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387 O que a microbiologia estuda?

A microbiologia é a ciéncia que
estuda os organismos microscépicos,
ou seja, aqueles que nao sdo visi-
veis a olho nu e, portanto, precisam
ser examinados com um micros-
copio sendo, por isso, denominados
microrganismos. Incluem-se nesses
estudos ndo apenas a morfologia dos
microrganismos, mas também suas
atividades metabdlicas, suas relacdes com o ambiente, com outros
microrganismos e outros seres Vivos.

Quais sao os principais grupos microbianos considerados

388 Bl
recursos genetlcos.

As bactérias, arqueobactérias, fungos, virus, algas unicelulares
e protozoarios. Principalmente no caso de algas, fungos e protozo-
arios, ha exemplares que podem, inclusive, ser visiveis a olho nu, o
que leva alguns microbiologistas a ndo ficarem restritos a definicao
de microrganismos com base no tamanho, mas sim nas proprie-
dades que caracterizam cada grupo microbiano.

389 Onde os microrganismos sao encontrados?

Os microrganismos existem em grande quantidade e diver-
sidade no planeta. Estdo presentes em todos os ambientes, tanto
terrestres, como aquaticos. Podem ser encontrados também em
ambientes extremos, como nas regides polares, desertos, fundo
de oceanos e vulcdes. Nao se pode esquecer que também estao
presentes em todos os demais seres vivos, inclusive no homem.
O corpo humano abriga bilhdes de microrganismos, a grande
maioria essencial a nossa sobrevivéncia e satde.
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Qual é a diferenca entre microrganismos procariotos e

390 eucariotos?

Essa classificacdo se
refere ao tipo de célula _\7
dos microrganismos. Pro-
cariotos sao microrganis-
mos com menor grau de
evolucdo, porque ndo possuem ntcleo organizado; as demais estru-
turas celulares sao simples, por exemplo, bactérias. Os eucariotos
apresentam uma membrana envolvendo o ntcleo celular, chamada
carioteca, mantendo-o organizado, e as estruturas celulares sdo
mais complexas, como algas, fungos e protozoarios.

391 Os virus sao de fato microrganismos?

Os virus sdo de fato microscépicos, mas apresentam proprie-
dades muito particulares, o que leva a uma discussao quanto a serem
Ou NAo microrganismos, ou mesmo seres vivos. Nao possuem estru-
tura celular nem metabolismo préprio, necessitando das estruturas
de células de um organismo hospedeiro para replicar seu mate-
rial genético; e, por isso, sdo considerados parasitas intracelulares
obrigatérios. Basicamente sdao formados de um sé tipo de acido
nucleico, DNA ou RNA (podendo ser de fita simples ou dupla), e
de uma cépsula proteica que envolve o acido nucleico (capsideo).
Alguns virus apresentam um envelope externo ao capsideo formado
de moléculas de lipideos e glicoproteinas.

392 Entao, qual é o conceito de espécie na taxonomia de virus?

Em 2013, o International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) apresentou uma nova definicdo para o termo espécie viral
(virus species): é um grupo monofilético, cujas propriedades sao
distinguidas de outros grupos por multiplos critérios, interpretados
como diversas caracteristicas relacionadas a replicacdo, a faixa de

211



hospedeiros, ao tropismo por células e tecidos, a patogenicidade, ao
modo de transmissdo, a antigenicidade e ao grau de parentesco de
seus genomas ou genes.

393 Existe especificidade de hospedeiros na infeccao por virus?

Existem alguns virus que infec-
tam tanto vertebrados quanto plan-
tas, invertebrados, protistas, fungos
e bactérias, porém a maioria infecta
tipos especificos de hospedeiros e
de células. A pesquisa sempre esta
mais concentrada na coevolucdo de
vertebrados e plantas e seus virus
do que em invertebrados e seus vi-
rus. Entretanto, os invertebrados sao
grandes transportadores de virus, e
essa associacdo evoluiu ao longo de
milhdes de anos. A diversidade e a evolugao dos virus dependem
em grande parte de como os virus interagem com seus hospedeiros
e de como os possiveis processos gerados dessas interacdes po-
dem ter evoluido ao longo do tempo. Processos como mutacdes,
recombinagdes, rearranjos genéticos ocasionados por coinfeccoes e
fatores que influenciam na persisténcia e transmissao do virus e na
densidade e estrutura das populagdes (de virus e de hospedeiros)
sdo fontes de variabilidade genética que tém implicagoes significa-
tivas na diversificacdo, na capacidade de adaptagdo, na coevolucao
dos virus e de seus hospedeiros e na especificidade na infeccao.

Qual é o papel dos virus no controle natural de populacoes

394 de insetos?

Os virus sdo inimigos naturais de fundamental importancia no
equilibrio natural das populagdes dos insetos. Podem se disseminar
muito rapidamente causando redugdo drastica, ou mesmo colapso
dessas populacdes de maneira generalizada, trazendo impactos
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significativos no tamanho de varias populacoes de insetos. Os virus
de insetos sao especificos, altamente patogénicos, e seguros em
relacdo a salide e ao meio ambiente, por isso sdo considerados
excelentes agentes de controle para uso em programas de manejo
integrado de pragas. Um exemplo importante sdao os baculovirus,
utilizados no controle biolégico de pragas, principalmente lagartas,
em culturas agricolas e florestais.

395 Como os microrganismos impactam a humanidade?

Os microrganismos podem apresentar interagdes positivas ou
negativas com os seres humanos. No caso de interagdes negativas, sao
denominados pat6genos, podendo afetar a satide humana, animal ou
de plantas. Interacdes positivas também podem ocorrer com o homem,
animais (por exemplo, flora intestinal), plantas (por exemplo, bacté-
rias simbidticas fixadoras de nitrogénio). Atuam, ainda, na formacao
dos solos, nos ciclos dos nutrientes, na producdo de alimentos, ou
mesmo, em alguns casos, na produgdo de oxigénio e no consumo de
gas carbonico na biosfera e nos oceanos. Portanto, o estudo desses
microrganismos é de grande importancia para a sobrevivéncia da
humanidade, tanto em termos de alimentacdo, como de satde.

396 O que se entende por recursos genéticos microbianos?

O termo recursos genéticos microbianos indica qualquer mate-
rial genético com valor real ou potencial ao homem. Os recursos
genéticos microbianos sdo reconhecidos como essenciais para
o avanco do conhecimento nas areas da saldde, da agropecuaria,
do ambiente, do processamento e da industria de alimentos e de
biotecnologia em geral.

Qual é a importancia dos recursos genéticos microbianos

£l para a agropecuaria?

Na agropecudria, os microrganismos podem ser utilizados
em uma ampla gama de aplicagdes. Exercem papel importante
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na substituicdo parcial ou total de fertilizantes quimicos, como
promotores de crescimento de plantas e como agentes de controle
biol6gico de pragas, doencgas e plantas daninhas, impactando dire-
tamente o desenvolvimento das plantas e a producdo de alimentos
na nutricdo e satide animal, na producgao de probidticos, e no desen-
volvimento de vacinas e de métodos de diagnéstico de doencas, no
processamento e armazenamento de alimentos e em diversas outras
aplicagdes, como biorremediadores de residuos, além de servirem
como fonte de genes para a biotecnologia.

