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Diversidade microbiana

Diversidade Biologica

Conhecer, preservar e fazer uso sustentavel



Diversidade microbiana

A busca pelo conhecimento da diversidade biologica

Qual a Diversidade biolégica em outros planetas?
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Diversidade microbiana

Diversidade # riqueza de espécies
Riqueza de espécies: o nimero de espécies em uma area
Diversidade: a variedade e a abundancia relativa de espécies

Existem trés tipos de diversidade: alfa («), beta (f) e gama (y).

Diversidade a ou local é a diversidade dentro de um habitat ou comunidade
(é restrito)

Diversidade y, ou regional, é a diversidade de uma grande area, bioma,

continente, ilha, etc.
Diversidade f € a diversidade entre habitats ou outra variacdo ambiental

qualquer, medindo o quanto a composicao de espécies varia de um lugar
para outro.

Diversidade: necessario identificar e conhecer os grupos bioldgicos e o
ambiente




Quem sao 0s micro-organismos?

Bactena Archaea Eukarya

Eukarya
Prokaryobe M.T. Madigan and JM Martinko, Brock Biclogy of Mircroorganams § 3 R



O conhecimento sobre a diversidade microbiana aumenta

Bacteria Archaea
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[solamento de Micro-organismos

# O isolamento de micro-organismos permite quantificar e identificar
membros de uma comunidade microbiana

# O tipo de ambiente a ser avaliado interfere na estratégia para obter a
suspensao de celulas

¢ O solo deve ser agitada em solucao tampao

¢ Para remocao da comunidade microbiana de superficies, as
amostras devem ser agitadas em solucao contendo bolinhas de
vidro.

¢ Compostos surfactantes (p.e. Tween 80) podem ser utilizados para
facilitar a dispersao

# DiluicOes ou concentracao de amostras podem ser necessarias.
¢ Para amostras de solo, diluicdes apropriadas sao necessaias.
¢ Para amostras de agua e ar, podem ser utilizados filtros para

concentrar as células das amostras



[solamento de Micro-organismos

# Seletividade dos meios de cultivo permite avaliar grupos
microbianos especificos

# O numero de coldnias deve estar entre 30 e 300 UFC.g de
amostral. ou permitir a observacao de colonias isoladas




[solamento de Micro-organismos

Método de semeadura em Placa de Petri

Método da
Sobrecamada
Meio de cultura
sobre as células

{a) The pour plate method (b) The spread plate method

1.0 0or 0.1 mi 0.1 mi
€) Inoculate €) Inoculate plate
empty plate containing
v \1/ v solid medium
&) Bacterial dilution

) Add melted

nutrient agar
* O Spread inoculum
over surface
P evenly

) colonies Colonies grow
grow in and only on surface
on solidified of medium
medium

- »

Capyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Cummings.

Método de espalhamento
sobre o meio de cultura




[solamento de Micro-organismos

Método de semeadura em Placa de Petri

Método de espalhamento - sobre o meio de cultura
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[solamento de Micro-organismos

Método de enriquecimento

Estratégias de enriquecimento:
* Fontes de carbono

Enrichment culture * Temperatura
or natural sample * Resisténcia a fatores fisico-quimicos e etc

1ml

(liquid)
orlg
(solid) Dilution ——

1ml 1ml

v( V W Y Y \v

[ No
Growth growth
v
9-ml
broth

1/10
107" 1072 1073 1074 10° 10° 10”7




Deteccao de Micro-organismos

Método de coloracao por DAPI ou Acridina Laranja (AO)

Estratégias:

DAPI (diamidino-2-phenylindole) cora as células de azul fluorescente

AO cora de laranja ou laranja esverdeado

Fluorescéncia é observada sobre Luz U.V.

Permitem a quantificagdo de micro-organismos ao microscopio de
fluorescéncia.

Sao inespecificos pois coram os acidos nucleicos

Nao permite diferenciar células vivas de células mortas

DAPI Acridina Laranja




Diversidade microbiana cultivavel

b —100% — 99% 97% 95%

namero de filotipos

T T T T T T v 1 T T T T T T T T T
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71
namero de sequéncias d namero de sequéncias

namero de filotipos

— T T 1 —
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76

namero de sequéncias . P
a f namero de sequéncias

namero de filotipos

1 T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 5 61 66 71 76 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66

nlmero de sequéncias nimero de sequéncias

Riqueza de espécies ¢ alta, mas o que observamos esta
abaixo da realidade



Culturabilidade

e OB Meio de cultivo 1 Meio de cultivo 2

Amostra ambiental



Culturabilidade

Inconsisténcia entre a Diversidade observada e a
isolada

# Baixa culturabilidade microbiana
# Seletividade dos meios de cultivo

# Seletividade das condi¢des de cultivo: CO,, O,, temperatura,
fonte de C, N, fatores de crescimento e etc.

# Pequena representatividade da comunidade in vivo (colecoes
de culturas) - identificacao



Microbiologia do solo
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Métodos de avaliacao da Diversidade

Comunidade Bacteriana de Soja

Espécies observadas por isolamento Espécies observadas por DGGE
Pseudomonas spp. Pseudomonas spp.
Erwinia sp. Erwinia sp.
Pantoea sp. Pantoea sp.
Enterobacter sp. Enterobacter sp.
Acinetobacter sp. Acinetobacter sp.
Agrobacterium sp. Agrobacterium sp.

