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RESsumoO

CARACTERIZAGAO IN SILICO E IN VITRO DO POTENCIAL DE UMA COMUNIDADE
BACTERIANA SINTETICA PARA BIOCONTROLE DE PATOGENOS DE MILHO

As interacOes benéficas entre plantas e bactéria exercem importante papel nos processos
fisioldgicos das plantas, resultando em promocao do crescimento vegetal por mecanismos diretos e
indiretos. Dentre as bactérias benéficas as plantas, destaca-se o papel das rizobactérias promotoras
do crescimento de plantas (RPCPs), que estdo presentes na porgao de solo intimamente associada
as raizes de plantas denominada rizosfera. As RPCPs podem ter agdo antimicrobiana, promovendo
o crescimento vegetal de maneira indireta através do controle de doencas, portanto, tém sido
estudadas visando a obtencdo de inoculantes que possam substituir agroquimicos para nutricdo e
defesa vegetal, tornando assim o cultivo mais sustentdvel. Sabe-se que a utilizacdo das RPCPs em
consércios bacterianos sintéticos pode proporcionar efeito aumentado a promocao de crescimento
vegetal. Para viabilizar esta solugdo biotecnoldgica, é necessario compreender a nivel genético a
acdo destas bactérias no biocontrole de patdgenos. Com isso, serd possivel desenvolver maneiras
de otimizar a complexa interacdo das RPCPs com a planta e a sinergia com as comunidades
microbianas que a habitam. O objetivo deste projeto é caracterizar in silico e in vitro o potencial de
uma comunidade bacteriana sintética previamente definida visando o biocontrole de patégenos de
milho. Para isso, é necessaria uma analise in silico a partir do draft do genoma das linhagens
bacterianas utilizadas para compreensao dos genes associados a promoc¢do do crescimento da
planta e a produgao de metabdlitos secundarios que sejam potenciais antimicrobianos. Serao
realizados ensaios in vitro de antibiose entre linhagens bacterianas e fungos patogénicos; Espera-se
compreender o papel das RPCPs com elevado potencial como agentes de biocontrole de patégenos
de milho para otimizar a aplicagdo da comunidade bacteriana sintética.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento de plantas; Comunidades
sintéticas; Controle biolégico; Metabdlitos secundarios.



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Rizosfera e comunidade sintética

O volume de solo associado as raizes das plantas possui alta concentragdo de
microrganismos e elevada atividade microbiana, devido a presenca dos exsudatos e outros
compostos secretados pelas raizes. Este volume de solo é chamado de rizosfera e se divide em trés
porgdes: a raiz, o solo e os microrganismos (Hiltner, 1904 apud Compant et al., 2010). Alguns
microrganismos da rizosfera podem ser neutros, deletérios ou benéficos em relacdo a saude da
planta (Welbaum et al., 2004 apud Compant et al., 2010). Dentre os microrganismos benéficos, é
possivel encontrar as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs), que sdo capazes
de estimular o crescimento da planta, aumentar a produtividade, reduzir a susceptibilidade ao
ataque de patdgenos, além de atenuar os efeitos de estresses bidticos e abidticos, melhorando o
fitness da planta no geral (Vacheron et al., 2013; Welbaum et al., 2010)

A utilizacdo de RPCPs como biofertilizantes e bioestimuladores na producdo de grandes
culturas é uma opc¢do viavel e sustentavel (Bhardwaj et al., 2014), uma vez que estes organismos
promovem o crescimento vegetal e um aumento no vigor da planta, tendo assim grande impacto na
agricultura global (Compant et al., 2010; Khan et al., 2022; Welbaum et al., 2010). Em especial diante
do cenario de crescente demanda de maiores produtividades sem aumento de areas cultivaveis e
com reducdo do uso de agroquimicos, cujos impactos negativos ao ambiente e a saude humana ja
vem longamente sendo discutidos (FAO, 2020 apud Ferrarezi et al., 2022)

Muitas destas RPCPs quando utilizadas em condicbes de campo ndo conseguem se
equiparar aos resultados obtidos em ambientes controlados. Isto pode ocorrer por diversos fatores,
como problemas na aplicagdo das RPCP no campo e até inviabilidade dos inoculantes de competir
com a microbiota ja presente no solo (Smyth et al, 2011 apud Khan et al., 2022). Porém, outra razdo
da discrepancia é a baixa performance das RPCP em condi¢Ges naturais de solo e rizosfera quando
aplicadas isoladamente (Van veen et al, 1997 apud Khan et al., 2022).