Qual é a importancia da preservacao dos recursos genéti-
398 cos diante do crescimento da biotecnologia e do desenvol-
vimento de organismos geneticamente modificados?

A busca por caracteristicas interessantes e promissoras para o
desenvolvimento de bioinsumos, aplicados aos setores farmacéu-
tico, biomédico, alimentar e agropecuario, tende a se ampliar por
meio da bioprospecgdo em colegdes de culturas microbianas reco-
nhecidas e com qualidade na gestao e preservacdo dos recursos
genéticos oriundos dos mais diferentes biomas e ambientes. Plantas
geneticamente resistentes a herbicidas a base de glifosato, e também
tolerantes ao ataque de pragas, sdo bons exemplos da impor-
tancia dos microrganismos. Essas plantas foram transformadas pela
insercao de genes obtidos de Agrobacterium tumefaciens e Bacillus
thuringiensis, respectivamente, que sdo microrganismos encontrados
na natureza e preservados em diversas cole¢cdes mundo afora.

Quais sao os impactos das mudancas climaticas globais

399 o LS
sobre os recursos genetlcos microbianos?

As mudancas climaticas decorrentes, principalmente, do
aquecimento global podem influenciar os mecanismos evolutivos
em longo prazo e também as interacdes e dinamicas populacionais
em médio prazo, por interferirem na estrutura e composi¢cao do
ambiente em que os organismos vivem. Essas perturbagdes tornam
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necessario o conhecimento e a preservacao do que existe hoje em
termos de diversidade de recursos genéticos. Do ponto de vista
agricola, os microrganismos que sdo eficientes hoje na promogao
do crescimento de plantas e nas relacdes simbidticas para fixacao
biolégica de nitrogénio, por exemplo, podem ser impactados por
essas mudancas provaveis. Entretanto, certos grupos de microrga-
nismos podem favorecer as plantas cultivadas quanto a resisténcia
a certos patégenos e a adaptabilidade dessas plantas a ambientes
e condi¢cdes adversas, como estresse hidrico, por periodos prolon-
gados. Assim, a bioprospeccdo de microrganismos que induzam
respostas favoraveis para as culturas agricolas é uma atividade extre-
mamente importante no cenario das mudancas globais.

Como os recursos genéticos microbianos podem ser cate-

400 gorizados?

De forma geral, é possivel separar os microrganismos pela
forma como sdo explorados ou impactam a vida humana. Assim,
em uma visdao geral, os microrganismos podem ser classificados
como promotores de crescimento de plantas (exemplo: fixadores
de nitrogénio), fitopatogénicos (que causam doengas em plantas),
patbgenos de animais e do homem (causadores de doencas),
biocontroladores (usados no controle biolégico), biorremediadores
(com fungdes ambientais, por exemplo, na biorremediacdo de areas
contaminadas), industriais (destinados a tecnologia de alimentos,
por exemplo, na elaboracdo de vinhos, cervejas, queijos e paes).

Como assegurar a soberania nacional na questao dos

401 R
recursos genetlcos microbianos?

As atividades de coleta, identificacdo, caracterizacdo e conser-
vacdo, aliadas a avaliagdo do potencial de uso dos recursos genéticos
microbianos, sdo atividades criticas para garantir a soberania nacional
nessa questdo. Recursos genéticos constituem patrimonio nacional
e, se conservados adequadamente e bem explorados, podem gerar
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riquezas para o Pais. As pesquisas com esses organismos constituem
préticas indispensaveis ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico
em varios setores da economia e, em especial, no setor agropecu-
ario. Os microrganismos desempenham fungdes fundamentais na
natureza; vale dizer que nossa vida na terra depende da existéncia
desses seres microscopicos, responsaveis pela decomposicao da
matéria organica, ciclagem e mobilizacao de nutrientes. A sustenta-
bilidade da agricultura depende grandemente das atividades de tais
organismos, e, aparentemente, as regides tropicais sao detentoras da
maior diversidade deles. Desse modo, ndo restam davidas de que
a prospeccao da biodiversidade microbiana, aliada a formacao de
colecdes bioldgicas e sua conservagao, € a garantia da permanéncia
desses recursos biolégicos para estudos de aplicagdes no agrone-
gocio brasileiro e em outros setores produtivos relacionados.

Por que ha necessidade de se manter um fluxo continuo de
402 coleta, isolamento, caracterizacao e avaliacao de micror-
ganismos para os diversos usos agricola e ambiental?

Um aspecto fundamental no desenvolvimento de novos
produtos é a descoberta de estirpes com maior atividade ou mais
adaptadas as condi¢cdes ambientais em que esses produtos serdo
utilizados. Caracteristicas desejaveis nos organismos de interesse
podem ser introduzidas ou potencializadas, utilizando-se técnicas
biotecnolégicas. Por isso, ha necessidade de um esforco continuo
na busca de maior conhecimento da diversidade microbiana de
interesse, sua conservacao e disponibilizacao para a pesquisa.

Qual a seguranca que existe nas colecoes de cultura com
403 relacao aos riscos de se perder os recursos genéticos depo-
sitados?

A grande parte das colecdes de cultura espalhadas pelo
mundo realizam o dep6sito de microrganismos, oferecem servigos
de identificacdo e realizam pesquisas e bioprospec¢do no material
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depositado. Consequentemente, as equipes envolvidas nos traba-
lhos com recursos genéticos devem ser continuamente treinadas e
capacitada para tal fim. Em colecdes adequadamente planejadas e
estruturadas, existem areas especialmente preparadas para estocagem
e preservacao microbiana. Além disso, é indispensavel a existéncia
de uma colegado de coépia, ou backup, contendo 0s mesmos acessos,
mas em uma area separada, em espaco fisico distinto, para o caso de
ocorrer algum acidente com o material original.

404 A Embrapa possui colecdes de culturas de microrganismos?

A Embrapa tem realizado esforcos para a criagdo e manuten-
cdo de colegoes de microrganismos de interesse do agronegécio,
alocando recursos humanos especializados e infraestrutura adequa-
da. Nesse contexto, a Embrapa possui diversas colecdes de culturas
setorizadas, como:

* Microrganismos multifuncionais — incluindo diversas cole-
¢coes de microrganismos promotores do crescimento de
plantas, fungos micorrizicos e microrganismos de impor-
tancia ambiental.

* Microrganismos para biocontrole — bactérias, fungos e virus
de invertebrados utilizados para o controle biol6gico de
pragas e doencas.

* Microrganismos fitopatogénicos — incluindo os de impor-
tancia quarentenaria e os fitopatégenos de culturas de
importancia econdémica, como arroz, feijao, milho, sorgo,
hortalicas e outras plantas.

e Microrganismos de interesse para a agroindlstria e a
producdo animal — microrganismos relacionados ao agro-
negocio do leite, da agroindustria, de caprinos e ovinos, da
suinocultura, da avicultura, da agroenergia e da industria de
alimentos.

* Microrganismos de interesse agroindustrial — é uma colecao
institucional composta de leveduras e fungos filamentosos
patogénicos relacionados, especialmente, com vinho e
videira, respectivamente.
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Essas colecbes seguem padrdes e protocolos internacionais
estabelecidos de biosseguranca, bioprotecao, qualidade, intercambio
e registro. Mais informagdes acerca do acervo, de gerenciamento e
de técnicas empregadas nas colecdes sao disponibilizadas na home-
page da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Por que essas colecdes de microrganismos sao importantes

405 s o T
para o agronegdécio brasileiro?

