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1) INTRODUGAO E ESTADO DA ARTE

Do ponto de vista da biotecnologia aplicada a agricultura, existem diversas estratégias que podem ser
utilizadas para maximizar o rendimento de culturas agricolas e, atualmente, é desejado que a producao seja
aumentada adotando praticas sustentdveis. Neste contexto, nosso grupo vem estudando o uso de bactérias
promotoras de crescimento vegetal como uma alternativa ao uso de fertilizantes e pesticidas quimicos, dado
a diversos impactos ambientais que eles ocasionam, como contaminacdo de aguas [1], poluicdo do ar [2] e

diminuicdo da saude e fertilidade solo [3, 4].

Diversas bactérias podem aumentar a produtividade agricola através de uma gama de mecanismos de
interacdo como, por exemplo, producdo de fitohormdnios e/ou solubilizacdo de fosfato [1, 3, 4]. Além disso,
como ja descrito na literatura e também validado pelo nosso grupo, bactérias sdao capazes de produzir
compostos organicos volateis (COVs), que também promovem o crescimento vegetal e podem atuar como

antagonista de diversos patégenos [5-9].

Os COVs de microrganismos geralmente compdem uma mistura complexa de pequenas moléculas de
natureza lipofilica (<300 dalton), derivadas de uma ampla gama de caminhos biossintéticos [10]. Entre as mais
de 10.000 espécies microbianas descritas até agora, apenas cerca de 600 sdo conhecidas como produtoras de
COVs [11, 12]. Este pequeno numero é uma consequéncia da quantidade de microrganismos investigados até
o momento. A composi¢do qualitativa e quantitativa dos perfis de COVs é varidvel, dependendo da fonte de
carbono, condicBes de crescimento (disponibilidade de oxigénio, temperatura, pH), entre outros [6, 13].
Recentemente foi desenvolvido um banco de dados destas moléculas denominado mVCO que inclui mais de

1300 volateis liberados por bactérias ou fungos [11, 12].

O uso de biocontrole baseado em COVs microbianos em cana-de-aglcar é promissor pois, diferente
de outras moléculas que sdo secretdas, como por exemplo, os hormonios de plantas, os COVs podem atuar
longe do ponto de produgdo, tornando-os moléculas ideais para mediar as interacdes de organismos a curta

e longa distancia [10]. Entretanto, até hoje, ha poucos relatos na literatura que mostram o impacto de COVs



bacterianos na saude de importantes culturas agricolas, e ndo é de nosso conhecimento estudos envolvendo

patégenos de cana-de-acucar.

Dentre algumas doencas que nosso grupo esta estudando, este projeto ira foca na estria vermelha,
causada pela bactéria Acidovorax avenae subsp. avenae [14]. Até pouco tempo atrds, esta ndo era considerada
uma doenca relevante, mas com a expansdo dos canaviais para locais mais quentes e com épocas de alta
umidade relativa, associada a uma melhoria da fertilidade do solo, ela se tornou mais comum, pois algumas
variedades atualmente em uso ndo possuem resisténcia satisfatéria. A estria vermelha pode causar sérios
prejuizos em cana-de-aglcar, mas também em outras culturas de monocotiledéneas, como arroz e milho [15].
Como principais sintomas, pode-se citar a presenca de estrias longas nas folhas, que com a evolucdo da doenga
ficam com uma cor vermelho-marrom. Com o aumento da severidade, as estrias atingem o meristema apical
da planta, que umedece e apodrece, ocasionando um cheiro ruim caracteristico. Por conta de sua relevancia
como patégeno de importantes culturas agricolas, 3 genomas de A. avenae isoladas de diferentes culturas

(arroz, cana e milho) ja foram sequenciados [15, 16, JGI Project ID: 400085].

De forma geral, o projeto envolve estudos de microbiologia aplicada, com a identificacdo de cepas
bacterianas capazes de inibir o crescimento deste patégeno de cana-de-agucar. O(A) aluno(a) tera a
oportunidade de aprender e ter independéncia em técnicas de microbiologia (preparo de meio de cultivo,
crescimento de bactérias, etc), biologia molecular (DNA, PCR, purificagio de 4cidos nucléicos,
sequenciamento, entre outros), e parcialmente em metabolémica. Como resultado, além do conhecimento
cientifico, espera-se a longo prazo gerar bioprodutos (biocontroles) como medida sustentavel para (i) reduzir
a incidéncia de doengas em cana-de-agucar, (ii) para substituir, pelo menos em parte, os produtos quimicos
usualmente utilizados, (iii) aumentar produtividade e reduzir os custos de produgdo e (iv) aumentar a

longevidade de areas plantadas de cana-de-aglcar no Brasil e demais paises produtores.

