MICROBIOLOGIA AMBIENTAL

PROFA. DRA. PATRICIA DALZOTO
PROFA. DRA. IDA CHAPAVAL PIMENTEL
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA BASICA

LABMICRO

e —— UFPR
T L T R
- T Bioldgicas
...Oo..' . .’.0
oo?® Y ol

LNVERRICADE FEDERAL DG AR,




Microbiologia

« http://people.ufpr.br/~microgeral/

« http://people.ufpr.br/~labmicro/




UFPR

LIN TV IR ICACH F UG AL DG FARANA

June 1, 2010

Home

Graduagdo

Pés-Graduagio

Avisos

Referéncias

Links

Fotos

Contato

Microbiologia Geral

NOTAS Engenharia
Florestal

NOTAS BPoo1 N¥

O Departamento de Patologia Bisica da
UFFPR oferta disciplinas de Microbiologia
para todos os cursos de graduacédo da area
Biolégica. Também conta com disciplinas
nos Programas de Pos-Graduacio em
Microbiologia, Parasitologia e Patologia;
Genética e Engenharia de Recursos

Hidricos e Ambiental

Agqui vocé encontra informacdes sobre as

Microbiologia

Links relacionados

am Microbiclogia.
Parasitologia & Patologia -
UFPR

Leia m. 4




Fale conosco:
E-mail: microgeral@ufpr.br

Fone: 55(41) 33611573 / Fax:
55(41) 32662042

Endereco: Universidade Federal
do Parana Setor de Ciéncias

Rinldoicas Nenartamentn  de

Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular
Patologia Bdsica| UFPR

Home Areas de atuagdo Prestagdo de servicos Equipe Publicagdes Links

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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Avaliacao

- Prova teodrico-pratica
- Participacao em aulas

- Seminarios
» Cada aluno apresentara um seminario sobre um
artigo cientifico
- Artigos publicados de 2010 até 2014
- Periodicos:
- Environmental Microbiology
- Applied and Environmental Microbiology

- Microbes and Environmental
- Journal of Microbiology and Biotechnology
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Perspectivas historicas da 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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Classificacao dos seres vivos

ANIMALLA

« Whitaker, 1959
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Classificacao dos seres vivos

« 1978 — Carl Woese
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BACTERIA

ARCHAEA

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

Earliest
organisms
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Importancia dos micro-organismos

- Industrial: fermentacao — etanol, acetona, acidos
organicos.

- Alimentos: Vinho, queijo, iogurte, pao, conservas.

- Biotecnologia: produtos recombinantes — insulina
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




Importancia dos micro-organismos

= Ambiental e Aplicada
= Energia para os ecossistemas
= Fixadores de matéria organica
= Decompositores
= Simbioses
- Liquens
- Endofiticos

= Micorrizas




Importancia dos micro-organismos

- Ambiental e Aplicada
- Biorremediacao
- Controle biologico
- Biocorrosao
- Qualidade da agua
- Seguranca alimentar
- Biotecnologia

- Diagnostico




Microbiologia Ambiental




Microbiologia ambiental

- Estudo dos micro-organismos e suas atividades no

ambiente para o entendimento do seu papel na
manutencao da biosfera e seu uso potencial na
remediacao de locais que tenham sido modificados.




Microbiologia aplicada

- Exploracao de micro-organismos, suas atividades e
seus produtos para o beneficio da sociedade.




Ecologia microbiana

- Estudo das interacdoes entre populacdoes de micro-
organismos e entre estas populacdbes e outros
organismos de outros niveis troficos.




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)



Diversidade biologica

« 5 milhdes de micro-organismos — estimativa

- 100.000 identificados por marcadores
(metagendmica)

- Mais de 10.000 espécies de bactérias.

- Estima-se que existam 1,5 milhdes de espécies de
fungos, porém sao conhecidas cerca de 69.000.




Acredita-se que 99% dos micro-organismos nao sao
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
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Micro-organismos e o ambiente

« Micro-organismos estdao em todos os lugares.
- Dentro e sobre o corpo de animais.

- Nos objetos que tocamos, usamos, comemos e
bebemos.

- Superficies imersas — biofilmes.
- Plantas.
- No interior da terra.

« Extraterrestres?




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
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cyano-
bacteria
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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)




Ecologia Microbiana




Ecologia Microbiana

- Relacoes entre plantas e micro-organismos.
- Relacoes entre animais e micro-organismos.
- Microbiologia do Solo .

- Microbiologia do Ar.

- Microbiologia da Agua.




