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ABSTRACT

(Deciphering the complex relationship between microorganisms — plants) Microorganisms can establish different
relationships with plants. They can either promote plant growth or perform pathogens biocontrol or even be the pathogens
themselves. Thus, there is an interest in knowing who are these microorganisms capable of colonizing the plants and what
are the mechanisms involved in the interactions between them. This article presents the works carried out by the researcher

Maria Carolina Quecine that focused on elucidating aspects of the microorganisms-plant interaction.

Introducio

Os micro-organismos estdo em todas as partes. Eles
sdo capazes de habitar os ambientes mais indspitos:
geleiras, fontes termais, mares ultra salinos, mas também
colonizam animais, incluindo os seres humanos, e as
plantas. Nelas, os micro-organismos podem colonizar das
raizes as mais altas folhas, sendo que a relagdo
estabelecida entre eles pode ser beneficial, neutra ou
prejudicial a satde das plantas. Por isso, muitos grupos de
pesquisa t€m focado sua atengdo em entender quem sao
€sses micro-organismos € quais sao 0os mecanismos que
regem suas interagdes com as plantas.

Historicamente, sabe-se que o solo fornece suporte
para as plantas, ainda servindo de uma importante fonte de
micro-organismos para elas. Em 1888, Martinus
Beijerinck foi o primeiro cientista a isolar a bactéria
Bacillus radicicola, habitando os nodulos das raizes das

leguminosas, e propds que a fonte de inoculagdo seria o
solo. Em 1904, Hiltner cunhou o termo rizosfera como a
zona do solo sob influéncia da raiz e encontrou mais
micro-organismos nessa regiao do que em outras partes do
solo. Ele hipotetizou que esses micro-organismos
poderiam influenciar o crescimento das plantas (BOWEN;
ROVIRA, 1961).

Atualmente, sabe-se da grande diversidade microbiana
existente no solo, estima-se que existam cerca de 10°
micro-organismos em uma colher de cha de solo
(EDITORIAL, 2011). Mesmo considerando que os
tamanhos dos genomas bacterianos variam, uma célula
bacteriana tipica tem cerca de 4.000 genes, o que resultara
em mais de 10'? genes bacterianos por grama de solo,
demonstrando o enorme potencial de recursos genéticos
disponiveis nesse ambiente tdo importante para a as
plantas (MANTER et al., 2017).
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Além de habitar raizes e rizosfera, os micro-
organismos colonizam outros tecidos das plantas, tais
como, ramos, folhas, frutos e¢ sementes. Em todos os
tecidos da planta, os micro-organismos podem habitar a
superficie — levando o nome de epifiticos — ou regides
internas da planta — sendo chamados de endofiticos
(AZEVEDO et al., 2000).

Essas regides possuem caracteristicas bem distintas. O
ambiente da superficie foliar, por exemplo, ¢ caracterizado
por grandes e rapidas varia¢des, como de temperatura ¢ de
umidade relativa, e baixa disponibilidade de nutrientes
(LINDOW; BRANDL, 2003). Ja o ambiente interno das
plantas, onde os endofiticos colonizam, ¢ mais rico em
nutrientes e agua, protegido das variagdes do ambiente,
porém esses micro-organismos precisam garantir que nao
vao elicitar respostas de defesa da planta (HARDOIM;
VAN OVERBEEK; VAM ELSAS, 2008).

O Laboratorio de Genética de Micro-organismos “Jodo
Lucio de Azevedo” tem so6lida experiéncia na investigacao
da genética de micro-organismos. E nessa 4area, a
professora Maria Carolina Quecine conduz linhas de
pesquisa voltadas a compreensdo das relacdes
estabelecidas entre os micro-organismos ¢ as plantas,
sejam elas benéficas ou prejudiciais a satide das plantas. O
presente artigo ira abordar os principais trabalhos
publicados pela professora Quecine e seu grupo de
pesquisa, focando na descricdo das comunidades
microbianas de planta, na prospec¢dao de seus potenciais
biotecnoldgicos e na compreensdo das complexas relagdes
estabelecidas entre micro-organismo e planta.

Relacdes benéficas

Promogdo de crescimento de plantas

O termo rizobactéria promotora de crescimento de
planta (em inglés, plant growth-promoting rhizobacteria
ou PGPR) foi cunhado pela primeira vez por Kloepper e
Schroth (1978) para descrever rizobactérias capazes de
induzir o crescimento de planta através da inoculagdo
destas em sementes. De maneira geral, nos dias de hoje,
essa defini¢do pode incluir bactérias que colonizam a
rizosfera, o rizoplano ou a propria raiz (GRAY; SMITH,
2005), sendo assim melhor denominadas bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e que
promovem, de forma indireta ou direta, o crescimento das
plantas.

