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LabMicro - UFPR

O LabMicro - UFPR desenvolve projetos aplicados as diversas
areas da Microbiologia, envolvendo desde o isolamento de
microrganismos do ambiente (incluindo caracterizacio por meio de
marcadores morfologicos, fisiologicos e geneticos), ate o
entendimento da epidemiologia e diagnéstico de doencas.

O grupo de pesquisa do LabMicro - UFPR ¢ composto por
professores do Departamento de Patologia Basica, estudantes
de pds—g‘r‘aduagéc e de graduacio do Setor de Ciéncias
Biologicas, Setor de Tecnologia e Setor de Ciéncias
Agrarias. O desenvolvimento dos projetos resulta em dissertacies
de mestrado e trabalhos de iniciacio cientifica, publicacées em
periodicos indexados e, tambeém, em apresentacées em congressos
nacionais da drea.

Os convénios firmados entre UUFPR e FUNPAR vém contribuinda
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Perspectivasistoricasda Microbiologia

van Pasteur Koch, DNA is || Bacterial Structure

Leeuwenhoek Winogradsky genetic H genetics of DNA
material

| Streptomycin
Early Days: Discovery,
Medical and
General Microbiology

Figure 1-17 Brock Biology of Microorganisms 11/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.
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Classificacadosseresvivos
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Classificacadosseresvivos
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BACTERIA

ARCHAEA

Copynght 2003 Pearson Educsticn, Inc., publishing sz Benjamin Curnmings.

Earliest
organisms

EUKARYA




Importanciados micreorganismos

Alndustrial: fermentacaq etanol, acetona, acidos
organicos.

AAlimentos: Vinho, queijo, iogurte, pao, conservas.

ABIiotecnologia: produtos recombinantesnsulina
humana, vacinas




TABLE 28.5 | Microbial Enzymes Produced Commercially

a-Amylase
B-Amylase
Cellulose
Invertase

Lactase

Lipase

Oxidases
Pectinase
Proteases

Rennin (chymosin)

Streptokinase

Microorganism

Aspergillus spp. (mold)
Bacillus subtilis

Trichoderma viride (yeast)
Saccharomyces cerevisiae (yeast)
S. fragilis (yeast)

Aspergillus niger

A. niger

A. niger

A. oryzae

Mucor (mold), Escherichia coli

Group C beta-hemolytic Strepfococcus

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings.

Use of Enzyme

Llaundry detergent

Brewing

Fruit juices, coffee, paper

Candy manufacture

Digestive aid, candy manufacture

Llaundry detergent, tanning leather, cheese production
Paper bleaching and fabrics, glucose test papers
Fruit juice

Meat tenderizer, digestive aid, tanning leather
Cheese production

lysis of bloed clots




Importanciados micreorganismos

A Ambiental e Aplicada
A Energigparaosecossistemas
A Fixadoresle matériaorganica
A Decompositores
A Simbioses
i Liguens
i Endofiticos
i Micorrizas




Importanciados micreorganismaos

AAmbientale Aplicada
ABilorremediacao
AControlebiologico
ABlocorrosao
AQualidadeda agua
ASegurancalimentar
ABIiotecnologia
ADiagnostico
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Microbiologiaambiental

AEstudo dos micro-organismose suas atividades no
ambiente para o entendimento do seu papel na
manutencao da biosfera e seu uso potencial na
remediacaale locaisque tenhamsidomodificados




Microbiologiaaplicada

AExploracaode micro-organismos,suas atividades e
seusprodutosparao beneficiodasociedade




Ecologiamicrobiana

AEstudo das interacOes entre populacoesde micro-
organismos e entre estas populacoes e outros
organismogle outrosniveistroficos.




Table 1.3

Selected landmark events in the history of environmental microbiology

The first visualization of microscopic life by van Leeuwenhoek in 1684

The role of microorganisms as causative agents of fermentations discovered by Pasteur in 1857
The use of gelatin plates for enumeration of soil microorganisms by Koch in 1881

Nitrogen fixation by nodules on the roots of legumes discovered by Hellriegel and Wilfarth in
1885

The use of elective enrichment methods, by Beijerinck and Winogradsky, in the isolation of single
organisms able to carry out ammonification, nitrification, and both symbiotic and nonsymbiotic
nitrogen fixation

Recognition of the diverse populations in soil (e.g., bacteria, fungi, algae, protozoa, nematodes,
insect larvae)

Documentation of anaerobic cellulose decomposition by Omelianskii in 1902

The study of sulfur-utilizing phototrophic bacteria by van Niel and others

The specificity of legume-nodulating bacteria (Fred et al., 1932)

The discovery and development of antibiotics

Direct microscopic methods of examining environmental microorganisms via staining and contact-
slide procedures

The development of radiotracer techniques

A diversity of advancements in analytical chemistry for detecting and quantifying biochemically
and environmentally relevant compounds

Developments in molecular phylogeny (Woese, 1987, 1992; Pace, 1997)

The application of molecular methods to environmental microbiology (Olsen et al., 1986;

Pace et al.,, 1986; Amann et al., 1991, 1995; Ward et al., 1993; White, 1994; van Elsas et al.,
1997; Madigan and Martinko, 2006)



Diversidadebiologica

A5 milhoes de micr@mrganismog; estimativa

A100.000 identificados por marcadores
(metagendmica)

AMais de 10.000 espéecies de bactérias.