Os consércios bacterianos sintéticos (CBS) sdo comunidades bacterianas compostas por
diversas linhagens ou espécies conhecidas e desenvolvidas de forma a realizar atividades bem
definidas, os organismos destes consdrcios devem ser passiveis de cultivo in vitro havendo a
possibilidade de se reproduzir este consércio (Del Frari & Ferreira, 2021). O uso de CBS para
inoculacdo de plantas é uma alternativa para aumentar o potencial da aplicacdo de inoculantes que

apresentam diversos beneficios em comparacdo a aplicacdo isolada de RPCP (Khan et al., 2022).



Entretanto, o preparo destes consércios depende da compatibilidade destes organismos de forma a
apresentarem sinergia entre si, resultando em uma nutricdo melhorada para a planta, promovendo

assim o crescimento e o desenvolvimento desta em ambientes mais variaveis (Compant et al., 2010).

1.2. Agao de antibiose e controle bioldgico

As atividades benéficas das RPCPs para as plantas podem ser classificadas em diretas e
indiretas. As primeiras se referem a promocao do crescimento das plantas através da biossintese de
fitormdnios e a disponibilizagdo de nutrientes, enquanto os mecanismos indiretos de promogao do
crescimento se referem a inducdo de resisténcia a condi¢Ges deletérias e a acdo antagonista a outros
microrganismos fitopatdgenos, estando esta acdo de antibiose diretamente associada a sintese de
metabdlitos secunddrios (SM) (Bach et al., 2016; Demain & Fang, 2000; Vacheron et al., 2013).

Os SM dos microrganismos sdo compostos auxiliares biossintetizados através de
metabdlitos primarios, ndo sendo necessarios ao crescimento normal da célula, mas beneficiando o
organismo de diversas maneiras, como a aquisicdo de nutrientes, comunicacado e inibicdo de outros
organismos (Demain & Fang, 2000; Gross & Loper, 2009; Sharrar et al., 2020).

A antibiose consiste na producdo natural de um agente antimicrobiano por um
microrganismo, tendo um impacto no desenvolvimento e sobrevivéncia de outro microrganismo
(Compant et al., 2005). Estes agentes antimicrobianos sdo usualmente os SM, como quitinases, acido
cianidrico, proteases, celulases, entre outros (Quecine et al., 2016; Sharrar et al.,, 2020). Estes
metabdlitos resultam numa vantagem de fitness e de competitividade de um microrganismo sobre
outro (Bach et al., 2016; Compant et al., 2005).

Os microrganismos fitopatdgenos sdo um problema crénico para a producdo de alimento e
para a estabilidade dos ecossistemas no mundo todo. O controle quimico tem sido amplamente
utilizado por produtores no mundo todo. Entretanto, o uso continuo e crescente destes quimicos
pode resultar em resisténcias dos patdgenos, causar problemas para o ecossistema terrestre e
aquatico, além de encarecer a producdo (de Weger et al., 1995; Gerhardson, 2002). Neste sentido, a
busca por métodos alternativos que sejam menos agressivos ao ambiente para controle de doencas
tem aumentado nos ultimos anos (Compant et al., 2005). Neste cenario, RPCP que apresentam
mecanismos de antibiose contra patégenos podem ter um papel crucial no futuro das produgdes
agricolas. Estas bactérias tém sido muito estudadas atualmente como potenciais agentes de controle
bioldgico de fitopatdgenos, o que permitiria uma redugdo no uso de agroquimicos nas planta¢des

(Bach et al., 2016; de Weger et al., 1995; Gerhardson, 2002; Whipps, 2001).



Para melhorar o desempenho das RPCP em condi¢cdes de campo, é crucial compreender os
mecanismos genéticos da interacdo antagoOnica destas com os patdgenos, com a planta e com a
comunidade microbiana que a habita. O entendimento sobre os diferentes modos de a¢ao de cada
cepa permite que sejam elaboradas estratégias de associacdo destes microrganismos visando
complementaridade em consdrcios bacterianos, melhorando assim o potencial desta ferramenta
biotecnoldgica no controle biolégico (Whipps, 2001).

Os SM sdo produzidos por clusters de genes bionssintéticos, ou seja, um grupo de genes co-
localizados que funcionam para a construgao de moléculas complexas, as peptideo ndo-ribossomais
sintetases (NRPS) e as policetideo sintases (PKS) sdo os principais grupos responsaveis pela
codificacdo dos antibidticos e antifungicos mais conhecidos e utilizados atualmente (Sharrar et al.,
2020).