Os mecanismos diretos de promogao de crescimento
das BPCPs incluem a facilitagdio de aquisicdo de
recursos/nutrientes ¢ a modulacdo de fitohormonios,
enquanto os mecanismos indiretos se referem ao

biocontrole de patdgenos (GLICK, 2012). Dentre os
mecanismos diretos, temos a fixagdo de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato, producdo de sideroforos e
modulagdo do nivel de fitohormdnios; ja dentre os
mecanismos indiretos, podemos citar a atuagdo dos micro-
organismos como agentes de biocontrole.

Uma das primeiras bactérias investigadas utilizando
técnicas de biologia molecular pela pesquisadora Maria
Carolina Quecine, foi a Pantoea agglomerans linhagem
33.1. Ela foi previamente isolada de Eucalyptus grandis e
descrita como promotora de crescimento dessa espécie
vegetal. Essa bactéria foi avaliada quanto ao potencial de
promogdo de crescimento de cana-de-agucar e, de fato, P.
agglomerans 33.1 promoveu o crescimento dessa planta
em casa de vegetacdo, aumentando a sua massa seca. Em
ensaios bioquimicos foram detectadas as altas produgdes
de acido-indol-acético e fosfatases pela linhagem 33.1,
sendo esses, importantes mecanismos envolvidos na
promogdo de crescimento vegetal. Além disso, a presenca
da bactéria aumentou a produg¢do de proteinas de
resisténcia, como quitinases e celulases, sugerindo que ela
pode induzir o sistema de defesa da planta. A colonizagdo
cruzada de cana-de-agucar pela linhagem bacteriana foi
comprovada por diversas técnicas, sendo inclusive
desenvolvido o plasmidio integrativo pNKGFP, que foi
utilizado no monitoramento da bactéria na planta. O
mesmo tem sido utilizado em outros estudos de interacao
planta-endéfito (QUECINE et al., 2012)

Além de estudos moleculares utilizados para
compreender as interagdes de BPCP com seus
hospedeiros, a bioprospecgdo de micro-organismos com
alta capacidade de promoc¢ao de crescimento de plantas ¢
uma importante estratégia para viabilizar a aplicagdo dos
mesmos em campo. O acesso de comunidades
microbianas de ambientes pouco explorados, ou com
caracteristicas Unicas, podem representar importantes
fontes de recursos genéticos nao explorados.

A planta Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke,
conhecida como guarand, ¢ uma importante cultura da
regido Amazonica. Essa planta representa uma
significante fonte econémica para produtores da regido de
Maués (AM), local que € o centro de origem da espécie.
As bactérias associadas a rizosfera da planta foram
acessadas e investigadas quanto aos seus potenciais de
promogdo de crescimento vegetal. As caracteristicas de
promogdo de crescimento de plantas avaliadas foram:
produgdo de auxina, solubilizagdo de fosfato, fixagao de
nitrogénio ¢ produgdo de sideroforo. Treze bactérias
possuiam as 4 caracteristicas, dando enfoque aos isolados

Bacillus  sp. (RZ2MS9) e Burkholderia ambifaria
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(RZ2MS16) (Figura 1) (BATISTA et al., 2018).

Figura 1. Promogdo de crescimento de raiz pela bactéria
Bacillus sp RZ2MS9 (A), quando comparada com o
controle (B) (Foto gentilmente cedida por Bruna Durante
Batista).

Em ensaios realizados em casa de vegetacdo, as
bactérias aumentaram o peso seco da raiz de milho em
247.8 e 136,9%, considerando RZ2MS9 e RZ2MSI16,
respectivamente. Além disso, ao estudar o comportamento
da bactéria RZ2MS16 através da transformacgdo desta com
gene da proteina verde fluorescente (do inglés, green
fluorescent protein), foi observado o comportamento
endofito dessa bactéria, demonstrando que, apesar de ter
sido isolada da rizosfera, ela é capaz de colonizar outras
partes de plantas de milho e soja (BATISTA et al., 2018).