2) OBJETIVOS

O principal objetivo deste projeto é a identificacdo e uso de compostos volateis bacterianos para inibir

o crescimento de A. avenae subsp. avenae. Como objetivos especificos podemos citar:

(i) Identificar em nossa colegao de bactérias cepas capazes de inibir o crescimento de A. avenae (in
vitro);
(ii) Identificar os volateis produzidos por estas bactérias através de HS/GC-MS;

(iii) Analisar os resultados do objetivo ji e selecionar COVs sintéticos para validacdo funcional;

(iv) Caso haja tempo, verificar se a cepa inibe o crescimento de A. avenae em cana-de-acucar (in vivo).



3) METODOLOGIA RESUMIDA

3.1 Avaliacdo de bactérias capazes de inibir o crescimento de A. avenae

Serdo utilizadas ao menos 20 cepas do banco de microrganismos do CTBE, que foram selecionadas por
serem de géneros distintos (uma vez que a classe de COVs produzidos varia de acordo com a espécie do
microrganismo), de modo de vida diferente (vida livre ou endofiticas) e por terem sido isoladas de solo de
canaviais proveniente de 5 estados do Brasil. O objetivo é ter cepas diversificadas, para conseguir identificar

a0 menos uma que iniba o crescimento A. avenae.

Primeiramente, o efeito dos volateis bacterianos sera verificado em um sistema in vitro que vem sendo
utilizado rotineiramente no laboratério. As bactérias da nossa colecdo serdo crescidas até uma densidade 6tica
de 0.9, aplicando cerca de 20 plL da cultura (aproximadamente 108 bactérias) no centro de um dos lados de
uma placa de petri bipartida contendo meio LB (triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L, pH 7,0).
A outra metade terd o meio YPGA (extrato de levedura 7 g/L, peptona 7 g/L, glicose 7 g/L, agar 15 g/L, pH 7,0)
e serd inoculado o patdgeno A. avenae, na mesma concentracao citada acima. Desta forma, nés garantimos
gue os microrganismos crescem na mesma atmosfera, mas sem contato direto entre eles, ou do meio de
cultura que eles crescem. As placas serdo vedadas e incubadas na estufa a 26-28°C, e o crescimento de A.
avenae serd avaliado diariamente. Placas bipartidas sem inéculos e inoculadas com E. coli DH5a (cepa descrita
como incapaz de inibir patdgenos) serdo utilizadas como controles negativos. Ao final, a quantidade de

bactérias A. avenae serdo quantificadas por contagem, seguindo o protocolo de Raza e colaboradores [17].

Como varidveis para realizar a triagem das melhores cepas, também propormos utilizar o meio de
cultura Angle [18] que mimetiza as condi¢Bes de nutrientes presentes no solo, bem como testar diferentes
concentrac¢des bacterianas (por exemplo, 107 e 10° UFC/mL). Para as cepas que inibirem o crescimento do
patdgenos, a inibicdo sera testada colocando tanto a bactéria quanto o patégeno em solo, em um sistema de
co-cultivo como sugerido por Raza e colaboradores [17]. As melhores cepas serdo selecionadas para
identificacdo de seus volateis através de HS-GC/MS (objetivo ii). A sequéncia completa do gene rDNA 16S e
analises filogenéticas serdo utilizadas para identificar corretamente os géneros e/ou espécies de cada cepa de

interesse.

3.2 Identificacdo dos COVs através de HS-GC/MS

Para atingir um dos principais objetivos deste projeto, é preciso identificar os COVs produzidos através
da plataforma de metabolémica HS-GC/MS, utilizando as cepas bacterianas promissoras selecionadas no
objetivo i. Estas cepas serdo cultivadas no melhor meio de acordo com os resultados obtidos anteriormente,
em frascos de 20 mL (Supelco, Bellefonte) a 26-28°C, por até 5 dias, dependendo da quantidade de volateis

produzidos.



Para identificacdo dos volateis, nos basearemos no descrito por Augusto e colaboradores [19]. Os
volateis serdo extraidos dos headspaces dos vials utilizando fibras SPME (stableflex 2 cm, Sigma), seguindo as
instrucdes do fabricante, por tempo a ser determinado de acordo com testes que serdo previamente
realizados [17, 20, 21]. Em seguida, a mesma serd inserida no cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrometro
de massa (GCTOF-MS, Leco), e o protocolo da separagdo das moléculas serd o descrito previamente em outros
trabalhos [22-26], com algumas adaptag¢des. Os parametros de aquisicdo do cromatograma serao os descritos
em [27], e eles serdo exportados da Leco ChromaTOF (versao 4.51) para o software R 2.12.2. A detecgdo de
picos, os alinhamentos de tempo de retencdo e a busca nas bibliotecas serdo realizados usando o pacote
TargetSearch do Bioconductor [28]. Os metabdlitos serdo quantificados pela intensidade de pico de uma
massa selecionada e serdo normalizados pela contagem total de ions (TIC). O perfil de COVs obtido em nossa

analise serd comparado com dados publicos e o mVOCs [11].