Populacdes * Comunidades

Interacoes

negativas positivas



Interacoes positivas - cooperacao

« Quorum sensing.
« Acesso a hovas fontes de nutrientes ou habitats.
« Mecanismo protetor.

- Trocas genéticas: conjugacao, transformacao,
transducao.




Interacoes negativas - competicao

- Substratos, hospedeiros ou presas disponiveis.

- Acumulacao de substancias toxicas (alta densidade
populacional).

- Genes que codificam substancias inibidoras ou letais
ex.: bacteriocinas.




Interacoes entre diferentes espécies

« Neutralismo
« Comensalismo

« Competicao

- Predacao




Interacdes entre diferentes espécies

« Simbiose

- Obrigatoriedade.
- bi-direcional.
- proximidade fisica.

- Especializada.




Relacdes simbioticas

« Liguens

« Micro-organismos do rumen

« Endofiticos

 Micorrizas
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Interacdes microbianas no 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)




Interacoes entre diferentes espécies

« Amensalismo (Antibiose)

« Antibioticos.




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.




Interacoes entre diferentes espécies

e Parasitismo




Parasitismo — virus x bactéria




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)




Parasitismo — fungo x fungo

Parasitismo entre fungos:

(a) Hifa de Rhizoctonia solani
colonizada por Arthrobotrys;

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




Parasitismo — bactéria x fungo

Parasitismo entre microrganismos
destruicao de hifas de
Gaeumanomyces graminis por
bacténas.
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Parasitismo — bactéria x 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
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Infeccao da planta

Agrobacterium tumefaciens
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Micro-organismos endofiticos




Endofiticos

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

- Todas as plantas tém endofitos.

- Podem ser mutualistas ou patogenos latentes.




Isolamento de micro-organismos endofiticos

Processing of foliar samples for fungi

Y
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Isolamento de micro-organismos endofiticos




Isolamento de micro-organismos endofiticos




Isolamento de micro-organismos endofiticos




Endofiticos

Exemplo de fungos endofiticos isolados de Centaurea sp.

George Newcombe, 2009




Potencial biotecnolégico dos endofitos

- Protecao da planta contra atague de insetos
- Producao de substancias de interesse industrial,
farmacologico e médico
« Enzimas
- Antibidticos
« Imunomoduladores
N F-)(e]

- Controle bioldgico




Bioprospeccao

« Busca por novos micro-organismos com propriedades
de interesse biotecnolodgico.

« Solo
- Areia
« Plantas

« Qutros nichos




ApoOs o isolamento dos micro-organismos
- Caracterizacao morfoldgica

- Macromorfologia

- Micromorfologia

- ldentificacao taxondbmica
- Testes de atividade antagonica

- Isolamento e caracterizacao da substancia de
interesse

- Patente
- Testes de toxicidade

- Comercializacao




Grupos morfologicos




ldentificacao - micromorfologia




Identificacao - micromorfologia




|dentificacao molecular

« Purificacao do DNA

« Sequenciamento







Micorrizas

RHIZA

ST

FUNGO RAIZ

- Relacdes simbidticas entre fungos e raizes de plantas.

- Presentes em 95% dos géneros de plantas.




Micorrizas

« Surgiram ha cerca de 400 milhdes de anos.

Fossil de fungo micorrizico associado simbioticamente a
Aglaophyton, planta vascular




Micorrizas

- S6 foram reconhecidas e tratadas cientificamente no
final do século XIX (1885).




Micorrizas

- Botanico Alemao Albert Bernhard Frank.

« 12 3 utilizar o termo Micorriza.




Micorrizas
= Demonstrou que as raizes dos pinheiros tinham

fungos nao prejudiciais, e que o micélio poderia
absorver os nutrientes do solo.

= Provou experimentalmente:

= “um orgdo morfologicamente caracteristico e com
dependéncia fisiologica intima e reciproca”.




Micorrizas

« As 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.




Classificagao geral

« Ectomicorriza

- Endomicorriza v A
..“- .. g \J) R

« Ectendomicorriza

s




Classificacao
= Atualmente:
= 1. Ectomicorriza (apenas cerca de 3% das Espermatofitas)
= 2. Micorrizas Arbusculares (MAs) — Endomicorriza
= 3. Ectendomicorriza
= 4. Arbutoide (Ordem Ericales)
= 5. Monotropdide (Ordem Ericales)
= 6. Ericéide (Familia Ericaceae)

= 7.0rquiddide (Familia Orquidaceae)

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




1- Ectomicorrizas

- Hifas as células corticais da raiz (intercelular).

