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Comunicagao entre organismos
filogeneticamente proximos e distantes

Objetivo: observar as diferentes fenofases do ciclo de vida de isolados de Streptomyces e
identificar fendtipos induzidos por compostos volateis emitidos por microrganismos. Reconhecer
a possibilidade de envolvimento de alguns compostos volateis (e a sua natureza) na inducdo de
fendtipos especificos de algumas estirpes de Streptomyces.

Estratégia

1. Cultivar estirpes de Streptomyces e de leveduras em caixas “normais”, bipartidas e tripartidas
(para que ndo haja possibilidade de contacto fisico entre as duas colénias).

2. Identificar padrdes de interacao ao nivel da morfologia das coldnias.

Teoria

O solo é um hotsopt de biodiversidade. No entanto a vida no solo nao é facil. A limitagdo de
recursos é uma constante transversal a todos os nichos e por isso a comunicacado e a regulacao
do crescimento das varias populacdes é algo bem regulado. O comportamento microbiano de
uma determinada populagao de microrganismos do solo é, atualmente, reconhecido como sendo
o resultado da interacdo do meio e de todos os organismos vizinhos, podendo estes estar
envolvidos na alteragdo de perfis de resisténcia a antibidticos, no crescimento ou na alteragao
do perfil de metabolitos secundarios.

Esta comunicagdo pode estabelecer-se entre organismos filogeneticamente muito distantes,
como é o caso dos Streptomyces e das leveduras tendo sido demonstrado que a presenca de
alguns Streptomyces e leveduras podem regular o desenvolvimento uns dos outros pela emissao
de compostos volateis. Muitas leveduras emitem compostos volateis capazes de induzir a
formacdo de crescimento exploratério em Streptomyces. O crescimento exploratério é
caracterizado pela extensao lateral e irregular das células em situacdo de stress. Estas células
exploratdrias possuem uma conformacao de hifas vegetativas, aéreas, ndo ramificadas, que sdo
capazes de proliferar rapida e extensivamente, ao contrario das células em crescimento
vegetativo que possuem um aspeto mais denso e volumoso.

Sabendo que ambos, Streptomyces e leveduras, sdao conhecidos produtores de compostos
volateis (VOCs), ester trabalho tem por objetivo mostrar o envolvimento deste tipo de compostos
na regulagdao do desenvolvimento fenotipico dos organismos do solo.
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Procedimento

Aula de 23 de fevereiro (laboratério)

Materiais

e 1 caixa de Petri com Saccharomyces cerevisiae

e 1 caixa de duas estirpes de Streptomyces da colecao de Ciéncias

e Caixas de Petri normais, bipartidas e tripartidas

e 2Ldemeio YPDA (a composicdao do meio YPDA por cada litro é a seguinte: 10 g de extrato
de levedura, 20 g de peptona, 20 g de glucose e 15 g de agar)

e Ansas

e Palitos esterilizados

e Carvao ativado

e Acido sulfurico

e Agua estéril

e Lamparinas

e Discos de papel

e Espatulas

NOTA: Cada grupo irad estudar o comportamento de uma estirpe de Streptomyces (designada
como Streptomyces_X) ao longo deste protocolo. Para avaliar o efeito da interagdo e/ou
comunicagdao entre a estirpe Streptomyces_X e organismos filogeneticamente distantes ou
proximos, cada grupo ird trabalhar com uma estirpe de leveduras, e uma outra estirpe de
Streptomyces (i.e., Streptomyces_Y).

Experiéncia A. Culturas em caixas “normais” — organismos isolados

1. Plaguear o meio de cultura na caixa de Petri.

2. Inocular cada caixa de Petri com um organismo Streptomyces ou levedura. Preparar em
triplicado.

3. Selar as caixas com parafilme e incubar todas as caixas a 28 °C por uma semana.

Cada grupo ird utilizar apenas 1 estirpe de Streptomyces e a estirpe de levedura. Assim, cada
grupo tera 2 situagdes com 3 réplicas.