Diversos microrganismos causam forte impacto no agronegocio
brasileiro. Por esse motivo, os recursos genéticos microbianos precisam
ser preservados adequadamente, a fim de garantir o fornecimento
de agentes microbianos de qualidade para a pesquisa, a industria, o
registro de patentes, entre outros. Como exemplo, tém-se as bactérias
fixadoras de nitrogénio que podem substituir o uso de fertilizantes
nitrogenados; linhagens de leveduras, como de Saccharomyces
cerevisiae, de relevancia para o mercado de vinhos e espumantes;
bactérias acido-lacticas, como os Lactobacillus benéficos e certos
patdégenos, como Streptococcus, causando impacto no setor de lati-
cinios; fungos comestiveis e medicinais, de um lado, e patégenos de
alimentos, como Salmonella spp., de outro lado, ambos impactando
a agroindustria e a satide humana; bactérias de invertebrados, como
as do género Bacillus, bem como fungos e virus de invertebrados com
grande aplicagdo, como inseticidas biolégicos. Ha também cole¢bes
de patégenos com o fim de desenvolvimento de vacinas humanas e
animais, responsaveis pela guarda de cepas idénticas as que circulam
nas respectivas populacdes brasileiras, garantindo melhor eficacia no
controle de surtos de doencas de importancia econdémica na agrope-
cuaria e para a satde da populagdo humana.

406 Como se da a coleta e o isolamento dos microrganismos?

As atividades de coleta e isolamento sdo especificas para cada
grupo de microrganismo. A coleta dos microrganismos sempre deve
obedecer a legislacao vigente e, no caso de obtencao a partir de tecido
animal, seguir também os procedimentos de bioética. Nos exemplares
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de Manual de curadores
de germoplasma — micror-
ganismos (Castro et al.,
2011), ja citados, estao
detalhados procedimentos
para coleta e avaliagcdo
dos principais grupos de
microrganismos de impor-
tancia para o agronegocio.
Bactérias fixadoras de nitrogénio podem ser isoladas a partir de noé-
dulos de leguminosas hospedeiras e fungos micorrizicos, a partir de
plantas com boa nutricdo de fésforo. Microrganismos patogénicos,
em geral, sdo isolados de animais com sintomas clinicos de doencas,
de plantas exibindo sintomas, de solos infestados e de sementes infes-
tadas e/ou infectadas. Os agentes de biocontrole de doencas de plan-
tas sdo comumente encontrados em amostras de tecidos vegetais,
colonizando-os externa ou internamente (endofiticos), sem causar
qualquer sintoma. Também podem ser obtidos de amostras de solo,
principalmente da rizosfera, de partes vegetais em decomposicao ou,
ainda, de sementes. Virus de invertebrados sdo coletados de insetos
mortos ou vivos com sinais de infeccdo, enquanto os patégenos de
vertebrados sdo obtidos por necrépsia ou swab de animais infectados.
Muitos microrganismos sdo isolados sob as mais diversas condicoes
edafoclimaticas, como a Antartida, a Caatinga, a Amazonia, o Cerra-
do, a Mata Atlantica, entre outros.

407 Em que consiste o enriquecimento de colecdes microbianas?

O enriquecimento é um conjunto de atividades destinadas a
ampliacdo do acervo da colecdo e pode ocorrer de duas formas:
mediante coleta e mediante intercambio. A coleta consiste na busca
a campo dos microrganismos de interesse para serem preservados
em colecdo. O intercambio ocorre quando ha introducdo, na
colecdo, de materiais recebidos de outras colecdes ou de pesqui-
sadores e instituicdbes com interesse no uso de microrganismos
para pesquisa cientifica. Por ambos os procedimentos se consegue
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ampliar a base genética da colecdo, introduzindo-se amostras prove-
nientes de diferentes habitats, considerando-se que a especificidade
de um organismo pode exigir a vigéncia de condicdes especiais de
ambiente que estdo restritas a uma porcao de um habitat.

408 Como os microrganismos sao avaliados quanto ao poten-
cial de uso?

Os microrganismos obtidos de coletas, e/ou introduzidos nas
colecdes por meio de intercambio, podem ser testados quanto a
propriedades importantes, como a produgdo de diversas enzimas
com aplicagao biotecnolégica, a capacidade de solubilizar fosfatos, a
producdo de fitormdnios, a capacidade de degradacao de poluentes
e agrotoxicos, como biocidas, entre outras propriedades de inte-
resse. Tais testes partem do estudo das caracteristicas culturais, dos
ensaios moleculares e de producdo enzimatica, para determinagao
da identidade taxondémica e das propriedades caracteristicas de
cada organismo. Agentes de controle biolégico e patogénicos sao
avaliados em testes de infeccdo in vitro e in vivo. Bactérias fixa-
doras de nitrogénio e fungos micorrizicos sdao avaliados quanto a
eficiéncia na nutricdo das plantas (fornecimento de nitrogénio e
fosforo, respectivamente), inicialmente, em condigcdes controladas,
utilizando substrato estéril e na auséncia parcial ou total desses
nutrientes. Outros fungos e bactérias potenciais promotores do
crescimento de plantas sao submetidos a estudos in vitro quanto a
capacidade de producao de fitormonios, solubilizagdo de nutrientes
e producado de sideréforos. Esses estudos devem ser seguidos por
testes in vivo para confirmagdo desse potencial.

409 Por que se buscam microrganismos em ambientes extre-
mos, e qual pode ser sua aplicacao biotecnolégica?
Ambientes extremos, por definicdo, compreendem aqueles
cujas condicdes fisicas e quimicas impedem o desenvolvimento de
organismos que possuem rotas bioquimicas bem conhecidas. Assim,
ambientes com alto nivel de salinidade, extremos de temperatura
(altas ou baixas), ambientes subterraneos (gelo ou rochas) e fissuras
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subterraneas com atividade hidrotérmica (temperatura e pressao
muito elevadas) atraem a curiosidade cientifica sobre as estraté-
gias fisicas, bioquimicas e moleculares que permitem a existéncia
e sobrevivéncia de organismos denominados extremdfilos, pelas
suas condicoes desfavoraveis as formas de vida mais abundantes.
Por serem as formas mais antigas de vida no planeta, parece 6bvio,
do ponto de vista evolutivo, que esses extremofilos sdo capazes de
indicar como a vida se originou e se adaptou as mais diversas condi-
¢coes ambientais. Além disso, os trabalhos cientificos tém indicado
que algumas estratégias de sobrevivéncia particulares dos extre-
mofilos, principalmente a versatilidade metabédlica na producao de
moléculas adaptadas e a robustez de seus biocatalisadores, podem se
tornar uma grande fonte de novas aplicacdes biotecnolégicas, prin-
cipalmente em processos industriais em que essas condicdes mais
extremas sdo importantes para acelerar determinados bioprocessos.