Em outro estudo, visando também explorar a
biodiversidade brasileira, bactérias foram isoladas das
plantas Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa e
Avicennia nitida, espécies vegetais nativas do mangue
brasileiro. O mangue ¢ um ecossistema costeiro de
transicdo entre os ambientes terrestre € marinho, portanto,
esta sujeito ao regime de marés e a exposi¢do a uma alta
concentragdo salina. Tais caracteristicas tornam esse
sistema unico. Essas bactérias foram testadas para fixagao
de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato ¢ producdo de
acido indol acético. Dentre as bactérias testadas, destaca-
se a Enterobacter sp. (MCR1.48) que aumentou a massa
seca da parte aérea da espécie Acacia polyphylla, que é
utilizada para reflorestamento (CASTRO et al., 2018).

Biocontrole

Apesar do biocontrole poder ser considerado um
importante mecanismo indireto de promogdo de
crescimento, ele tem também fundamental aplicagdo na
agricultura para o controle de fitopatogenos. O estudo de
micro-organismos da planta, tanto endofiticos, como
epifiticos, para a procura por agentes de biocontrole, faz-
se interessante por eles habitarem os mesmos ambientes

que os patogenos. Porém, os mecanismos envolvidos no
controle podem variar, a depender do patogeno, da planta
e outros, sendo possivel explorar diferentes estratégias.

A antracnose ¢ uma doenga que acomete o
guaranazeiro ¢ pode gerar perdas significativas na
produ¢do da cultura. A comunidade microbiana do
guarana foi estudada para melhor entender a relagdo dos
micro-organismos com o patdgeno, assim como para
buscar potenciais agentes de biocontrole. Para isso,
bactérias da semente do guaranazeiro foram isoladas e
testadas contra o patogeno Colletotrichum sp., onde 15%
dos isolados demonstraram atividade antagonica. Os
isolados pertenciam majoritariamente ao género Bacillus.
Esse estudo mostra o potencial de aplicagdo de tais
bactérias no controle desse fitopatégeno (SILVA et al.,
2016).

Mas nao somente bactérias foram acessadas. Os fungos
pertencentes a lesdo caracteristica da antracnose (Figura 2)
também foram isolados e testados contra o patdgeno. Trés
isolados demonstraram potencial de inibicdo do
Colletotrichum sp. in vitro ¢ in vivo, os fungos Fusarium
sp. C6 e C10, e Pestalotiopsis sp. C3. Ao investigar o
mecanismo que pode estar envolvido na inibigdo,
Fusarium sp. C6 produziu quitinase e Fusarium sp. C6 ¢
C10, e Pestalotiopsis sp. C3 produziram compostos
organicos volateis (BONATELLI et al., 2016).

Figura 2. Diversidade dos fungos isolados da lesdo tipica
da antracnose no guarnazeiro.

Foi também avaliado o papel de quitinases, produzidos
por isolados de Streptomyces sp., no controle de diferentes
fungos patogénicos. Quitinases sdo enzimas que degradam
quitina e essa molécula esta presente na parede celular dos
fungos. Foi observada uma grande correlacdo genética
entre isolados produtores de quitinases ¢ o controle de
Colletotrichum sublineolum, agente causal da antracnose
em sorgo (QUECINE et al., 2008).

Para investigar o papel de metabolitos secundarios no
controle de fitopatdgenos, utilizou-se da estratégia de
genética reversa. A bactéria Pseudomonas fluorescens, Pf-
5, habitante natural da rizosfera de muitas plantas, é
descrita como agente de biocontrole de inumeras doengas
de solo e como produtora de, no minimo, 10 diferentes
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metabolitos  secundarios, incluindo  varios com
propriedades antifungicas. Assim, através de mutacdes
sitio-dirigidas, foram obtidos varios mutantes de Pf-5,
contendo simples e multiplas mutagdes, nos genes
presentes em grupo génico de biossintese de metabolitos
com atividade antifungica: 2,4-diacetl-floroglucinol
(PHL), pirrolnitrina, pioluteorina, cianeto de hidrogénio e
rizoxina, além de dois sider6foros, pioverdina e
pioquelina. Esses mutantes foram testados contra isolados
patogénicos de milho e cana-de-agucar,
verticillioides, além de isolados de Fusarium oxysporum f.
sp. pisi, patogenos de ervilha. Esses fitopatdogenos
demonstraram resultados similares, mas ndo idénticos,

Fusarium

quanto a sensibilidade aos metabdlitos produzidos por Pf-
5. entretanto, para todos os fitopatogenos, o PHL e a
rizoxina foram os principais metabolitos responsaveis no
antagonismo dos mesmos (QUECINE et al., 2016a).