- Formando uma estrutura caracteristica que substitui
a lamela média.




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

ectomycorrnizae

sugar

plant cell plant cell

Cantharellus Rede de Hartig




1- Ectomicorrizas

- Maioria apresenta o manto fungico ao redor das

raizes.

local de armazenamento
temporario de nutrientes

Tecido
vascular
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1- Ectomicorrizas

das raizes.

- Pode variar em espessura, cor, textura.

- Pode alterar a morfologia das raizes resultando em
bifurcacoes e agrupamentos.




icorrizas

1- Ectom




1- Ectomicorrizas

- As hifas prolongam-se para o solo e podem se

agrupar formando rizomorfos visiveis a olho nu.

estruturas tubulares
especializadas no transporte de
nutrientes e agua a longas

distancias







1- Ectomicorrizas

- Sao encontradas em aproximadamente 3% das

plantas.

 Principalmente em plantas lenhosas de clima

temperado.




1- Ectomicorrizas




1- Ectomicorrizas

« 5000 espécies de fungos formam ectomicorrizas.




1- Ectomicorrizas




1- Ectomicorrizas

« No Brasil, Basidiomicetos colonizam 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

« Os fungos micorrizicos podem produzir corpos de
frutificacao acima (epigeos) ou abaixo (hipdgeos) da
superficie do solo.
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2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

- Caracterizam-se pelo desenvolvimento de

altamente ramificados no do

cortex da raiz.




2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

« O fungo cresce intercelularmente, substitui a lamela
média, depois nas células formando os
arbusculos entre a membrana e a parede.




2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

soll

arbuscules

hypha

infolded plasma arbuscule

slant cell
PR membrane

Clamidésporo

Arbusculo

y

radicular =

Pélo

Vesicula

www.cdeea.com/index.html



2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

. Quando o é formado a membrana sofre
uma invaginacao envolvendo o fungo (membrana

periarbuscular).

« Duram poucos dias, desintegram-se e novos

arbusculos sao formados.




2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

local onde ocorre a troca de
nutrientes entre a plantae o
fungo




2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

- Apresentam - estruturas globosas de
paredes espessas formadas intracelularmente.




2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

Armazenam lipideos e servem

como propagulo

_ Arbusculos

Hifas

Pélo
radicular

."/ ‘

Esporos

www.biotri-ton.cl/micorrizas.htm



2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

« Os normalmente sao formados
externamente mas podem ser intracelulares




2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

, Arbusculos yesijculas

Hifas

Pélo
radicular

clamidosporos >

Esporos

www.biotri-ton.cl/micorrizas.htm



2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

promovem alteracoes
morfologicas macroscopicas

nas raizes.

Glomus versiforme em
associacao com raizes de alho

Raven, 2001).




2- Micorrizas arbusculares (MAs) ou endomicorrizas

= 80% das familias de plantas sao formadas por espécies

que formam micorrizas arbusculares (MAs).

= QOcorrem em praticamente todas as espécies de angiospermas e

gimnospermas, além de bridfitas e pteriddfitas .
=  Fungos mais abundantes dos ecossistemas tropicais .

m  Sistemas agricolas - podem representar quase 50% da biomassa

microbiana.




O esporo germina sem

influéncia da planta.

O desenvolvimento da
hifa e limitado na
auséncia da planta

hospedeira.

CICLO
SIMBIOTICO




Planta libera exsudados
(Formonometina, Biocanina
A, Quercetinina,
Hesperitina, Naringenina,
Apigenina).

Ocorrem alteragoes
fisiologicas na hifa.

CICLO
SIMBIOTICO

O crescimento micelial e
ativado.




Ocorre a diferenciacao da hifa
infectiva em ea

penetracao (processo de infec¢ao
propriamente dito).

Forma-se por pressao CICLO
SIMBIOTICO

mecanica e degradagao
enzimatica parcial da parede
celular vegetal (pectinases,
celulases e hemicelulases
produzidas

pelo fungo).

Permite colonizar o hospedeiro.




Colonizagao do cortex e PR—

(Inicio do mutualismo)

penetracao intracelular.

ipfacelular

Raiz colonizada

CICLO micélio externo

@ SIMBIOTICO
Novos
propigulos

4 Contato hifa-raiz ¢
formagio de apresorio

T Raiz cuhn

i infectiva

l Formas de
propagulos
Ativagio dos
2 propagulos
esporo germinando
¢ crescimento Assingbidtico




Alteragoes celulares:
nucleo mais central,
cromatina descondensa,
vacuolo fragmenta-se,

reorganizagao do citoesqueleto, plastos

tubulares.