Compreender o papel dos genes responsaveis pela sintese dos metabdlitos envolvidos na
interacdo antagoOnica entre RPCPs e patégenos é de suma importancia para alcancar os efeitos
desejados no manejo biolégico de doencas de plantas. Para tanto, no presente projeto serdo
utilizadas RPCP constituintes de uma comunidade bacteriana sintética previamente estabelecida
para realizar andlises in vitro de antibiose contra patdgenos selecionados de milho. Além disso,
visando compreender os mecanismos genéticos que governam as interacGes antagbnicas entre RPCP
e fungos patogénicos, serd realizada uma busca in silico de genes relacionados a biossintese de SM

nos genomas das linhagens que apresentem antibiose in vitro.

2. OBIJETIVOS

O objetivo geral deste projeto é avaliar as RPCP visando controle biolégico de patégenos do
milho, com potencial de serem usadas em comunidades bacterianas sintéticas para aplica¢do de
culturas agricolas.

Os objetivos especificos deste trabalho se baseiam em:

® Avaliacdo do potencial de RPCP de um consércio bacteriano sintético para o
controle biolégico de patégenos do milho;

e Extracdo de DNA, sequenciamento e montagem dos genomas das RPCPs;

® Anotacdo in silico dos genes relacionados a promocao de crescimento vegetal e

biossintese de metabdlitos secundarios.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico

As linhagens bacterianas utilizadas no consoércio foram previamente selecionadas com base

em analise de dados metagenOmicos que possibilitou identificar relages sinérgicas entre membros

de uma comunidade nativa de solo cultivado com milho e a RPCP Azospirillum brasilense Ab-V5

(Ferrarezi et al, 2023 accepted). Estas linhagens foram isoladas de diferentes plantas hospedeiras e

algumas foram cedidas pela Embrapa Agrobiologia (Seropédica-RJ) (Tabela 1).

Tabela 1. Comunidade bacteriana sintética selecionada para andlise do potencial de biocontrole de

patégenos do milho

Linhagem

BR 961

BR 11049

BR 11178

BR 11882

BR 13874

BR 13885

BR 13914

BR 13934

BR 14205

BR 14640

33.1

CNMO5

CNM19

Identificagao

taxondomica

Achromobacter sp.

Kocuria sp.
Herbaspirillum

seropedicae

Methylobacterium sp.

Dyella sp.

Stenotrophomonas sp.

Sphingomonas sp.

Pseudacidovorax sp.

Pseudoxanthomonas sp.

Sphingobium sp.

Pantoea agglomerans

Arthrobacter sp.

Siphonobacter sp.

Isolada de

Leucaena sp.

Triticum sp.

Zea mays

Brachiaria decumbens

Saccharum sp.

Saccharum sp.

Saccharum sp.

Saccharum sp.

Saccharum sinense

Brachiaria humidicola

Eucalyptus grandis

Zea mays

Zea mays

Isolada em

Mato Grosso do Sul

Rio de Janeiro - Seropédica

Rio de Janeiro - Seropédica
Goias - Santo Antonio de

Goias

Rio de Janeiro - Seropédica

Rio de Janeiro - Seropédica

Rio de Janeiro - Seropédica

Rio de Janeiro - Seropédica

Rio de Janeiro - Seropédica
Mato Grosso do Sul -

Campo Grande

Sdo Paulo - Piracicaba

Sdo Paulo - Piracicaba



Este consdrcio bacteriano serd avaliado quanto a sua capacidade de inibicdio do
crescimento de trés patégenos de milho: Fusarium verticillioides, Cercospora zeae-maydis,
Colletotrichum graminicola, obtidos da colecdo de fungos do Laboratério de Genética de
Microrganismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo”. As linhagens dos patégenos utilizadas no teste serao
crescidas em meio PDA (potato dextrose agar) (Tabela 2), verificadas quanto a pureza e incubadas
por 24h a 282C em Biological Oxygen Demand (BOD).

As linhagens bacterianas serao repicadas individualmente em meio LB (Luria Bertani) sélido
(Tabela 3). Apds a verificacdo da pureza das linhagens, estas serdo crescidas em meio LB liquido, e o
preparo dos indculos bacterianos sera realizado em solugdo PBS (Phosphate-bufferid saline) (Tabela

4).

Tabela 2. Reagentes utilizados para o Meio PDA (Kasvi), utilizado no cultivo e manutencdo dos
patégenos de milho, pH final 5,6 + 0,2 a 252C.

MEIO PDA
Reagentes Quantidades
Dextrose 20g
Infusdo de batatas (200g) 4g
Agar bacteriolégico 15g
Agua destilada 1000mL

Tabela 3. Reagentes utilizados para o Meio LB, utilizado no cultivo das bactérias da comunidade
sintética, pH final 7,0 £ 0,2 a 252C. Marca Kasvi.