AEstimase que existam 1,5 milhGes de espécies de
fungos, porém séo conhecidas cerca de 69.000.




Acreditaseque 99% dos micrarganismosaosao
cultivaveis

Habitat Culturability (%)
Seawater 0.001-0.1

Freshwater 0.25
Mesotrophic lake 0.1-1

Unpolluted estuarine waters 0.1-3
Activated sludge 1-15
Sediments 0.25
Soil 0.3




Heterotrophs

\

Consumers
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Micro-organismose oambiente

AMicro-organismos estao em todos os lugares.
ADentro e sobre o corpo de animais.

ANoOs objetos gque tocamos, usamos, comemos e
bebemos.

ASuperficies imersasbiofiimes.
APlantas.

ANo interior da terra.
AEXxtraterrestres?




TABLE 27.1 | Microorganisms per Gram of Typical Garden Soil at Various Depths

Depth (cm) Actinomycetes*

3-8 2,750,000 2,080,000 119,000
20-25 2,179,000 245,000 50,000
35-40 570,000 49,000 14,000
65-75 11,000 5000 6000

135-145 1400 — 3000

*Filamentous bacteria

"Algae found at lower depths are not metabolically active but were probably introduced by drainage or mechanical movement.
SOURCE: Adapted from M. Alexander, Infroduction fo Soil Microbiology, 2nd ed. New York: Wiley, 1991.

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings.




Solar energy

Algae,
cyano-
bacteria

Littoral zone Littoral zone
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|
A

Limnetic zone

Pseudomonads,
Caulobacter,
Hyphomicrobium

Profundal zone

Purple and green
sulfur bacteria

Copyright © 2004 Paearson Education, Inc., publishing as Bergamin Cummings.










Clumps of bacteria Migratin
adhering to surface o R

clump of
bacteria

Water currents

(a) Water currents move, as shown by the blue
arrow, among pillars of slime formed by the
growth of bacteria attached to solid surfaces. This
allows efficient access to nutrients and removal of
bacterial waste products. Individual slime-forming
bacteria or bacteria in clumps of slime detach and
move to new locations.

Copynght & 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Curmmings

(b) A bacterial biofilm that formed on a steel
surface over two months in an industrial
water system. The large oval bodies are
diatoms that became entrapped in the
sticky biofilm.



Copyright @ The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Free CO, in atmosphere

Respiration

Photosynthesis
(plants, algae)

CO,4* (carbonate
in sediments)

Organic carbon
decomposed by Organic carbon taken in by

microorganisms consumers (animals, protozoa)
(fungi, bacteria)
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EcologiaMicrobiana

ARelacoes entre plantas e mieopganismos.
ARelacOes entre animais e mienoganismos.
AMicrobiologia do Solo .

AMicrobiologia do Ar.

AMicrobiologia da Agua.




Populacdes * Comunidades

Interacoes

negativas positivas



InteracOegpositivas- cooperacao

AQuorum sensing.
AAcesso a novas fontes de nutrientes ou habitats.
AMecanismo protetor.

ATrocas genéticas: conjugacao, transformacao,
transducao.




InteracOoedegativas competicao

ASubstratos, hospedeiros ou presas disponiveis.

AAcumulacéo de substancias toxicas (alta densidade
populacional).

AGenes que codificam substancias inibidoras ou letais
eX.. bacteriocinas.




InteracOesentre diferentesespécies

ANeutralismo
AComensalismo
ACompeticao

APredacao




InteracOe<entre diferentesespécies

ASimbiose

AQObrigatoriedade.
Abi-direcional
Aproximidade fisica.
AEspecializada.