O biocontrole ndo se da apenas nos micro-organismos
que conseguem inibir ou cessar o crescimento dos
fitopatogenos, também ¢ possivel aplica-los no controle de
insetos pragas. A linhagem P. agglomerans 33.1 foi
avaliada in vitro contra isolados patogénicos de cana-de-
agUcar, Fusarium verticillioides, agente causal de Pokkah
boeng. A linhagem inibiu pouco o crescimento do isolado
de F. verticillioides. Ento, foi utilizada a estratégia de
transformar a linhagem 33.1 com o plasmideo pJTT, o
qual carrega o gene crylAc7, visando o controle do inseto
praga associado a Pokkah Boing. Apos a confirmagdo da
inser¢do do gene no cromossomo bacteriano, foram
conduzidos bioensaios de dieta artificial visando o
controle da praga D. saccharalis pela linhagem
33.1:pJTT. Confirmado o potencial de controle das
lagartas pela linhagem 33.1:pJTT, uma nova metodologia
foi desenvolvida, submetendo as lagartas de D.
saccharalis aos fragmentos de colmos autoclavados e
tratados com a linhagem. Os resultados demonstraram que
a linhagem 33.1:pJTT foi capaz de aumentar a taxa de
mortalidade das lagartas D. saccharalis em dieta artificial
e em dieta de colmos de cana-de-agucar, sendo observado,
inclusive, um retardamento do desenvolvimento larval até
o estagio de pupa, além da diminui¢do do peso larval,
confirmando o potencial de aplicacdo dessa bactéria para
o controle da larva (QUECINE et al., 2014).

Patogenos

Apesar da maioria dos micro-organismos ser benéfica,
os principais estudos que focam na interagdo micro-
organismos-planta investigam os fitopatogenos. Essa
também ¢ uma vertente que o grupo de Quecine vem

abordando, utilizando estudos moleculares para melhor
compreender a interagdo planta-patogeno.

Autropuccinia psidii (conhecido como Puccinia psidit)
¢ o agente causal da ferrugem das mirtaceas (Figura 3). O
patoégeno ¢é capaz de infectar cerca de 244 espécies de
mirtaceas, distribuidas em 56 géneros. Inicialmente, a
ferrugem das mirtdceas era restrita a América do Sul

porém, atualmente, ¢ encontrada no mundo todo,

tornando-se um problema global. No entanto, apesar de
sua importancia, pouco se sabe sobre a biologia ¢ a
historia evolutiva de A. psidii.

Figura 3. Fungo Austropuccinia psidii infectando Eucalipto
(Foto gentilmente cedida por Jéssica Aparecida Ferrarezi).

Duas questdes a respeito desse fitopatdogeno sdo o foco
de pesquisa da professora Quecine. Fucalyptus grandis, o
eucalipto, ndo € uma espécie nativa do Brasil, no entanto,
A. psidii consegue infectar essa planta e ainda ndo se sabe
como, em um tempo evolutivamente pequeno. Outro
ponto muito importante e ainda nao elucidado sobre essa
doenga ¢ sobre o ciclo sexual desse patogeno, pois ele
ocorre somente em Syzygium jambos, ndo em eucalipto.
Assim, utilizando distintas ferramentas provenientes da
era das omicas, a complexa interagdo A. psidii —
Eucalyptus spp. estd comegando a ser compreendida pelo
grupo com maior detalhamento.
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A partir dos principios da biologia de sistema, o grupo de
Quecine vem avangando substancialmente no estudo integrado
dos genes, transcritos e proteinas de 4. psidii durante o processo
de infeccdo em FEucalyptus spp., e, mais recentemente, em S.
jambos. O draft do genoma do patdgeno, estimado em 630 Mb,
possui tamanho muito maior, na média, do que o encontrado em
outros genomas fungicos. E, apesar de preliminar, o draft
permitiu avangos no estudo de genes efetores, de genes
relacionados ao ciclo celular e dos elementos moveis, € na
obtengdo do genoma mitocondrial (dados ndo publicados).

A andlise de protedmica dos uredosporos de A. psidii,
proveniente de frutos de goiaba e folhas de eucalipto, foi
realizada gerando dados inéditos na literatura. Foi observada a
presenca de varias proteinas exclusivas, bem como de algumas
diferencialmente expressas de acordo com a origem da
populagdo, sendo uma provavel consequéncia da variabilidade
fisiologica apresentada nesse fungo (QUECINE et al., 2016b).
Além disso, utilizando a tecnologia de qPCR, foram
desenvolvidos primers especificos para monitoramento e
diagnose precoce do patégeno durante o processo de infecgdo
em eucalipto (BINI et al., 2018).