3.3 Validacdo funcional com o uso de COVs sintéticos

As bactérias sdo capazes de liberar um conjunto diferente de volateis; alguns deles sdo indcuos, alguns
podem ser benéficos, e outros podem inibir o crescimento de patégenos. Depois de identificar os perfis de
COVs produzidos pelas cepas, queremos verificar qual(quais) destes volateis possui(em) a capacidade de inibir
o crescimento de A. avenae, testando-os individualmente ou combinados. Apds a conclusdo dos objetivos i e
ii, teremos os perfis de COVs obtidos de nossas bactérias selecionadas, bem como quais sdo as que promovem
a maior inibicdo. Ao relacionar esses dados, especialmente a abundancia de COVs e os dados na literatura,
escolheremos dez metabdlitos sintéticos que serdo adquiridos para realizar os testes de inibi¢cdo in vitro. Os

volateis escolhidos serdo testados individualmente bem como em misturas.

O sistema de co-cultivo serd montado de forma similar ao descrito no item 3.1, mas ao invés de bactéria
da nossa colegdo na metade da placa de petri, serda um dos compostos testados (ou uma mistura) dissolvido
em metanol (ou outro solvente recomendado, dependendo do composto) nas concentragées finais de 5, 50 e
500 ng. As placas serdo incubadas durante alguns dias semanas (de acordo com a inspecdo visual) a 26-28°C.
Serdo feitas cinco repetigdes para cada tratamento. As placas que contém apenas A. avenae e apenas
metanol/solvente no outro compartimento serdo utilizadas como controles negativos. Este passo é muito
importante porque serd estabelecido quais sdo os COVs que inibem o crescimento e se o fazem
individualmente ou de forma combinatdria. Estes dados podem levar a produg¢do de um bioinoculante ou uma

formulagdo quimica utilizando os compostos mais promissores.

3.4 Avaliar o desempenho das melhores cepas de bactérias in vivo

Se houver tempo, nos propomos a testar pela menos uma bactéria capaz de inibir o patégeno in vitro,
em cana de agUcar infectada (in vivo). Para isso, sera escolhida uma variedade de cana-de-agucar susceptivel

a doencga estria vermelha, da qual serdo retirados toletes que serdo infectados pela gema (Figura 1A). Estes



toletes serdo plantados em um vaso com vermiculita que sera irrigado com solugdo nutritiva mensalmente
(mg de nutriente/ kg de vermiculita): zinco, 3; cobre, 0.5; magnésio, 4; boro, 1; molibdénio, 0.3; ferro, 5; célcio,
100; magnésio, 10; fosforo, 120; potassio, 150; nitrogénio, 140), mantendo-os em casa de vegetacdo

(temperatura ~ 28-30°C), com irrigagdo diaria para condi¢do 6tima de crescimento da planta.

O sistema de co-cultivo in vivo foi inspirado no modelo descrito por Park e colaboradores. [21], mas
modificado para um vaso maior que comporte o crescimento da cana-de-acgucar, sendo que a bactéria com
potencial de inibir o crescimento ficard em um compartimento independente (sistema desenvolvido junto com
o pessoal de protétipos agricolas do CTBE, Figura 1B). As plantas ndo inoculadas serdao usadas como controles
negativos. Serdo feitas cinco repeticdes de cada condicdo. A avaliacdo serd verificar o aparecimento e a
severidade dos sintomas por até 4 meses ap0ds a instala¢do do sistema. Por conta disso, prevé-se que as placas

contendo os indculos bacterianos serdo trocadas semanalmente.

Fig. 1: Sistema para anallsar o efeito dos COVs no desenvolvimento da estria vermelha em cana-de-agulcar. A) indculos
dos toletes com solugdo de bactérias A. avenae (em laranja) e controle (s6 agua). A bactéria que inibe o crescimento do
patogeno sera mantida em um recipiente vedado (aqui representado com um dessecador) e, através de um tubo de
mangueira de silicone (11,50 x 8 x 1,75 mm), os COVs serdo transferidos diretamente para o solo. O nimero, tamanho
de placa de petri e concentragdo do indculo bacteriano ird depender do desenho experimental.
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