Formacgao dos arbusculos para a
troca de nutrientes.

CICLO
SIMBIOTICO
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Formacao de um micélio
extra-radicular produtor

de esporos.

O citoplasma dos
simbiontes nunca se
mistura - sao separados
pelas membranas
plasmaticas da planta e do

fungo -




3- Ectendomicorrizas

= Eum tipo intermediario entre as endomicorrizas e

as ectomicorrizas.

= Recobertas pelo manto micelial (ou ausente).

= Possuem rede de Hartig bem desenvolvida.

= Tem alto grau de penetracao intracelular

(especialmente nas partes mais velhas da raiz).




3- Ectendomicorrizas

Ocorrem principalmente entre coniferas (Pinus) e o
fungo ascomicetos do género Tricharina.




3- Ectendomicorrizas

= Ocorrem principalmente em plantulas de Gimnospermas

(Coniferas).

= Fungos Ascomicetos: Tricharina,

Phialophora, Chloridium, Mycilium.

= Quando as mudas tornam-se adultas as

ectendomicorrizas tornam-se ectomicorrizas.




4- Orquidoide (Familia Orquidaceae)




4- Orquidoide (Familia Orquidaceae)
= Tém funcéo essencial no ciclo de vida das orquideas.

= 1) As orquideas possuem sementes com poucas
reservas para 0 seu crescimento inicial.

= 2) ApGs a germinacao, a planta é colonizada por
fungos micorrizicos.




4- Orquidoide (Familia Orquidaceae)

- 3) Estes crescem no interior das sementes de
orquideas com nutrientes originados do meio
(absorvidos pelas hifas).

« 4) Formam no interior da
células.

- 5) Estas hifas degeneram-se e a orquidea absorve
compostos organicos e vitaminas para o seu
crescimento.




4- Orquidoide (Familia Orquidaceae)




« Em solos deficientes em nutrientes é essencial o

aumento da area de absorcao de nutrientes para

explorar maior volume de solo.

Com micorriza

Sem micorriza
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Beneficios nutricionais para a planta

Efeito da inoculagao de Glomus Comparacgao entre uma planta de
intraradices em palmeiras café sem micorriza e sem P com

uma planta sem P e inoculada com
Gigaspora margaritae




Beneficios NAO nutricionais para a planta

= Protecdo contra patégenos:
= Protecao fisica devido ao manto.
» |nducdao de mecanismos de resisténcia.

= Competicao e producao de antibidticos.

Efeito da micorrizagao no crescimento de
ameixeira na presenca do nematoide
Meloidogyne sp.






Importancia do nitrogénio
+ N,: 76% da composicao da atmosfera

v Compostos de nitrogénio: fundamentais para a vida
(aminoacidos, proteinas em geral: tecidos musculares,
hormonios, DNA, etc.)

v'N,O: oxido nitroso - gas de efeito estufa

v'Contaminacao da agua, eutrofizacao, chuva acida,
formacao de ozonio na troposfera (fertilizantes).



Fontes de nitrogénio

1. Ar (solo): N, (plantas fixadoras)

2. solugao dosolo: NO,” e NH,*




reduction

by some
anaerobic
bacteria,
most
plants Amino acids
and other
reduced
synthesis in nitrogen-carbon
plants and compounds
microorganisms
degradation
by animals and
Nitrate ~Ammonia LS aletis
NO3 N . . NHj
denitrification nitrogen fixation

by some bacteria
(e.g., Klebsiella,
Azotobacter, Rhizobium)

nitrification
by soil bacteria
(e.g., Nitrosomonas)

nitrification
by soil bacteria
(e.g., Nitrobacter)

Nitrite
NOy




Ciclo do nitrogénio

- Fixacao bioldgica: 170 milhdes de ton/ano;
- Fixacdo industrial: 80 milhdes de ton/ano;

- Volatilizacdo da NH3: 100 milhdes de ton/ano;

- Denitrificacdo: 170 milhdes de ton/ano.







Fixacao industrial de nitrogénio

e Fritz Haber: vencedor do premio Nobel de quimica em
1918. Sintese da amdnia (NH;) a partir de hidrogénio
(H,) e nitrogénio (N,).

e Carl Bosch: vencedor do prémio Nobel da quimica em
1931: escala industrial na sintese de amoénia.