410 Como se procede a identificacao dos microrganismos em
uma colecao de culturas?
Em geral, a identificacdo de cada grupo de microrganismos
requer uma série de andlises especificas. Atualmente, a identificacao
dos microrganismos é feita pela analise dos genes mais conservados,
os ribossomais, como o 165 RNAr para procariotos e o 185 RNAr e
a regido intergénica entre o 5S RNAr e o 185 RNAr, em eucariotos.
Outros genes conservados, que codificam proteinas essenciais para
os microrganismos, sdo usados de modo complementar, e, com o
avanco nos equipamentos de sequenciamento, genomas inteiros
podem ser obtidos com maior facilidade, permitindo a identifi-
cacdo precisa de um nimero crescente de microrganismos. Outras
técnicas baseadas em cromatografia e espectrometria também
podem ser usadas para tipificacdo de microrganismos com base
na composicdo de acidos graxos e proteinas celulares. Alguns virus
sao identificados com base em estruturas tipicas observadas por
microscopia 6tica, como os corpos de oclusao de forma poliédrica
(altamente refrateis), porém a maioria requer analises por micros-
copia eletronica de estruturas especificas em particulas purificadas
de virus. Para uma melhor identificacdo desses agentes infecciosos,
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frequentemente tém sido utilizadas analises moleculares a partir de
DNA das particulas virais. Vale lembrar que cada grupo microbiano
tem suas peculiaridades, e especialistas internacionais que atuam
com cada grupo estabelecem os critérios minimos para a taxonomia
e sistematica. A partir da década de 1980, a taxonomia polifasica,
que engloba desde dados fenotipicos até os baseados no DNA,
passou a ser utilizada para a definicdo de espécies microbianas,
e, mais recentemente, observa-se uma prevaléncia da chamada
taxonomia molecular ou taxonomia gendémica, que se baseia em
informacdes dos genomas dos microrganismos (Lajudie et al., 2019).

Ent3ao a maior parte dos microrganismos ja foi isolada e se

4n encontra depositada em colecoes de culturas?

Absolutamente ndo. A possibilidade de se extrair DNA total de
amostras ambientais, incluindo solos, aguas e oceanos, e o grande
avanco nas metodologias de sequenciamento de DNA e a compa-
racdo das sequéncias por bioinformatica ttm mostrado que, em
todos esses anos de estudo, desde a descoberta do microscépio
(por Antonie van Leeuwenhoek, 1632-1723), apenas conseguimos
identificar e definir meios de crescimento para menos de 1% dos
microrganismos do planeta. Os demais 99%, ou sao microrganismos
denominados nao cultivaveis, ou ainda ndo sabemos como cultiva-
-los, porém, devem representar uma fonte riquissima de recursos
biol6gicos que poderdo ser desvendados nas proximas décadas.
A medida que as metodologias de pesquisa avancam, mais e mais
microrganismos tém sido descobertos, e assim sera daqui em diante.

Visto que a grande maioria dos microrganismos do
ambiente ainda nao pode ser cultivada em laboratério,
como a diversidade de recursos genéticos pode ser estu-
dada e preservada?

412

Os microrganismos respondem pela maior parte da diversi-
dade biolégica do nosso planeta. Quanto maior for a biodiversidade
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preservada, maior a probabilidade de se encontrar, por meio da
bioprospeccao de caracteres, algum componente microbiano de
interesse para a sociedade, que possa ser produzido em larga escala.
Diversos compostos e enzimas de origem microbiana com iniimeras
aplicagdes biotecnolégicas sao conhecidos, por isso é de se esperar
que a diversidade entre os organismos ndo cultivaveis represente
uma fonte enorme de novos produtos metabdlicos. Essa diversi-
dade microbiana ndo cultivavel pode ser estudada com o uso das
técnicas Omicas, e que incluem a metagendmica (estudo dos genes
do meio ambiente), transcriptdmica (estudo dos genes expressos),
protedmica (estudo das proteinas), metabolémica (estudo dos
produtos do metabolismo). Com essas técnicas, além de recuperar
e analisar a diversidade biol6gica, metabdlica e funcional desses
microrganismos presentes em determinado momento no material
estipulado, podem-se analisar funcionalmente os fragmentos, genes
e metabdlitos produzidos. Essa segunda anélise possibilita a desco-
berta de novas funcdes bioquimicas associadas a um determinado
ambiente, sem a necessidade de se identificar um microrganismo
que a produza.

Que sao os microrganismos promotores de crescimento de
413 plantas (MPCPs) e como agem para promover o cresci-
mento vegetal?

O grupo dos MPCPs inclui tanto microrganismos procariéticos
quanto eucariéticos que desempenham fungdes que estimulam o
crescimento das raizes e da parte aérea, o aumento da disponibi-
lidade de nutrientes, o controle de estresse abidtico e de doencas.
Tais funcdes sdao largamente descritas tanto para bactérias, com
destaque para os filos Proteobacteria e Firmicutes, e os géneros
Pseudomonas e Bacillus, como para fungos, com destaque para
os géneros Trichoderma, Gliocladium e Piriformospora. Os MPCPs
apresentam varios mecanismos que resultam na promogao do cres-
cimento de plantas, entre eles: a solubilizagao de fosfato, a fixacao
de nitrogénio, a aquisicdo de ferro, a producdo de fitormonios e

223



a atividade de T1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) desa-
minase. Os MPCPs podem também exercer efeitos indiretos na
promocao do crescimento de plantas pelo controle de fitopatégenos,
mencionado anteriormente, na maior tolerancia a estresses ambien-
tais, como seca e altas temperaturas, na remocao de substancias
toxicas do solo, como metais, compostos aromaticos, herbicidas,
pesticidas e outros xenobidticos.

Quais sao os principais fitormonios (reguladores de cresci-

44 mento) liberados pelos microrganismos?

Indmeras substancias com agao estimuladora sobre as plantas
sao produzidas por microrganismos e podem promover o aumento
do comprimento e area de superficie das raizes. O acido-indol-
acético (AlA) é o mais abundante na familia das auxinas, e cerca de
80% das bactérias rizosféricas podem sintetiza-lo. Além da auxina,
muitos microrganismos podem produzir formas de citocinina que
estdo envolvidas na germinagdo de sementes e formacgdo inicial
dos ramos, bem como na formagdo de nédulos durante a fixacao
de nitrogénio. Outro regulador de crescimento é a giberelina que
pertence a um grupo composto por mais de 130 moléculas envol-
vidas na divisdo e elongacao celular dentro do meristema apical.
O Aacido abscisico, por sua vez, estd envolvido nas respostas das
plantas aos estresses bidticos e abiéticos, juntamente, com o etileno.
O éacido abscisico é responsavel pela inibicao da germinagcao das
sementes e florescimento, protecdo contra seca, estresse salino e
de metais toxicos. Ja o etileno € um hormonio gasoso que também
atua em condicOes de estresses abidticos e estresse por ataque de
patégenos; sendo produzido a partir da conversao do S-adenosil-
metionina a 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) pela atuagao
da enzima ACC sintase. Alguns microrganismos da rizosfera sao
capazes de degradar o ACC secretado pelas raizes das plantas, o
que diminui o nivel de ACC e de etileno na planta e, consequente-
mente, seu estresse.
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Quais sao os MPCPs e como eles realizam a ciclagem de
415 fosforo do solo e de residuos vegetais, liberando-o para as
plantas?