Caulobacter/Asticcacaulis

Ralstonia picketti

Burkholderia sp.

Klebsiella spp.
Bradyrhizobium spp.
Herbaspirillum sp.
Xanthomonas sp.

Stenotrophomonas malthophilia

Kuklinsky-Sobral et al., 2004



crobioma Humano
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Meétodos Independentes de Cultivo

Sequence Reads
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Diversidade Microbiana - Correlacao com fatores ambientais

ambient

control

plusFe
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Diversidade Microbiana - Correlacao com fatores ambientais
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Diversidade de bactérias associadas a planta de arroz
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Tipos de interacao micro-organismos no solo

Simbiose parasitica:

O microrganismo em determinada fase do seu ciclo de vida
parasita o hospedeiro, retirando nutrientes sem beneficios mutuos.

Simbiose mutualistica:

O microrganismo em determinada fase do seu ciclo de vida
interage com o hospedeiro, obtendo nutrientes e melhorando o
desempenho do parceiro em determinadas condicoes.




Importancia dos micro-organismos no solo

* Os micro-organismos do solo afetam a estrutura (agregacao) e
fertilidade do solo

 Contribui para a disponibilidade de nutrientes (degradacao da
matéria organica, formacao do humus, fixacdo de N e germinacao
de sementes

 Degrada pesticidas e produtos quimicos do solo
* Contribui para o crescimento e produtividade das plantas

 Contribui com a estabilidade do solo por meio de diferentes
processos bioquimicos

 Reduz aincidéncia de patogenos no solo (solos supressivos).




Interacoes Microbianas

Extracellular matrices (e.g,, biofilms) (10)

) X Phages or viruses (9)
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Interacoes microbianas




(A) Hypha showing bacteria migrating to the tip (scale bar represents 25 mm). (B) A single vegetative spore containing a rod-shaped
GFP-labeled endobacterium (scale bar represents 2 mm). (C and D) Sporangiophores, sporangia, and spores formed after restitution of

the symbiosis (white light and fluorescence mode, scale bar represents 30 mm).
Current Biology 17, 773-777, May 1, 2007 22007 Elsevier Ltd All rights reserved DOI 10.1016/j.cub.2007.03.039




.
Monitoring Microinjection of GFP-Labeled Endosymbionts into the Fungus and Migration within the Hyphae

Micrographs (A)-(E) are screen captures taken at 0.5 min intervals. Scale bar represents 10 mm. Red arrow indicates site of laser
injection; white arrows highlight GFP-labeled bacteria and direction of their migration.

Current Biology 17, 773-777, May 1, 2007 22007 Elsevier Ltd All rights reserved DOI 10.1016/j.cub.2007.03.039



R R S IRy .

RIS

Aparéncia tipica da linhagem selvagem, contendo a A linhagem curada nao forma esporangio.
endobactéria. A barra de escala representa 30 mm.

Current Biology 17, 773-777, May 1, 2007 22007 Elsevier Ltd All rights reserved DOI 10.1016/j.cub.2007.03.039



(A) Scanning electron
micrograph of A. nidulans.

(€) Magnification of A.
nidulans (Scale bar: 20 pm.)

(E) Further magnification of
A. nidulans

(B) Scanning electron micrograph
of A. nidulans coincubated with S.
hygroscopicus. (Scale bar: 200

um.)

(D) Magnification of B. (Scale bar:
20 pm.)

(F) Further magnification of D
showing the close contact
between the filamentous bacteria
and fungal mycelia.

Schroeckh V et al. PNAS 2009;106:14558-14563 | I g ‘ } : E
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PKS orsA (AN7909) gene expression and HPLC profiles of supernatants. I: Control, A. nidulans. II: Cocultivation of A. nidulans and S. hygroscopicus
(1/20). III: A. nidulans culture, inoculation with filtered S. hygroscopicus culture supernatant. IV: Cocultivation of A. nidulans and S. hygroscopicus,
inoculation with 1/100 volume of S. hygroscopicus culture. V: Cocultivation of A. nidulans and S. hygroscopicus (1/100) separated by a dialysis
bag. VI: Cultivation of A. nidulans, inoculation with 1/20 volume culture supernatant of a coculture of A. nidulans WT and S. hygroscopicus. VII:
Cultivation of A. nidulans with 1/20 volume culture supernatant of a coculture of A. nidulans AorsA (AAN7909) strain and S. hygroscopicus.