Fixacao industrial de nitrogénio

Processo Haber-Bosch

3H, + N, ‘ 2(NH,)

Catalisadores, temperatura e pressao elevadas



http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.paginarural.com.br/Imagens/Imagens/0001OUTUBRO/produquimica1.gif&imgrefurl=http://www.paginarural.com.br/noticias_detalhes.php%3Fid%3D78548&h=307&w=270&sz=30&hl=pt-BR&start=9&um=1&tbnid=jC9bnU2PfojltM:&tbnh=117&tbnw=103&prev=/images%3Fq%3Dfertilizante%26gbv%3D2%26um%3D1%26hl%3Dpt-BR
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.paginarural.com.br/Imagens/Imagens/0001OUTUBRO/produquimica1.gif&imgrefurl=http://www.paginarural.com.br/noticias_detalhes.php%3Fid%3D78548&h=307&w=270&sz=30&hl=pt-BR&start=9&um=1&tbnid=jC9bnU2PfojltM:&tbnh=117&tbnw=103&prev=/images%3Fq%3Dfertilizante%26gbv%3D2%26um%3D1%26hl%3Dpt-BR

1 — Fixacéao industrial de nitrogénio
Impacto humano

« Contaminacao da agua
subterrdnea com nitratos

 Eutrofizacao (proliferacéo
de bactérias que consomem
0 OXigénio) — morte do
ecossistema aquatico




2 — Queima de biomassa e combustivel féssil

Impacto humano
Denitrificagao (N,O)

k « Oxido nitroso: molécula de efeito estufa 296 VEZES
~ ) mais potente que o CO,

» Terceiro gas em contribuicdo para o Efeito Estufa
» Tempo de residéncia médio na atmosfera: 120 anos
* Atinge as elevadas altitudes da Estratosfera (~50 km)

» Contribui para a destruicao da
camada de ozonio



http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://amazingbeauty.org/nature/N2O.jpg&imgrefurl=http://amazingbeauty.org/nature/ABbiochem01.html&h=339&w=401&sz=7&hl=pt-BR&start=12&tbnid=BY7RJNVUDQkN9M:&tbnh=105&tbnw=124&prev=/images%3Fq%3Dn2o%26gbv%3D2%26hl%3Dpt-BR
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://amazingbeauty.org/nature/N2O.jpg&imgrefurl=http://amazingbeauty.org/nature/ABbiochem01.html&h=339&w=401&sz=7&hl=pt-BR&start=12&tbnid=BY7RJNVUDQkN9M:&tbnh=105&tbnw=124&prev=/images%3Fq%3Dn2o%26gbv%3D2%26hl%3Dpt-BR
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Fixacao bioldgica de nitrogénio

- Apenas procariotos sao capazes de fixar o nitrogénio
atmosférico

« Bacteria e Archaea




TABLE 12.2
Examples of organisms that can carry out nitrogen fixation

Symbiotic nitregen fixation

Host plant N-fixing symbionts
Leguminowus: legumes, Parasponia Azorhizobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium,
Rhizobiuwm, Sinorhizobium
Actinorhizal: alder (tree), Ceanothus (shrub), Frankia
Casuarina (tree), Datisca (shrub)
Gunnera Nostoc
Azolla (water fern) Anabaena
Sugarcane Acetobacter

F ree-living nitrogen fixation

Ty pe N-fixing genera
Cyanobacteria (blue-green algae) Anabaena, Calothrix, Nostoc
Other bacteria
Aerobic Azospirillum, Azotobacter, Beljerinckia, Derxia
Facultative Bacillus, Klebsiella
Anaerobic
Monphotosynthetic Clostridium, Methanococcus (archasbacterium)

Photosynthetic Chromatium, Rhodospirillum




Rizobactérias diazotroficas

« Simbiontes

- Endofiticas

« Associativas




Simbiontes

 Bradyrhizobium

- Sinorhizobium

« Azorhizobium

- Mesorhizobium

* Rhizobium

« Frankia - Betulaceae, Casuarinaceae, etc

« Burkholderia - Machaerium lunatum, Aspalathus
- carnosa

- Methylobacterium - Crotalaria




Endofiticos

- Herbaspirillum seropedicae
- Gluconacetobacter diazotrophicus

- Klebsiella sp

« Azoarcus sp




Associativos

« Azospirillum sp

- Azotobacter sp




Azotobacter

http://www.jic.ac.uk/SCIENCE/molmicro/Azotos.gif




Cianobactérias

www.eng.ufsc.br/.../CIANOBACTERIAS.jpg



Rhizobium sp
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T.R. McDermott



Herbaspirillum sp




Azospirillum sp




Fixacao bioldgica de nitrogénio

- Equacado geral da fixacdo do N (Nitrogenase é inativada por 02)