Entre as bactérias que possuem habilidade de solubilizar fésforo
no solo destacam-se os géneros Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus,
Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Erwinia,
Gluconacetobacter, Serratia, Bradyrhizobium, Salmonella, Sinomonas,
Thiobacillus e Flavobacterium. No grupo dos fungos, os géneros
Penicillium, Aspergillus, Mortierella, Rhizopus, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Sclerotium, Torula, Trichoderma e Fusarium
compreendem aqueles comumente com maior potencial na solubi-
lizacdo de fosfato. Ao que se conhece, os mecanismos responsaveis
pela disponibilizacao de f6sforo inorganico (Pi) estdo ligados a libe-
racao de acidos organicos pelos microrganismos, e os mais citados
sdo os acidos citrico, oxalico e gluconico, com consequente reducao
de pH do solo e producao de exopolissacarideos. Além da solubi-
lizacdo do P inorganico, os microrganismos podem mineralizar o
fosfato organico do solo denominado fosfato inositol (fitato; mioi-
nositol hexafosfato), que é a forma predominante de P organico em
muitos solos. A mineralizacdo do P retido na molécula organica do
acido fitico (C.H,,O,,P,) ocorre mediante a liberacao de enzimas
fosfatases e fitases.

Existem produtos comerciais desenvolvidos a partir dos

416 L . . ~
recursos genéticos microbianos das colecdes da Embrapa?

Sim. Ha inoculantes com bactérias fixadoras de nitrogénio
para a soja, o feijoeiro, o feijdo-caupi e mais uma centena de outras
leguminosas de graos, forrageiras tropicais e temperadas, arbéreas e
adubos verdes, todas (hoje sdo cerca de 700 produtos) autorizadas
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa) e
estdo depositadas em colegdes da Embrapa. A selecdo e preservacao
de linhagens de leveduras de vinicolas importantes da Serra Gaticha
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sdo outro exemplo. Para cada indicagdo geografica (IG) relacionada
ao setor vitivinicola, existe um perfil de leveduras autdéctones sendo
mantidas na colecdo e linhagens especificas de Saccharomyces
cerevisiae disponiveis para uso na elaboracao de vinhos. Outro
exemplo sdo as bactérias do género Bacillus. A Embrapa ja desen-
volveu cinco bioinseticidas biol6gicos a base dessa bactéria: o
Bt-horus, para o mosquito da dengue, Aedes aegypti (2005); o
Ponto Final, para as lagartas que atacam culturas agricolas (2009);
o Fim da Picada, para borrachudos (2010); o Nova Bti (2016) e o
Strike Bio-Bti (2017), ambos também para controle dos mosquitos
A. aegypti. Inseticidas biol6gicos estao sendo fabricados também a
partir de baculovirus selecionados e depositados em colegdes. Kits
de diagnésticos de doengas foram desenvolvidos a partir do isola-
mento de microrganismos presentes em vertebrados infectados.
As colecdes também sdo referéncia em suas especialidades no
diagnostico de importantes agentes de doencas de plantas, animas
e contaminantes de alimentos. Ainda, tais cole¢des sdao impor-
tantes no desenvolvimento de produtos alimenticios com impacto
na agricultura familiar, como caracterizacdo e producdo de queijos
artesanais, entre outras aplicagoes, produtos e analises, com grande
impacto no agronegocio brasileiro.

O que devo saber para desenvolver e registrar produtos

417 : : . .
contendo microrganismos ativos para uso nas lavouras?

O desenvolvimento de produtos contendo microrganismos
ativos, no Brasil, é amparado, de forma geral, por dois arcaboucos
legais: para o desenvolvimento de produtos contendo microrga-
nismos para biocontrole de pragas e doencas, deve ser seguida a
chamada Lei dos Agrotéxicos, Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989
(Brasil, 1989), subsequentes leis complementares, seus decretos
regulamentadores ou de alteragdes, bem como demais regras
oficiais e infralegais que esclarecem como deve ser o desenvolvi-
mento de um novo produto. Para o registro de produtos contendo
bactérias promotoras de crescimento de plantas, deve ser seguida
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a chamada Lei dos Fertilizantes, Lei n? 6.894, de 16 de dezembro
de 1980 (Brasil, 1980), subsequentes leis complementares, seus
decretos regulamentadores e demais regras e protocolos oficiais.
O Mapa mantém a atualizagdo dessas legislacbes em seu site.

418 O que se entende por biofertilizante microbiano?

De forma geral, o termo biofertilizante pode ser entendido
como um produto organico com finalidade nutritiva para plantas,
obtido a partir de residuos e subprodutos agropecuarios, mas também
urbanos, produzidos mediante atuagao biolégica de diversos micror-
ganismos em processos, principalmente anaerébicos (na auséncia
de ar). Em alguns casos, os biofertilizantes contém microrganismos
especificos com comprovado potencial de promocao de crescimento
vegetal quando disponibilizados as plantas. No Brasil, também
podem ser considerados biofertilizantes os produtos formulados
que utilizam microrganismos reconhecidamente benéficos para o
crescimento das plantas, como os inoculantes, e sao desenvolvidos
de acordo com protocolos amplamente debatidos nas reunides
da Rede de Laboratérios para a Recomendacdo, Padronizacao e
Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
Agricola (Relare), sendo responsabilidade do Mapa a elaboragao de
instrucdes normativas contendo os protocolos oficiais, bem como a
fiscalizacdo do cumprimento das regras estabelecidas.

Quais sao as diferencas basicas entre a fermentacao e a

419 —
respiracao celular?

A fermentacdo é uma série de processos bioquimicos celu-
lares que se da em condigcdes de auséncia ou baixa disponibilidade
de oxigénio, e na qual o receptor final de elétrons é um composto
organico. O NAD+ é um cofator organico essencial para geracdo
de energia celular a partir de carboidratos. Nesse processo, ele é
reduzido a NADH+, que possui alto potencial redox para mover a
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sintese de energia, na forma de ATP. Assim, a regeneracdao do NAD+
ocorre facilmente na presenca de oxigénio, mas sem oxigénio
o ciclo de Krebs ndo funciona, acumula-se piruvato, e as células
dependem exclusivamente da glicélise para gerar energia. Desse
modo, a conversao dos acgucares simples é dificultada. Na fermen-
tacdo alcodlica realizada pela levedura Saccharomyces cerevisiae,
por exemplo, o piruvato é transformado em etanol pela acdo de duas
enzimas, tendo o acetaldeido como intermediario na oxidacao do
NADH+. Na fermentacgao latica que ocorre no processo de silagem,
por exemplo, uma enzima usa o NADH+ para reduzir o piruvato a
lactato. A respiracdo se caracteriza por ter um composto inorganico
como o receptor final de elétrons. Se esse composto inorganico for
o O,, a respiracdo € aerdbica. Se o composto inorganico for um
elemento diferente do oxigénio, como o ferro ou o enxofre, por
exemplo, a respiracdo é anaerébica, a qual pode ser realizada por
diversos microrganismos.