Relac6esimbioticas

ALiguens

AMicro-organismos do rumen
AEndofiticos

AMicorrizas
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InteracOoegmicrobianasno rumen

Rumen
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Decompositores de celulose
Bacteroides succinogenes  Neg/Bastonete/-
Butyrivibrio fibrisolvens Neg/Bastonetes corvos/+

Ruminococcus albus Pos/Cocos/-
Clostridium lochheadii Pos/Bastonetes(esp.)/+

Decompositores de amido

Bacteroides amylophilus ~ Neg/Bastonete/-
Bacteroides ruminicola Neg/Bastonete/ -
Selenomonas ruminantium Neg/Bastonetes curves/+
Succinomonas amylolyfica Neg/Owval~+
Streptococcus bovis Pos/Cocos/-

Decompositores de lactato
Selenomonas lactilytica Neg/Bastonetes curvos/+

Peptosireptococcus elsdenii Pos/Cocos/-

Decompositores de pectina

Lachnospira mulfiparus Pos/Bastonetes curvos/+
Metanogenicos
Methanobrevibacter Pos/Bastonete/-
PR TRAan L

Methanomicrobium mobile Neg/Bastonete/+

Succinato, acetato, formato
Acetato, formato, lactato,
b'l]":i.t‘ﬂ"-l'_'l, le CGE

Acetato, formato, H,, CO,
Acet., form | butirate, H,, CO,

Formato, acetato. succinato
Formato, acetato. succinato
Acetato, propionato, lactato
Acetato, propionato, succinato
Lactato

Acetato. succinato
Acetato, propionato, butirato,
valerato, H,, CO,

Acet_, form  lactato, H,, CO,

CH, (a partir de H,+CO, on
formato)




InteracOe<entre diferentesespécies

AAmensalismo (Antibiose)

AANtibidticos.




Antibiose

Bactéria Antibidtico Grau de antibiose
Letal ou forte Fraco ou nulo

P. fluorescens Pirrolnitrina Thielaviopsis basicola Pythium ultimun
Alternaria sp. Fusarium sp.
Verticilium dahliae
Rhizoctonia solani
Pioluteorina Alternaria sp. R. solani
Fusarium sp.
Pythium ultimum

Pseudobactina Pythium ultimum P. solanacearum
Pythium aphanidermatum Agrobacterium
tumefaciens

R. solani
Erwinia carotovora
Bacilllus cereus
Xanthomonas sp.
Corynebacterium sp.
Pseud. marginalis
Pseud. tomato

Pseudomonas sp. Tropolone Helminthosporium sp. Aspergillus sp.
Alternaria sp. Penicillium sp.
Fusarium sp. Trichoderma sp.
Diplodia sp. Rhizopus sp.
Piricularia sp.




InteracOe<entre diferentesespécies

AParasitismo




Parasitisma; virusx bacteéria




Liberacao da progénie

Bdellovibrio spp. :
Lise da presa 02-05umx0,5-14pum
(254h. - o Flagelo polar
apos a ligagao) BdellovibrioHospedeiros: bactérias Gra
negativas do solo

@/ ciclo em cultura: 4 h a 30°C

Alongamento j
de Bdellovibrio ‘

: : Ligacao
no interior do gag

bdelloplasto

Sintese de
DNA 40-60 min

\\_MC

Espaco periplasmatico
da presa
Penetracao




Micrografia mostrando conidios e tubos germinativos de
Botrytis cinerea (BC) colonizados por hifas de
Gliocladium roseum (GR)




Parasitisma; fungox fungo

Parasitismo entre fungos:

(a) Hifa de Rhizoctonia solani
colonizada por Arthrobotrys;

(b) hifa de Sclerotium sp. perfurada
por enzimas de Trichoderma sp.




Parasitisma; bacteriax fungo

Parasitismo entre microrganismos
destruicao de hifas de
Gaeumanomyces graminis por
bacténas.




Actionof Facius iringienss Yar. Aorsiati
On caterplitars

Bt eryalallive tosin

1| Catarpillar consumes loliage beated with Bt (spomes and crystalline loxin)

2| Within minutes, the lodn binds 1o spedlic receplors in the gul wal, and the
caterpillar sleps leding.

3| Wihin houra, the gul wa aaka dowm, alowing spores avd normal gut
bacteria o anber Iha b awily the laxin dissobas

4| In 12 days, the caterpillar digs Irom seplicemia as spores and gul bactena
peoliferate in s bhood.




Parasitisma; bactériax planta

Ligacdo das células
ce Agrobactenum
as celulas da planta

Celula de Agrobactenum

Processamento do T-DNA
do plasmideo Ti

Transfaréncia co T-DNA
a célula e integragio
a0 genoma da planta




Genes de
transmissibilidade

Genes de

catabolismo
de opina




Infeccaoda planta

Agrobacterium turmefaciens Plant ceil

5 - T-complex

Virulence ' /"'\,
\protein ‘ ]

Bacterial
chromoscme

Transport channel Nuclaus

Mitochondrion
Chloroplast




Micro-organismosndofiticos




Endofiticos

AMicro-organismos que vivem no interior de plantas
sem causar doencas.

ATodas as plantas tém endofitos.

APodem ser mutualistas ou patogenos latentes.