Experiéncia B. Culturas em caixas “normais” — intera¢ao e comunicagao entre organismos

1. Plaguear o meio de cultura na caixa de Petri.

2. Inocular cada caixa de Petri com dois organismos (idénticos ou diferentes) separados cerca de
3 mm, de modo a obter todas as seguintes combinacdes: Streptomyces X com levedura; e
Streptomyces_X com Streptomyces_Y (de estirpes diferentes). Preparar as combinages em
triplicado.

3. Selar as caixas com parafilme e incubar todas as caixas a 28 °C por uma semana.

Assim, cada grupo tera 2 combinagdes com 3 réplicas.
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Experiéncia C. Culturas em caixas bipartidas — comunicac¢ado via composto volatil

1. Plagquear o meio de cultura nos dois compartimentos das caixas de Petri.

2. Inocular cada caixa de Petri com dois organismos (idénticos ou diferentes; cada um num
compartimento distinto) ou somente Streptomyces X de modo a obter as seguintes
combinagbes: 1) Streptomyces X com levedura; 2) Streptomyces X com Streptomyces_Y (de
estirpes diferentes); e 3) Streptomyces_X e amodnia. Preparar as combinacées em triplicado.

3. Selar as caixas com parafilme e incubar todas as caixas a 28 °C por uma semana.

Assim, cada grupo tera 2 combinagdes com 3 réplicas.

Experiéncia D. Culturas em caixas tripartidas — natureza alcalina do sinal quimico
1. Plaquear o meio de cultura em dois dos trés compartimentos das caixas de Petri.
2. Inocular cada caixa de Petri com dois organismos (idénticos ou diferentes; cada um num
compartimento distinto com meio) de modo a obter as seguintes combinagdes: 1)
Streptomyces_X com levedura; e 2) Streptomyces X com Streptomyces_ Y (de estirpes
diferentes). Preparar as combinagdes em triplicado.
3. Colocar no 32 compartimento:
3.1. um disco de papel embebido em dgua esterilizada (controlo);
3.2. carvao ativado;
3.3. trés discos de papel embebido em acido sulfurico;
4. Selar as caixas com parafilme e incubar todas as caixas a 28 °C por uma semana.
Atencao, estas caixas ndo devem ser invertidas!
Assim, cada grupo tera 2 combinagdes de microrganismos, com 3 situagdes e com 3 réplicas.

Aula de 2 de marco (laboratorio)

Materiais
e Caixas inoculadas na aula anterior
e Maquina fotografica
e Régua
e Papelindicador de pH
e Solugdo de corante

Observacgdo das caixas (normais, bipartidas e tripartidas)

1 — Registar o crescimento do material bioldgico (i.e., medir o didametro aproximado de
crescimento das coldnias) e o fendtipo apresentado (ver figura abaixo). Fotografar.

2 — Identificar as diferentes fases do ciclo de vida dos Streptomyces de acordo com o esquema
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3 — Medir o pH do meio nos compartimentos onde os microrganismos foram inoculados
utilizando papel indicador de pH.

4 — Testar a hidrofobicidade das hifas aéreas de Streptomyces usando 1 gota de solucdo de
corante.

Questodes a discutir:

1. Explique qual o objetivo de cada uma das situacGes experimentais propostas (A-D) e de que
forma contribuem para o objetivo deste tema.

2. Quais as vantagens da producdo de micélio exploratério?

3. Quais os estimulos que podem induzir esse fenétipo?

4. Justifique a escolha dos compostos utilizados no terceiro compartimento das caixas tripartidas.
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5. Sugira uma experiéncia adicional para estudar quais os fatores que desencadeiam as diferentes
fenofases do ciclo de vida de isolados de Streptomyces.

6. Refira possiveis significados ecoldgicos da comunicagdo entre organismos filogeneticamene
distantes.
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