420 Existem diferentes formas de crescimento microbiano em
meio liquido?

Ha trés sistemas basicos para a conducao dos processos de
crescimento microbiano, também chamados de bioprocessos, em
meio liquido:

* No processo chamado de batelada (cultivo descontinuo ou
fechado), os substratos que compdem o meio de cultura
sdo adicionados no inicio do processo e sdo imediatamente
esterilizados por calor imido, dentro do préprio recipiente
de cultivo, o biorreator. Apés esfriar, e atingir a temperatura
de operacgdo, adiciona-se o in6culo microbiano, resultante
de um cultivo de menor volume, e o processo de multipli-
cacdo e conversao se inicia. O volume do meio permanece
constante, e o produto final é removido apés o término do
processo, quando os substratos foram consumidos. De fato,
apenas ar comprimido estéril é fornecido continuamente,
caso O microrganismo possua metabolismo aerébico, e
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o gas carbonico produzido metabolicamente com outros
gases é removido.

e O processo chamado de batelada alimentada caracteriza-
-se por possuir uma etapa de fornecimento intermitente ou
mesmo continuo de nutrientes apés o periodo inicial de
crescimento e multiplicacao celular, este realizado na forma
de uma batelada. Em geral, os nutrientes estao mais diluidos
no meio inicial de cultivo, evitando a multiplicagao muito
acelerada de certos microrganismos. Com frequéncia, esse
processo é bastante utilizado quando alta concentracao
inicial de algum nutriente essencial pode ser inibitéria para
o crescimento, ou levar a produgcao de metabdlitos inde-
sejaveis. A etapa inicial de batelada se comega com um
carregamento parcial do biorreator, sendo necessario deixar
certo espaco para receber a alimentagdo posterior. A fase
de alimentagdo pode durar até que o biorreator atinja
seu volume Gtil maximo de operagdo, quando, entdo, o
processo é finalizado e os produtos sao recolhidos. Assim
como na batelada tradicional, o fornecimento de oxigénio
se da em funcdo da demanda metabélica do microrganismo
em cultivo.

* O processo continuo (cultivo aberto) é um cultivo equi-
librado, com volume constante, que pode ser mantido
indefinidamente por meio do fornecimento de nutrientes
novos e retirada de produtos na mesma taxa estabelecida.
O estado estacionario é estabelecido quando as células
estdo crescendo exponencialmente e a sua concentragao,
bem como a dos nutrientes, permanece constante dentro
do biorreator. Ha formas diferentes de manter essa esta-
bilidade, sempre relacionadas com a taxa de diluicao
necessaria, o fluxo de nutrientes e a velocidade especifica
de crescimento, tipica para cada microrganismo.

Quando o produto final sdo as préprias células dos micror-

ganismos que estdao sendo cultivados, visando, por exemplo, a
producdo de inoculantes, de proteina unicelular ou de outros

229



bioinsumos em que ha necessidade de se ter os microrganismos
presentes e viaveis, o proprio caldo de cultivo integral é formulado
e envasado adequadamente. Para o caso em que o produto de
interesse é um metabdlito produzido ao longo do processo, sendo
esse acumulado no meio de cultivo, é possivel recuperar as células
por centrifugacdo ou sedimentagdo dentro do préprio tanque, utili-
zando o caldo da cultura para a finalidade desejada. Essas células
recirculadas podem ser usadas como um novo inéculo (pé-de-
-cuba), reduzindo o tempo e os custos de producdo. O processo
descontinuo com recirculagdo de células também é conhecido por
batelada repetida.

Quais sao as principais formas de multiplicacao de bacté-

421 rias visando a producao de inoculantes?

A maioria das bactérias utilizada em inoculantes cresce
adequadamente em meios de cultura liquidos, com controle de
temperatura e uma agitacdo orbital simples. Esse sistema se aplica
para pequenas escalas, podendo ser utilizados frascos Erlen-
meyer ou vasos de vidro com capacidade para aproximadamente
10 L para o cultivo celular. A multiplicagdo dos microrganismos
em maior escala é feita também de forma submersa, em grandes
tanques chamados fermentadores ou biorreatores. Esses sdo reci-
pientes hermeticamente fechados, que recebem o meio de cultivo
adequado para cada microrganismo e passam por uma etapa de
esterilizacdo. Os biorreatores frequentemente possuem um sistema
de agitacdo através de um eixo central vertical motorizado, contendo
algum tipo de hélice ou turbina agitadora interna, para promover a
homogeneizacao. Geralmente, utiliza-se o processo de cultivo em
batelada (fermentacdo fechada ou descontinua) que se inicia com
a introducdo asséptica do inéculo, que sao as células do microrga-
nismo que vao se multiplicar. Apenas o ar previamente esterilizado
é injetado no sistema ao longo do cultivo, buscando sua dissolugao
no meio liquido. Essa aeragao proporciona uma condigdo aerébica
apropriada para a producdo em larga escala de Bradyrhizobium
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spp., por exemplo. Nos cultivos submersos, é possivel variar alguns
parametros essenciais dos bioprocessos relacionados ao crescimento
dos microrganismos, tais como as taxas de fornecimento de oxigénio
e nutrientes, a temperatura de crescimento e a remogado do calor
metabdlico, dependendo da demanda particular de cada estirpe.
Quando os microrganismos atingem uma concentracdo celular
adequada, convertendo a maior parte dos nutrientes presentes no
meio de cultivo em biomassa celular, o bioprocesso é finalizado, e o
caldo celular deve ser imediatamente formulado e envasado.

Quais sao as principais formas de multiplicacao de fungos

- filamentosos e de leveduras?

Fungos leveduriformes sdo multiplicados em fermentadores
(biorreatores), especialmente quando o objetivo é a obtengao de
células vegetativas, em processo chamado de cultivo submerso.
Vale destacar, entretanto, que apesar de ser utilizado um biorre-
ator, as condicdes de crescimento sdo comumente aerdbicas, que
favorecem a respiracao celular, e ndo o processo fermentativo
propriamente dito. Para fungos filamentosos, os cultivos submersos
podem apresentar algumas restricdes em virtude da necessidade
de agitacdo constante que eleva a tensdo de cisalhamento e conse-
quente rompimento do micélio, elevando o gasto metabdlico para
reposicao celular, além das questdes reoldgicas envolvidas. Assim,
os cultivos em fase sélida, utilizando substratos sélidos como arroz
cozido e outros subprodutos da agroindustria como suporte inso-
lGvel, e na auséncia de agua livre, sdo uma forma importante de
multiplicacdo de fungos, principalmente porque a pouca agua
disponivel pode induzir a formacdo de estruturas de resisténcia
em certos fungos. Os propagulos sdo coletados e processados para
a formulagdo, como ocorre para os fungos do género Beauveria
e Metarhizium. Esse Gltimo método de cultivo de fungos para
producdo de compostos biotecnologicamente Uteis possui vanta-
gens, pois requer menos espago comparado com o rendimento
em produto; as etapas de extracdo, concentracdo e purificacdo sao
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frequentemente mais simples; o investimento pode ser reduzido; e a
tecnologia nao é muito sofisticada. Em contrapartida, o controle dos
parametros do processo é mais dificil de realizar, principalmente a
transferéncia de massa e homogeneizacao do substrato.

423 Como os virus sio cultivados em laboratorio?

Os virus precisam infectar uma célula para utilizar a sua maqui-
naria celular e fazer a replicacdo viral a fim de se manterem vivos;
eles sobrevivem somente dessa maneira por ndo possuirem estru-
tura celular. Nos laboratérios, os virus sdo cultivados em garrafas
especiais para essa finalidade, contendo determinadas linhagens de
células, especialmente mantidas para o cultivo de tais virus. Cada
espécie viral se mantém melhor em uma linhagem celular do que
em outra. Para que as células se mantenham vivas, elas necessitam
de meio de cultura com nutrientes especificos para elas, e, antes de
esgotar esses nutrientes, o meio de cultura precisa ser trocado para
a correta manutencao das células e, consequentemente, dos virus.
Os virus também podem ser cultivados em ovos de galinha livre de
outros patégenos, especialmente na produgao.