N2+8H++8e- 2NH3+H2




Fixacao simbiotica de N2




Especificidade

Genus Species Host plant
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Trifolium (clovers)
“ bv. viciae Pisum (peas), Vicia (field beans),
“ bv. phaseoli Lens (lentils), Lathyrus
tropici Phaseolus (bean)
etli Phaseolus (bean), Leucaena
Phaseolus (bean)

Sinorhizobium meliloti Melilotus (sweetclover),

fredii Medicago (alfalfa), Trigonella

saheli Glycine (soybean)

teranga Sesbania

Sesbania, Acacia

Bradyrhizobium japonicum Glycine (soybean)

elkanii Glycine (soybean)

liaoningense Glycine (soybean)
Azorhizobium caulinodans Sesbania (stem nodule)
‘Meso rhizobium’ loti Lotus (trefoil)

huakuii Astragalus (milkvetch)

ciceri Cicer (chickpea)

tianshanense

mediterraneum Cicer (chickpea)
[Rhizobium] galegae Galega (goat’s rue), Leucaena
Photorhizobium spp. Aeschynomene (stem nodule)




© 2003, Okla. St. Univ.




Nodulos de soia




1. Reconhecimento e ligacao
(mediados por ricadesina)

Célula de rizobio

Pélo radicular

2. Excrecao de fatores de nodulagao
pela bactéria, promovendo o
encurvamento do pélo radicular

3. Invasao. Rizobios penetram no
pélo radicular e se multiplicam
em um 'conduto de infecgao'




4. As bactérias no conduto
de infecgdo crescem em
diregdo a célula radicular

Conduto de
infecgac

Y
As células vegetais
invadidas e aquelas
adjacentes sao
estimuladas a se dividir

5. Formacao do estado
de bacterdide no intericr
da célula vegetal

6. Divisdo continuada da

Nédulos célua bacteriana e da planta




1. Reconhecimento e ligagao
(mediados por ricadesina)

Célula de rizébio

2. Excregao de fatores de nodulagao
pela bactéria, promovendo o
encurvamento do pélo radicular

3. Invas3o. Rizébios penetram no
pélo radicular e se multiplicam
em um 'conduto de infecgao'

4. As bactérias no conduto
de infecgao crescem em
diregao a célula radicular

Conduto de
/ infec¢ao
-,

As células vegetais
invadidas e aquelas
adjacentes sao
estimuladas a se dividir

5. Formagao do estado
de bacterdide no interior
da célula vegetal

6. Divisao continuada da
célula bacteriana e da planta




Fotossintese
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FIGURE 10.5 Scanning electron micrographs of root nodule microsymbionts. (a) Frankia
within a root nodule cell of Eleagnus. The filamentous nature of the endophyte can be seen. Vesicles
(v) are visible protruding out of the mass of plant cell cytoplasm and the egetative mycelium. Bar
= 10 pm. (b) Rhizobial bacteriods (rb) within a root nodule cell of Vicia. Note the bacteroids are
Y-shaped and single-celled. Bar = 5 um. (From Baker and Schwintzer, 1990.)
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A nitrogenase e a fixacao

1. A reacao de fixacao do nitrogénio caracteriza-se pela redu¢do do
N, a NH, (NH,*).

N, _ NH; (NH,")

Nase




A nitrogenase e a fixacao

2.Para que a reacao ocorra, € necessario que haja um
transporte de elétrons, mediado por moléculas aptas

a realiza-lo.

3. A enzima nitrogenase é formada por duas unidades
protéicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a
Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas
capazes de transportar elétrons. Durante a reacao de
reducdo do N,, a nitrogenase e auxiliada por uma
terceira molécula transportadora de elétrons, a

ferridoxina.



Leghemoglobina

- As células das raizes da planta, bem como os proprios
bacterioides, precisam de O, para a respiragdo celular.
Mas o oxigénio (O,) é altamente inibitorio para a
atividade da Nitrogenase (Nase).




Estratégias para evitar o excesso de oxigénio no
nodulo

Estratégia anatomica: o parénquima do noddulo
funciona como uma barreira de difusdgo do O,. Os
espacos intercelulares sao pequenos e pouco
numerosos, podendo ser preenchidos com agua.
Logo, a entrada de O, no interior do nodulo € muito
dificultada.