Schroeckh V et al. PNAS 2009;106:14558-14563 | | g A : s



Predacao de bactéria por bactéria

Bdellovibrio bacteriovorus

=
A \
i Bdellovibrio

Pseudomonas

Penetracao Estabelecimento



Predacao de eucarioto por fungos

Principalmente pelo fungo Paecilomyces spp.

Alga sendo Formacdo de anel de constricao

predada por fungo



Fungo e insetos - controle biologico

Endochitinases
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Bacillus thuringiensis — controle de insetos

Bacillus thuringiensis (Bt) Solubilization Activation

~ Bt toxin
crystal

A ‘?"A:;\‘\ “1;'-_; '3\7
N g - \{‘ \ P &
NN -,.g_ Septicemia
s : Dead larvae
Bt corn Bt Cotton
Bindingto _y Membrane
receptor g’“ oxin ) _
\r? Texin oligomer  GPl-anchored REEIIEn
) monomer protein
Yyt V‘I ]fﬂ 1
Insect midgut cells Pores lead to Cell death

_» L ATP-Mg2*
£ . [cAMP
Gbp GTP-Mg?

PK L
Jurat-Fuentes Laboratory y \ Activation of

(http://web.utk.edu/~jurat/) cell death pathway

osmotic cell lysis



Interacao plantas micro-organismos
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Hardoim et al., 2008

TRENDS in Microbiology

Durante esta interacao, diferentes moléculas sao produzidas




Methylobacterium na planta hospedeira
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Methylobacterium na planta hospedeira

O— CH3 Qrt1 0 OH art3

A O
\\C / (PME) \\C/ (PGase) Dectin

| - > | > Cleavage

Pectin Pectin
H>O
T Y T

® Acao da enzima Pectin-methylesterase libera metanol durante a
degradacao da pectina.

® Metanol pode ser liberado pelas folhas via estomatos
® Pectin-methylesterase tambéem pode regular os niveis de etanol.



Interacao micro-organismos — plantas

Reconhecimento do hospedeiro

» Genotipo da planta e do
micro-organismo;

» Condicoes abioticas;
» Condigoes biodticas

Germinacao

Estimulacao Rizotropismo Colonizacao

Exsudados das raizes
estimulam o micro-
organismo

(§1R])

&> P
" —
~
Presenca do micro-

organismo nosolo  raiz haustoério

e
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Interacao com organismos hospedeiros - plantas

/ Crescimento vegetativo

&. &
/ Adesdo ao Germinagdo &
hospedeiro

L Formagdo de

/ apressorio
conidiagdo

Penetragdo(h
\ Q:O)
Resposta de
Crescimento P
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Interacao com organismos hospedeiros - plantas
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Interacao com organismos hospedeiros - plantas




Papel dos micro-organismos nas plantas

Micro-organismos causadores de doencas em plantas




Promocao de crescimento vegetal




Resisténcia Sistémica

& Resisténcia de plantas a patégenos e insetos
& Resisténcia sistémica
Resisténcia sistémica induzida (ISR)

Resisténcia sistémica adquirida (SAR)



Resisténcia Sistémica Adquirida - SAR

& desencadeada no hospedeiro por um organismo

patogénico

& planta produz e acumula acido salicilico
U expressio de proteinas de resisténcia (PRs)

& ativacdo de morte celular e reacio de

hipersensibilidade.

J‘ Acquired
. resistance =

R-Avr recognition and Systemic acquired
hypersensitive response (HR) resistance (SAR)
Copyright ® Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

CH.
0. 0~ -
COOH
OH OH
Salicylic acid (SA) Methyl salicylate (MeSA)

Volatile SAR-inducing
signal to other plants

Increased

resistance
Increased

resistance

Neighboring plant

Pathogen
infection
A phloem-mobile signal results

in higher levels of salicylic acid (SA),
its volatile ester (MeSA), and
Infected plant  pathogenesis-related proteins (PRP).



Resisténcia Sistémica Induzida - ISR

& Induzida por organismo ndo patogénico -

Plant growth Induced systemic
Rizobactérias promotion Resistance (ISR)
, , . .y ___BS
& Independe do acimulo de 4cido salicilico. AUX ‘_l 17 ET —
%, Desencadeada por alteracio nos niveisde [—TcK — ol — E—

etileno e acido jasmonico.

— Negative interaction
— Positive interaction

== Mobile signal
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