Quais sao as principais formas de multiplicacao de virus

24 \isando a producao de bioinseticidas?

Os virus requerem hospedeiros suscetiveis e produtivos para
se multiplicarem e, ao final da infec¢do, produzirem suas particulas
virais. Duas formas de multiplicacdo viral podem ser usadas para
producdo de bioinseticidas: os sistemas de infeccao in vivo (insetos
criados em dieta artificial ou natural), e os sistemas de infeccao
in vitro (linhagens de células de insetos mantidas em meio de
cultura). Uma grande dificuldade para multiplicacao de virus é a sua
producdo em larga escala que envolve a utilizacao de biofabricas
e/ou biorreatores de grande porte. No caso de biofabricas, forma
mais utilizada, basicamente requer criagao massal do inseto hospe-
deiro sadio, seguida de infeccdo com o isolado viral selecionado
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pelo seu alto grau de patogenicidade, aliados ao processamento de
producdo e formulagdo do produto.

425 Como sao feitas as vacinas para animais e humanos?

Inicialmente, as vacinas tém a funcao de imitar uma infeccao
no organismo, sendo ele animal ou humano. Dessa forma, induzem
o organismo a produzir as defesas (os anticorpos) especificas contra
o patégeno causador de determinada doenca. Na maioria das
vezes, as vacinas sao elaboradas com o microrganismo inteiro (virus
e bactérias), mas podem ser elaboradas com porcdes de proteinas
especificas que, da mesma maneira, vao estimular as defesas do
organismo, prevenindo a infeccdo. Por exemplo, a vacina para a
gripe é feita com virus da gripe, vacina da febre amarela é feita
com virus da febre amarela, e assim com os demais microrganismos.
O processo de fabricagao das vacinas é muito parecido, mas é espe-
cifico para cada patégeno (microrganismo causador de doenca).
Ainda, as vacinas mais modernas também podem ser elaboradas
com uso da biotecnologia, de forma a garantir a eficacia igual ou
superior ao modo tradicional. Uma vacina para um protozoario pode
ser produzida por uma porgao de genes especificos do protozodrio,
mas inserido numa bactéria ou fungo, e, assim, esse microrganismo
produzird a proteina que, depois de purificada, sera formulada em
uma vacina contra o protozoario.

Em que extensao os microrganismos podem ser usados em

426 ontrole de pragas agricolas?

Ja existe namero relativamente grande de formulagoes
biopesticidas no mercado, em nivel mundial, para aplicagao dire-
tamente no solo, em sulcos de plantio ou diretamente nas plantas,
ou contra os mais distintos alvos. Entre os géneros de fungos utili-
zados no controle de insetos destacam-se Metarhizium, Beauveria,
Lecanicillium, Isaria, Hirsutella, Entomophthora e Aschersonia.
Entretanto, bactérias do género Bacillus merecem especial destaque
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entre os biocontroladores de insetos, especialmente B. thuringiensis
e B. sphaericus. Produtos a base de B. thuringiensis sdo comercia-
lizados ha mais de 50 anos. Existem hoje, no mercado, produtos
para controle de lagartas, mosquitos e borrachudos. No controle
biol6gico de doencas de plantas, grande parte dos agentes bacte-
rianos estudados sdao Pseudomonas e Bacillus. Dentre as demais,
incluem-se Agrobacterium radiobacter, Burkholderia cepacia e
actinomicetos. Ja entre os fungos, podem ser destacadas diversas
espécies dos géneros Trichoderma, Gliocladium, Penicillium,
Lecanicillium, Conyothirium, Chaetomium e espécies de Pythium
ndo fitopatogénicas. Algumas bactérias, como Pasteuria penetrans, e
alguns actinomicetos tém demonstrado marcada a¢ao contra nema-
toides, embora os microrganismos mais promissores para controle
desses fitopatogenos sejam fungos, pela facilidade com que sao
isolados do solo e cultivados em meios artificiais para incorporacao
ao substrato em que as plantas sdo cultivadas. O controle biol6gico
de plantas daninhas, por sua vez, vem sendo pesquisado ha varios
anos, e existem mais de 110 patégenos de planta com potencial para
uso em espécies daninhas especificas.

Que aplicacdes biotecnolégicas podem ser atribuidas ao

427 género Bacillus?

O género Bacillus, de ampla distribuicdo nos mais diferentes
ambientes, é reconhecido como grande produtor de substancias
que, embora ndo sdo essenciais para seu metabolismo, facilitam
sua sobrevivéncia, adaptacdo e dispersdao. Diferentes espécies de
Bacillus podem produzir uma grande variedade de bacteriocinas,
compostos que inibem o desenvolvimento de outras bactérias e
que possuem aplicacao em alimentos. Uma diversidade de enzimas
também é produzida por Bacillus e possui ampla aplicacdo indus-
trial no processamento de alimentos e compostos poliméricos,
bem como na industria quimica. Alguns lipopeptideos possuem
atividade antiviral e anti-inflamatéria, além de serem importantes
agentes espumantes, surfactantes e emulsificantes. De forma geral,
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bactérias desse género sdo resistentes e estaveis geneticamente, o
que amplia sua potencialidade biotecnolégica. Sao, inclusive, fonte
de genes para a transformacdo genética de plantas, como é o caso
das plantas Bt. Além disso, sdo geralmente faceis de serem culti-
vadas em grande escala e se prestam as mais variadas formas de
cultivo, aceitando uma grande variedade de compostos quimicos
como elementos nutritivos, componentes dos meios de cultivo.

Qual é a importancia das bactérias do género Bacillus no

428 e 1o . .
controle biol6gico de insetos?
Ha mais de 40 anos se conhece -
e - ) f =
a eficiéncia de bactérias do género o7

Bacillus no controle de insetos, em

culturas como milho e algodao. Atu-

almente, sdo conhecidas pelo menos

30 subespécies de B. thuringiensis =
(Bt) capazes de produzir toxinas, que

sdo protefnas com acgdo inseticida. ‘\ﬂé\
Quando o inseto ingere os esporos _ _- \
contendo os cristais proteicos, ain-

da durante a fase larval, seu trato digestivo é paralisado pela acdo
toxica, e o individuo morre em alguns dias ndo completando seu
ciclo de vida. Durante muito tempo, esporos contendo toxinas fo-
ram aplicados em ambientes infestados para controle de mosquitos
urbanos (subespécie israelensis) com pouco ou nenhum impacto
sobre espécies ndo alvo. Outras subespécies de Bt tém sido intensa-
mente utilizadas na agricultura, em programas de manejo integrado
de pragas de diversas culturas.

> - o

CONTROLE
BIOLOGICO

Como os microrganismos atuam controlando doencas de

429 plantas?

Os principais mecanismos envolvidos na supressao de fito-
patégenos incluem a producdo de compostos antimicrobianos,
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competicdo por substrato e indugdo da resisténcia sistémica da
planta, entre outros. Na forma ativa, a inibicdo pode ocorrer de trés
maneiras:

e O antagonista produz substancias téxicas e libera para o
meio, como antibiéticos e enzimas extracelulares, que
impedem o crescimento do fitopatégeno. Por exemplo, a
producdo de cianeto de hidrogénio (HCN) e/ou enzimas de
degradagao de parede celular, quitinase e 8-1,3-glucanase.

