodium spp. foram retiradas diretamente do solo e dentro

de 24-48h foram ressuspensas em tampao e sonicadas para coleta de bactérias da raiz.
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3.4. Isolamento bacteriano

Isolamentos sucessivos foram realizados para obtencéo de colonias puras.Utilizou-se da
técnica de esgotamento por meio de estrias multiplas (Figura 4A) em meio s6lido com auxilio
de alca bacterioldgica. Esta técnica permite isolar col6nias separadamente, de forma a idetifica-
las. As colonias bacterianas foram cultivadas em trés meios, sdo eles: R2A AGAR, TSB -
Trypticase Soy broth e East Extract Agar (YEM), com diferentes diluigdes, podendo ter
tratamento sonicado ou ndo sonicado para a verificacdo do comportamento de crescimento. Os
isolados receberam um cédigo de identificacdo de acordo com a descri¢do seguinte: nimero de
1a7, letrade AaE; tipo de meio de cultura R2A, TSB ou YEM,; diluicdo 10,10%,10%; sonicado
ou n&o sonicado e, o nimero da coldnia correspondente. Por exemplo: 3A TSB 102 01 (Figura
4B).

Figura 4. Tlustragdes de técnica de esgotamento por estrias (A); Cultura bacteriana (B). Fonte: Google; Autora.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As col6nias de bactérias isoladas no primeiro estria foi de 2.344 (dois mil trezentos e
quarenta e quatro) e no segundo estria foi de 2.778 (dois mil setecentos e setenta e 0ito). No
total, foram contabilizadas 5.122 col6nias (Tabela 1). Os dados foram obtidos a partir do
preenchimento diério a medida que as bactérias foram isoladas. A identificacdo dessas col6nias
sera realizada na préxima etapa que ndo faz parte deste relatério, com isso espera-se obter uma
colegdo de isolados bacterianos que serdo utilizados como comunidades bacterianas sintéticas
representando a comunidade natural de rizosfera de Brachypodium. Estas comunidades
sintéticas serdo utilizadas para estudar interacdo planta-microbioma visando modular o

crescimento e metabolismo de plantas.

Segundo Riva et al. (2022) géneros bacterianos cultivaveis comuns (Figura 5) a todos 0s
diferentes compartimentos vegetais representaram 66% do total de registros na categoria raiz,
87% na categoria semente e 75% nas categorias folha e broto porcentagem de registros (0,50%)
representa 0s géneros bacterianos compartilhados entre todas as categorias e que também
promovem o crescimento e biocontrole de doencas de plantas. Em suma, € sabido que ao longo
das décadas houve o aumento nas estratégias de cultura desenvolvidas e a configuracao de meios
baseados em materiais vegetais podem ser fundamentais para enriquecer e isolar bactérias ainda

ndo cultivadas espécies do microbioma vegetal.
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Figura 5. Cultura bacteriana (A, B, C e D); Isolamento de colonias bacterianas pela técnica de esgotamento de

estrias (E, F). Fonte Autora.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVA FUTURA

A utilizacdo de varios meios de cultivo é fundamental para a obtencdo de uma colecao
de isolados bacterianos diversos, ou seja, colénia que apresentam caracteristicas morfoldgicas
diferentes. Este ESO relata a etapa inicial da implementacéo da colecdo de culturas bacterianas
de rizosfera de Brachypodium spp., que serd utilizada para projetos de comunidades sintéticas

visando a compreensdo da comunicagdo quimica entre rizobactérias e raizes de plantas.
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