Estratégias para evitar o excesso de oxigénio no
nodulo

- Estratégia bioquimica: as células vegetais da regiao
central do nddulo produzem a leghemoglobina
(hemoglobina das leguminosas). Essa molécula é um
carregador de O,, que garante que os bacterioides
recebam o O, necessario para sua respiragao,
evitando que o gas circule livremente no nédulo.




Genes envolvidos na fixacao biologica de nitrogénio

NAS BACTERIAS: Familia Rhizobiaceae.

- Genes nif, aparentemente estao envolvidos com a
sintese da nitrogenase.

- Genes fix produzem as moléculas que regulam o
processo de fixacao. Por exemplo, sabe-se que o gene
fix X codifica a ferridoxina nessas bactérias.




Genes envolvidos na fixacao biologica de nitrogénio

- Genes nod (nodulacao) sao encontrados na bactéria,
sendo responsaveis pela producao da proteina que
recebe o sinal quimico da planta hospedeira (os
flavonoides-antocianinas) e pela producdao das
enzimas que sintetizam o fator de nodulacao.




Monitoramento ambiental




Teste de Ames

« Bruce Ames e colaboradores, 1970s.

- Testa a mutagenicidade de diferentes
compostos.

- E usado pelo FDA para testar diversas

substancias quimicas, de forma rapida e com
baixo custo.

- Utiliza linhagens de bactérias que sao muito
sensiveis a diversos agentes mutagénicos.




TESTE DE AMES

Bruce Ames (Universidade de Bekerley, CA)




Proc. Nat. Acad. Sci. USA
Vol. 70, No. 3, pp. 782-786, March 1973

An Improved Bacterial Test System for the Detection
and Classification of Mutagens and Carcinogens

(Salmonella typhimurium/lipopolysaccharide/frameshift mutations)

BRUCE N. AMES, FRANK D. LEE, AND WILLIAM E. DURSTON

Biochemistry Department, University of California, Berkeley, Calif. 94720

Coniributed by Bruce N. Ames, January 11, 1973

ABSTRACT We previously described a set of four
strains of Salmonella typhimurium designed for detecting
the various types of mutagens, and showed their utility in
detecting a wide variety of carcinogens as mutagens. The
lipopolysaccharide that normally coats these bacteria is a
barrier to penetration of mutagens to the cell membrane.
The set of tester strains has been improved by adding a
mutation (rfa: deep rough) that results in a deficient
lipopolysaccharide. The techniques for using these strains
for detecting mutagens are presented and the tests are
shown to be extremely sensitive and convenient. The
specificity of frameshift mutagenesis is clarified. As ad-
juncts to the test with the four strains, we describe a test
that compares mutagenic killing in deep rough strains
with and without DNA excision repair, and a test using
forward mutagenesis in a deep rough strain lacking ex-
cision repair.

PDALZOTO@UFPR.BR

permeable and completely nonpathogenic. The TA1535 set
(TA1535, TA1536, TA1537, TA1538), which is rfa and wwrB,
is recommended for general testing for mutagens and car-
cinogens in vitro, as it is the most sensitive to mutagenesis.
The TA1975 set is used for examining the effect of repair
on mutagenesis and killing (in comparison to the TA1535
set). The TA1950 set and TA1530 set are less sensitive to
mutagens in vitro, but may be required for use in the host-
mediated assay in which Salmonella strains are incubated
in the peritoneum of a mouse or rat (5). For good mutagenesis,
especially with frameshift mutagens, there must be some
bacterial multiplication in the peritoneum; this multiplica-
tion is influenced by the type of LPS. Which of the three
sets to use must be determined for each type of animal. We
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Aplicacoes do teste de Ames

- Sociedade Brasileira de Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental
(SBMCTA) = orientacoes basicas para

realizacao dos testes de mutagenicidade,
Cetesb/L5.621:

« Produtos: quimicos, naturais, sintéticos, fitoterapicos, amostras ambientais.




Aplicacoes do teste de Ames

 Controle do processo de tratamento de agua de
abastecimento publico em relacao a:

- Remocdo de compostos mutagénicos presentes nos
mananciais que abastecem as estacdes de
tratamento;

- Possivel adicao de substancias mutagénicas durante
o tratamento;

- Presenca de substancias com atividade mutagénica
na agua de consumo.