MEIO LB
Reagentes Quantidades
Triptona 10g
Extrato de levedura 5g
NacCl 5g

Agua destilada 1000mL
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Tabela 4. Reagentes utilizados para o tampao PBS, utilizado no preparo do inéculo bacteriano, pH
final 7,4.

Solugdao tampao PBS

Reagentes Quantidades
NaCl 8g
KCl 0,2g
Na;HPO4 1,44g
KH2PO4 0,24g
Agua destilada 1000ml

3.2. Ensaio de antibiose entre RPCP do consdrcio e patégenos do milho

O ensaio serd realizado em triplicata, considerando cada placa de Petri como uma
repeticdo. Em cada placa de Petri com meio PDA, serd aplicada uma goticula de 20 uL de solucdo
bacteriana ajustada para ODgoonm = 0,1 com PBS em uma extremidade, e no centro da placa sera

inoculado o patdgeno em discos de 1 cm de didametro.

Figura 1. Plagueamento do ensaio de antagonismo. (A) a bactéria inoculada, e no centro da placa o patdgeno.

(X1) representa o crescimento radial com a inibigdo e (X2) o crescimento radial sem inibigdo.

O indice de crescimento do patégeno serd calculado a partir das medidas de crescimento
radial do fungo em dire¢do a colonia bacteriana (xi) versus o crescimento radial no sentido
perpendicular a col6nia bacteriana (x»), de acordo com a férmula: (1- (x1/x2)) x 100), adaptado de
Quecine et al (2016). O tempo de avaliagao ird variar conforme o tempo de crescimento do fungo nas

placas de controle, nas quais ndo havera inoculagdo de bactéria na extremidade da placa.
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3.3. Extragao de DNA, sequenciamento e montagem dos genomas das RPCP

As linhagens serdo cultivadas em 50 mL de meio LB liquido sob agitagdo constante (150 rpm)
por 24 horas a 28 °C. Apds o crescimento, as células serao centrifugadas por 10 minutos a 10.000 g e
o sobrenadante serd descartado. Amostras de DNA serdo extraidas utilizando o kit DNeasy® Blood &
Tissue (Qiagen®) seguindo as recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA extraidas serdo
analisadas em gel de agarose (1%) e as concentra¢des determinadas em espectrofotémetro BioDrop
ULITE (Biochrom).

O sequenciamento dos genomas das RPCP sera realizado em parceria com a empresa Onsite
Genomics e o sequenciamento utilizando-se a plataforma MinlON (Oxford Nanopore; Jain et al.,
2016). Os dados resultantes serdo submetidos a chamada de leituras (reads calling) com o software
Genetic Understanding Perspective Preview sYstem (GUPPY; staff.aist.go.jp/yutaka.ueno/guppy/),
controle de qualidade com FastQC, mapeamento contra um genoma de referéncia e montagem com

o software Minimap2, e polimento de montagem com as ferramentas Racon (github.com/lbcb-

sci/racon; Vaser et al.,, 2017) e Medaka (github.com/nanoporetech/medaka). As montagens
genOmicas serdo avaliadas quanto a parametros de qualidade com as ferramentas Quality
Assessment Tool for Genome Assemblies Tool (QUAST; Gurevich et al., 2013) e Benchmarking

Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO; Simao et al., 2015)

3.4. Anotagdo in silico dos genes relacionados a promogdo de crescimento vegetal e

biossintese de metabdlitos secundarios

Os genomas bacterianos serdo preditos e anotados com a ferramenta Prokka (Seemann,
2014).A ferramenta PGPT-Pred, disponivel na plataforma PLaBAse (PLant-associated BActeria web
resource) (plabase.informatik.uni-tuebingen.de/pb/plabase.php; Patz et al., 2021), sera utilizada para
anotacdo dos genes relacionados as vias de promog¢do de crescimento vegetal. A ferramenta
antiSMASH (antismash.secondarymetabolites.org/; Blin et al., 2021) sera utilizada para anotacdo dos
cluster génicos responsaveis pela biossintese dos metabdlitos secunddrios das linhagens utilizadas
para o teste de antibiose, cujos resultados foram positivos para a inibicdo do crescimento dos

patdgenos.


https://github.com/lbcb-sci/racon
https://github.com/lbcb-sci/racon
http://plabase.informatik.uni-tuebingen.de/pb/plabase.php
https://antismash.secondarymetabolites.org/
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4. CRONOGRAMA

Meses
10 20 30 40 50 60
Atividade
Manutengdo dos
X X X
microrganismos
Ensaio de antibiose
X X
in vitro
Andlise dos resultados X X
Analises in silico X X
Andlise estatistica X X X
Escrita do trabalho X X
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