* O patoégeno entra em contato com o0 microrganismo anta-
gonico e sofre plasmolise.

* Por meio do parasitismo, quando um microrganismo ataca
o outro e obtém nutrientes das células vivas. Na forma
passiva, a inibicdo ocorre pela competicdo entre os dois
microrganismos por espaco e nutrientes essenciais a ambos,
por exemplo, a produgdo de sideréforos.

Quais abordagens e estratégias podem ser utilizadas no
430 emprego de microrganismos como agentes de controle
biolégico de doencas de plantas?

Embora os primeiros relatos da supressao de fitopatbgenos por
agentes microbianos tenham sido verificados ha cerca de 100 anos,
na pratica o controle biolégico de doencas de plantas é mais
recente, tendo sido proposto na década de 1960. Na ocasido, duas
estratégias de controle foram sugeridas: aumento das populacdes
de inimigos naturais ou antagonistas e introducdo de linhagens sele-
cionadas de agentes de controle biolégico. Desde entdo, a maioria
das pesquisas foram dirigidas a segunda estratégia, consistindo basi-
camente na selecdo de antagonistas eficazes e desenvolvimento de
bioprodutos baseados em linhagens Gnicas, consideradas efetivas
em condicdes experimentais. Atualmente, trés diferentes aborda-
gens de controle biolégico sdao consideradas as principais:

* Reducdo da populagao do patégeno, utilizando-se antago-

nistas que destroem e/ou reduzem o vigor e a agressividade
do patégeno.
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* Protecdo da superficie da planta com microrganismos esta-
belecidos em ferimentos, em folhas ou na rizosfera, em que
eles funcionam como barreiras aos patoégenos, por meio de
acdo competitiva, antibiética ou parasitica.

e Estimulo a resisténcia sistémica da planta pelo estabeleci-
mento de agentes ndo patogénicos dentro da planta ou em
areas infectadas.

431 O que sao microrganismos antagonistas?

Os antagonistas sdo microrganismos que possuem potencial
para interferir no crescimento ou na sobrevivéncia dos patégenos
diretamente, contribuindo, desse modo, para o controle biolégico.
Podem ser: residentes, ou habitantes naturais do solo, superficie
e/ou interior dos vegetais, ou em qualquer sitio que possa ser
ocupado pelo patégeno. Podem ser multiplicados em laboratério
e, entao, reintroduzidos no ambiente, para potencializar sua agao;
ndo residentes, ou microrganismos exéticos, ou isolados de outros
ambientes ecol6gicos e que podem ser cultivados e aplicados aos
sitios onde sao necessarios (no solo, nas sementes, atomizados sobre
as folhas e outros 6rgaos das plantas, ou misturados aos substratos).
Certos antagonistas apresentam acdo de supressao de patdégenos
que atacam os frutos em poés-colheitas, sendo aplicados diretamente
na superficie de frutos, raizes e tubérculos colhidos.

Como alguns microrganismos podem induzir nas plantas

432 respostas de resisténcia a doencas?

No contexto da resisténcia sistémica, fitormonios produzidos
por certos microrganismos podem atuar como estimulantes do sistema
imune das plantas, interferindo no funcionamento dos principais
sistemas de defesa vegetal. Dentre esses, destacam-se a resisténcia
sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia sistémica induzida (ISR).

SAR é uma via de largo espectro, que depende do acido sali-
cilico e ndo apresenta especificidade a infecgao inicial, tendo efeito,
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principalmente, contra patégenos biotréficos. Geralmente, a capa-
cidade de defesa da planta é adquirida ap6s a primeira infeccao por
um microrganismo ndo patogénico que leva a uma morte celular
programada por meio do acimulo de acido salicilico e secrecao
sisttmica de protefnas antimicrobianas PR (relacionadas a patogé-
nese) que protegem a planta contra infecgdes secundarias por um
periodo de semanas a meses. Essas protegem a planta contra infec-
¢Oes secundarias por um periodo de semanas a meses.

Enquanto a SAR é dependente do acido salicilico, a ISR é
dependente do acido jasmonico e da sinergia com o etileno. Essa
via reforca o sistema de defesa de toda a planta e sofre regulacao
durante a colonizagdo das raizes por microrganismos mutualistas.
A razdo entre acido jasmonico e etileno induz a expressdao das
enzimas quitinases e [-1,3-glucanases que degradam as paredes
celulares, principalmente de fungos fitopatégenos que aumentam
a expressao da enzima fenilalanina amonia-liase que promove o
actimulo de lignina nos tecidos préximos ao local da infeccao, além
de peroxidades que produzem espécies reativas de oxigénio com
acao antimicrobiana. Além disso, a resisténcia induzida pelo acido
jasmonico pode ser desencadeada nas partes distais ao dano na
planta, levando a producdo de substancias repelentes, antinutritivas,
compostos toxicos que ajudardo a planta a se proteger aos ataques
futuros. Os microrganismos indutores da via ISR sdo geralmente
rizobactérias promotores de crescimento de plantas, destacando-se
Pseudomonas, Bacillus, Serratia e Azospirillum. Alguns micror-
ganismos podem exercer a inducao da resisténcia em diferentes
espécies de plantas, enquanto outros apresentam especificidade
para uma determinada planta hospedeira, o que sugere a neces-
sidade de reconhecimento do microrganismo por parte da planta.

433 O que sao sideréforos?

Os sideréforos sao compostos organicos quelantes de fons
férricos, que sdo excretados nas proximidades dos microrganismos
que os produzem. O ferro é um microelemento de importancia vital
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para todos os seres vivos. A maior parte do ferro presente na rizos-
fera se encontra na forma férrica (Fe**), como hidroxidos insolGveis.
Tais compostos, de baixo peso molecular, formam ligacoes estaveis
com o ferro presente na rizosfera, solubilizando-o. Dessa forma,
além de torna-lo disponivel para as plantas, ao absorvé-lo esses
microrganismos o tornam indisponivel para os fitopatdgenos, com
0s quais competem por esse micronutriente. Em outras palavras, o
termo sideréforo é usado para designar compostos que sequestram
o ferro no ambiente do solo.

Os fungos podem sobreviver em condicdes desfavoraveis

434 :
ao seu desenvolvimento?

Sim, certos fungos possuem a capacidade de formar estru-
turas de resisténcia a partir de células somaticas, tais como
rizomorfas, que sdo estruturas macroscopicas constituidas de hifas
entrelacadas, semelhantes a raizes; esclerécios, que sdo também
estruturas macroscopicas formadas pela diferenciagdo de hifas com
endurecimento do cértex; e os clamidiésporos, estruturas micros-
copicas formadas pela diferenciacdo de hifas, com formacao de
parede espessa. Por meio dessas estruturas, os fungos podem
permanecer de repouso durante periodos de condicoes adversas,
entrando em atividade quando as condicdes sdo favoraveis ao seu
desenvolvimento.

Qual o significado do termo valoracao, empregado em

435 . - .
relacao as colecoes de culturas?

Valoragao significa determinar o potencial de uso dos isolados
agregando valor aos isolados mantidos na colecdo. A determinagao
do potencial de uso é feita com base nas caracteristicas do isolado,
exigindo o estabelecimento de um banco de caracteres, que é o
resultado de todos os estudos realizados em termos taxondmicos e
fisiol6gicos, moleculares, bioquimicos, etc.
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