Aplicacoes do teste de Ames

- Avaliar a eficiéncia dos processos de tratamento de esgoto e
efluentes industriais na remocao ou presenca desses
compostos;

- Avaliar aditivos alimentares, corantes, pesticidas, produtos
naturais, fluidos corporeos (urina, fezes, sangue),
medicamentos e materiais utilizados em biomedicina,
produtos descartaveis (uso externo ou de asseio corporal);

- Caracterizar poluentes mutagénicos em estudos de impacto
ambiental e protecdo de ecossistemas (p/ tomada de decisdes
corretivas/preventivas);

- Localizar fontes potenciais de compostos mutagénicos:
material particulado, solo, agua, alimentos, areas
industriaﬁzadas, agricolas, urbanas, visando o controle dos
poluentes.

PDALZOTO@UFPR.BR 3/13/2014



Teste de Ames

- Linhagens auxotroficas de Salmonella typhimurium
apenas sobrevivem em meio suplementado com histidina.

- Depois do tratamento com o mutagénico, algumas células
auxotroficas tornam-se selvagens, voltando a sintetizar

histidina.
« Estas células sobrevivem em meio sem histidina.

«S3o denominadas revertentes (sofreram mutacao
reversa).
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Caracteristicas de linhagens mutantes de S.typhimurium
utilizadas no teste de Ames

e Nao sintetizam histidina.

e S&0 muito suscetiveis a mutacoes adicionais pois
nao tém os mecanismos de reparo normais.

e S&0 mais permeaveis a substancias quimicas
(inclusive os mutagénicos potenciais) do que as
linhagens selvagens.




Linhagens de S. typhimurium
com diferentes mutacoes

TA 1535 tem uma substituicao de base que produz uma mutacéao de
sentido trocado no gene que codifica a primeira enzima da sintese de
histidina. (leucina — prolina)

TA 100 é muito similar a 1535, mas parece detectar uma gama
diferente de mutagénicos.

TA 1537 tem uma mutacéo na matriz de leitura (delecao de um
nucleotideo) em um gene diferente de 1535.

TA 1538 tem outra mutacao na matriz de leitura (insercéo de um
nucleotideo) no mesmo gene de 1537.

TA 98 é similar a 1538 mas detecta mais mutagéncos do que 1538.

TA 102 bastante diferente dos demais. Tem uma mutagao sem
sentido, no mesmo gene de 1535.




Linhagens

- Culturas auxotroficas (exigéncia nutritiva) mais
utilizadas:

« S. typhimurium (his-)

- TA1535; TA98; TA100; TA1537; TA97;
TA97a; TA102.

 E. coli (triptofano)

. WP2; WP2 (pKM101).




His™
bacteria

His™

: Mutacao reversa
bacteria

Meio sem

. Meio sem &tdina
histidina D




Teste de Ames

0

Controle
negativo

Placa com o
composto a
ser testado

Controle
positivo

Revertentes
espontaneos

Genotoxicidade
confirmada

controle




\\. "~ — Rat liver
ExperimentaN 1)/ extract

Sample e

Experimental plate

Suspected ) ‘/@ —l_;)

mutagen -

Media lacking histidine

Cultures of
histidine-dependent
Salmonella

Control

(No Suspected
Mutagen Rat liver
Added) extract

Incubation

Colonies of
revertant
bacteria

Incubation

Control plate

© Two cultures & The € Each sample is poured € The numbers of colonies on the experi-
are prepared suspected onto a plate of medium mental and control plates are compared.
of Saimonella  mutagen is lacking histidine. The The control plate may show a few
bacteria that added to the plates are then incubated spontaneous histidine-synthesizing
have lost the experimental at 37°C for two days. revertants. The test plates will show an
ability to sample only; Only bacteria whose increase in the number of histidine-
synthesize rat liver histidine-dependent synthesizing revertants if the test
histidine extract (an phenotype has mutated chemical is indeed a mutagen and
(histidine- activator) is back (reverted) to potential carcinogen. The higher the
dependent). added to both  histidine-synthesizing concentration of mutagen used, the

samples. will grow into colonies. more revertant colonies will result.
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Teste de Ames

O ensaio deve ter (minimo) 5 doses da
amostra, 3 repeticoes /dose ou 7 doses com 2
repeticoes.




Teste de Ames —
Avaliacao automatica
dos resultados




Avaliacao da atividade mutagénica de
1-nitropireno pelo teste de Ames

Number of colonies
increases with the dose —
mutagenicity confirmed.

Number of colonies
decreases due to
toxic effects of the
tested compound

0,05 0,125 0,25 0,375




Agente mutagénico X carcinogéenico

e Todos 0s agentes mutagénicos sao potencialmente
carcinogénicos, mas em alguns casos, a
carcinogenicidade n&o é detectada.

e Aavaliacao da carcinogenicidade em humanos é dificil
e requer a combinacao de diversos testes.