Isolamentode micraorganismosendofiticos

Processing of foliar samples for fungi

Y
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Isolamentode micraorganismosendofiticos




Isolamentode micraorganismosndofiticos




Isolamentode micraorganismosndofiticos




Endofiticos
Exemplo de fungos endofiticos isolados @entaureasp.

George Newcombe, 2009




Potencial biotecnoldgico dos endofitos

AProtecao da planta contra atague de insetos
AProducao de substancias de interesse industrial,
farmacologico e médico
AEnzimas
AAntibidticos
Almunomoduladores
ATaxol

AControle biologico




Bioprospeccao

ABusca por novos miciorganismos com propriedades
de interesse biotecnoldgico.

ASolo
AAreia
APlantas

AOQutros nichos




ApOs o isolamento dos mic@rganismos
ACaracterizacao morfologica

AMacromorfologia

AMicromorfologia

Aldentificacéo taxonomica
ATestes de atividade antagonica

Alsolamento e caracterizacao da substancia de
Interesse

APatente
ATestes de toxicidade
AComercializacao




Gruposmorfologicos




|dentificacao- micromorfologia




|dentificacao- micromorfologia




|dentificacao molecular

APurificacao do DNA
ASequenciamento







Micorrizas

RHIZA

ST

FUNGO RAIZ

ARelacdes simbioticas entre fungos e raizes de plantas.

A Presentes em 95% dos géneros de plantas.




Micorrizas

ASurgiram ha cerca de 400 milhdes de anos.

Fossil de fungo micorrizico associado simbioticamente a
Aglaophyton planta vascular




Micorrizas

ASO foram reconhecidas e tratadas cientificamente no
final do século XIX (1885).




Micorrizas

ABotanico Alemao Albert Bernhard Frank.

A 1° a utilizar o termdMicorriza.




Micorrizas

A Demonstrou que as raizes dos pinheiros tinham
fungos nao prejudiciais, e que o0 micélio poderia
absorver os nutrientes do solo.

A Provou experimentalmente:
Aadzy s NHAZ Y2NJF?2
RSLISYRsYOAIlF TAa




Micorrizas

AAS micorrizas representam uma associacao
extremamente importante para a producao vegetal,
para a manutencao da qualidade do solo e para a
conservacao de espécies vegetais ameacadas de
extingao.




Classificacageral

AEctomicorriza
AEndomicorriza - L ”#@E&i
..“- .. Suger \J) [L

AEctendomicorriza




Classificacao

A Atualmente
1. Ectomicorrizgapenas cerca de 3% daspermatofitak

2. MicorrizasArbuscularegMAS) ¢ Endomicorriza

4. Arbutéide(Ordem Ericales)

A
A
A 3. Ectendomicorriza
A
A 5.Monotropoide(Ordem Ericales)
A

6. Ericoide(FamilicEricaceag
A 7.0rquidoide(FamilieOrquidaceag

Smith & Read, 1997; Brundrett et al., 1996




1- Ectomicorrizas

AHifas as células corticais da raiz (intercelular).

A Formando uma estrutura caracteristica que substitui
a lamela media.




local onde ocorre a troca de
nutrientes com a planta
(células de transferéncia)

ectomycorrnizae

sugar '

plant cell plant cell

i~
o

Cantharellus Rede de Hartig




1- Ectomicorrizas

AMaioria apresenta o manto fungico ao redor das

raizes.

local de armazenamento
temporario de nutrientes

Tecido
vascular

Manto micelial




1- Ectomicorrizas

das raizes.

APode variar em espessura, cor, textura.

APode alterar a morfologia das raizes resultando em
bifurcacoes e agrupamentos.




1- Ectomicorrizas




1- Ectomicorrizas

AAs hifas prolongarse para o solo e podem se

agrupar formandaizomorfosvisiveis a olho nu.

/

A
estruturas tubulares

especializadas no transporte de
nutrientes e agua a longas

distancias







1- Ectomicorrizas

ASao encontradas em aproximadamente 3% das

plantas

APrincipalmente em plantas lenhosas de clima

temperada




1- Ectomicorrizas




1- Ectomicorrizas

A5000 espécies de fungos formam ectomicorrizas.




1- Ectomicorrizas
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1- Ectomicorrizas

ANo BrasilBasidiomicetogolonizam e frutificam com
frequéncia espécies de pinos e eucalipto.




Agregado
de micorrizas

Micorriza
inleial

Raiz nao
infectada

nfecgéo Perpetuagao &
pl"lmal'la prolferagido °

Colonia
micorrizica




1- Ectomicorrizas

AQOs fungos micorrizicos podem produzir corpos de
frutificacao acima (epigeos) ou abaixo (hipdgeos) da
superficie do solo.
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2- MicorrizasarbuscularegMAs)ou endomicorrizas

ACaracterizarrse pelo desenvolvimento ¢

altamente ramificados no do

coOrtex da raiz.

soil



































































































































