Os dados obtidos at¢ o momento t€m colaborado para o
melhor entendimento da biologia desse patdgeno quanto a sua
morfogénese ¢ ao seu processo de patogénese. Além disso, com
uma abordagem pouco explorada em estudo de interagdo
patégeno-planta, o presente estudo futuramente possibilitara o
desenvolvimento de um banco de dados de genes, transcritos ¢
proteinas de A. psidii, que poderdo ser utilizados por outros
grupos de pesquisa. E a partir das inter-relagdes dessas

moléculas, serd possivel realizar um entendimento holistico da
interacdo micro-organismo-plantas.

Recursos genéticos

Os micro-organismos das plantas representam um
grande potencial de recursos genéticos com aplicagdes em
diversas areas: promocdo de crescimento de plantas,
biocontrole, biotecnologia, entre outros.

Assim, o Laboratorio de Genética de Micro-
organismos “Joao Lucio de Azevedo” possui colegdes de
culturas de micro-organismos isolados de diferentes
plantas ou habitats. Dos trabalhos citados neste artigo, o
sumario dos micro-organismos acessados, bem como
disponiveis na cole¢ao, esta descrito na Tabela 1.

Mais recentemente, dois drafts de genoma de bactérias
promotoras de crescimento foram publicados pelo grupo,
sendo eles dos isolados Bacillus sp. RZ2MS9 e B.
ambifaria RZ2MS16 (BATISTA et al., 2016a; BATISTA
etal., 2016b).

A importancia da manuteng¢ao de cole¢des de micro-
organismos estd na disponibilizagdo dos mesmos para
estudos futuros, que podem ser desenvolvidos por alunos
de graduagdo ¢ poés-graduagdo, com a finalidade de
investigar o potencial de aplicagdo dos mesmos. Além
disso, tais colegdes sdo necessarias para proteger o
patrimdnio genético microbiano.

Tabela 1. Micro-organismos isolados, ou populacdes, investigadas nos artigos publicados pelo grupo da professora Maria

Carolina Quecine-Verdi.

Artigo Isolados Origem
Bacterianos Fiingincos
Quecine et al. (2008) 25 6 Diversas plantas
Quecine et al. (2014) 3% 0 Eucalipto
Bonatelli et al. (2016) - 15 Folhas Guaranazeiro
Quecine et al. (2016a) 20%* 3 Diversas locais
Quecine et al. (2016b) - 2¥* Folhas de Eucalipto e Goiabeira
Silva et al. (2016) 102 - Sementes Guaranazeiro
Batista et al. (2018) 96 - Rizosfera Guaranazeiro
Bini et al. (2018) - 74::* Diversas plantas
Castro et al. (2018) 115 - Arvores Manguezal

* Contabilizando linhagens mutantes. ** Populagdes de Austropuccinia psidii. *** Espécies isoladas utilizadas no estudo BINI et al.

(2018).

Perspectivas e desafios

As relagdes que se estabelecem entre os micro-
organismos ¢ as plantas sdo complexas e a compreensao
dos aspectos que permeiam tais relagdes ainda ¢ um
desafio.

As técnicas de sequenciamento de nova geragao
(em inglés Next Generation Sequencing - NGS)
representaram um avango no conhecimento da diversidade
desses micro-organismos, ja que a maioria deles nao ¢
cultivada em laboratorio. Mas, mais do que saber qual
micro-organismo esta presente em qual planta, ou regidao
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da planta, os pesquisadores tém focado em entender qual
papel eles desempenham. A metagenomica ¢ utilizada
para estudar as fungdes realizadas pela comunidade
microbiana da planta (KNIEF, 2014).

O avango na espectrometria de massas também
possibilitou abordagens investigativas importantes, como
o estudo da proteOmica e metabolomica dos micro-
organismos de planta. Seja focado nas proteinas,
revelando mecanismos envolvidos nessa relacdo (KAUL;
SHARMA; DHAR, 2016) ou nos metabolitos,
desvendando o papel dessas pequenas (FEUSSNER;

ferramentas importantes para desvendar o papel de
proteinas e outras moléculas na interagdo entre os micro-
organismos ¢ as plantas.
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