Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Embrapa Soja
Ministério da Agricultura e Pecuaria

Eventos Tecnicos n
& Cientificos

Julho, 2024

RESUMOS EXPANDIDOS
192 Jornada Académica da Embrapa Soja

30 e 31 de julho de 2024
Londrina, PR

Embrapa Soja
Londrina, PR
2024



Embrapa Soja

Rodovia Carlos Jodo Strass, acesso Orlando Amaral, Distrito de Warta
Caixa Postal 231, CEP 86001-970, Londrina, PR

Fone: (43) 3371 6000

Fax: (43) 3371 6100

www.embrapa.br/soja

https://www.embrapa.br/fale-conosco/sac/

Comité de Publicagdes da Embrapa Soja
Presidente: Roberta Aparecida Carnevalli
Secretario-executivo: Regina Maria Villas Bbéas de Campos Leite

Membros: Claudine Dinali Santos Seixas, Clara Beatriz Hoffmann-Campo, Fernando Au-
gusto Henning, Ivani de Oliveira Negrdo Lopes, Leandro Eugénio Cardamone Diniz, Maria
Cristina Neves de Oliveira, Mbnica Juliani Zavaglia Pereira e Norman Neumaier

Edicao executiva: Vanessa Fuzinatto Dall’Agnol
Normalizagao: Valéria de Fatima Cardoso
Diagramacéao: Marisa Yuri Horikawa

Organizagao da publicagao: Regina Maria Villas Béas de Campos Leite, Larissa Alexandra
Cardoso Moraes, Kelly Catharin

12 edicéo
Publicagéo digital: PDF

As opinibes emitidas nesta publicagcao sdo de exclusiva e de inteira responsabilidade dos autores,
néo exprimindo, necessariamente, o ponto de vista da Embrapa.
E de responsabilidade dos autores a declaragdo afirmando que seu trabalho encontra-se em
conformidade com as exigéncias da Lei n° 13.123/2015, que trata do acesso ao Patriménio Genético
e ao Conhecimento Tradicional Associado.

Todos os direitos reservados
A reproducgao nao autorizada desta publicacéo, no todo ou em parte, constitui violagao dos
direitos autorais (Lei n° 9.610).

Dados Internacionais de Cataloga¢ao na Publicagao (CIP)
Embrapa Soja

Jornada Académica da Embrapa Soja (19. : 2024: Londrina, PR).

Resumos expandidos [da] XIX Jornada Académica da Embrapa Soja, Londrina, PR, 30 e 31 de
julho de 2024 -- Londrina : Embrapa Soja, 2024.

PDF (111 p.) -- (Eventos técnicos & cientificos / Embrapa Soja, ISSN 0000-0000 ; 4)

1. Soja. 2. Pesquisa agricola. . Titulo. Il. Série.

CDD (21. ed.) 630.2515

Valéria de Fatima Cardoso (CRB-9/1188) © 2024 Embrapa



192 Jornada Académica da Embrapa Soja 17

®
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Introdugéao

As bactérias sdo ferramentas importantes para a biotecnologia, dentre as quais podemos
destacar Escherichia coli, empregada para a clonagem de genes e construgéo de vetores e
Agrobacterium tumefaciens que é utilizada na transformacao de plantas (Hwang et al., 2017).
Desta forma, os antibidticos sao importantes agentes seletivos para a sele¢cao de recombinantes
€ para a inibicdo do crescimento da Agrobacterium sp. apds o processo de transformacao.

Meropenem (M) € um antibiotico carbapenémico que tem uma excelente atividade antimi-
crobiana contra quase todas as bactérias aerdbicas e anaerdbicas clinicamente relevantes, co-
mumente aplicado para o tratamento de infeccées contra bactérias resistentes a antibidticos
beta-lactamicos de espectro estendido (Edwards, 1995; Mukhopadhyay et al., 2019). Cefotaxima
(CF) é empregada em laboratério para a inibicdo da Agrobacterium spp (Jones; Thornsberry,
1982; Priya et al., 2012; Nauerby et al., 1997). Espectinomicina (SP) e canamicina (CN) s&o uti-
lizadas em laboratoérios de biotecnologia como agentes seletivos, no qual a resisténcia a esses
antibioticos € conferida através de genes integrados as construgdes dos vetores de clonagem e
transformacéo (Alvarez; Ordas, 2013).

Entretanto, a resisténcia a antibiéticos pode variar de acordo com a estirpe bacteriana uti-
lizada. Para a estirpe EHA-105 de A. tumefaciens, que € uma das mais virulentas e eficientes
na transformacao de plantas, a resisténcia a antibiéticos passa a ser um problema no posterior
cultivo in vitro (Torregrosa et al., 2002). O cultivo in vitro € uma importante etapa apés a transfor-
macao para o desenvolvimento e regeneracao dos explantes, e a contaminacao por bactérias é
o principal empecilho durante este processo (Scherwinski-Pereira, 2010).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de diferentes antibioticos sobre o cres-
cimento da estirpe EHA-105 de Agrobacterium tumefaciens.

Material e métodos

Estirpe bacteriana e preparagao do inéculo

A estirpe EHA-105 de Agrobacterium tumefaciens foi ativada a partir de um estoque em glice-
rol (25%) mantido a -80 °C. A ativagéo foi realizada por esgotamento com o auxilio de uma alga
bacterioldgica para a obtencéo de colbnias isoladas. O meio de cultura utilizado foi o LB agar,
preparado seguindo as recomendacdes do fabricante. A placa de ativagao foi incubada por 72h
a 28 + 2 °C no escuro.

O inéculo foi preparado em meio LB liquido suplementado com rifampicina (50 mg/L), a es-
tirpe utilizada apresenta resisténcia cromossémica a este antibidtico. Foi inoculado uma colénia
em 10 mL de meio liquido em tubo falcon de 50 mL, submetido a agitagao orbital a 160 rpm e
28 °C por 24 horas.

Apo6s o periodo de incubacgéo a bactéria atingiu a fase estacionaria de crescimento (1,9 em
0O.D. 600). Esta cultura foi utilizada para avaliagao de todos os antibidticos pela metodologia da
difusdo em poco sobre “top agar”.
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Preparo das placas de difusao em top agar

Inicialmente foi adicionando cerca de 15 mL de LB agar (agar 1,5%), em seguida, apos a com-
pleta solidificagcao, foram dispostas a base cortada de ponteiras estéreis de 200 uL sobre o meio,
de forma circular e equidistante. As ponteiras, tem como fungdo formar um pog¢o no qual foram
posteriormente adicionados os antibidticos.

Paralelamente, foram misturados LB agar e LB liquido na proporgdo de 1:1, desta forma,
reduzindo a concentragdo do agar pela metade (agar 0,75%). O LB com agar reduzido foi inocu-
lado com equivalente a 0,4 uL/ mL da cultura estacionaria, somente quando o meio apresentava
uma temperatura proxima a 40 °C. Imediatamente ap6s a inoculagao, 15 mL do meio inoculado
foi cuidadosamente vertido no centro das placas previamente preparadas, contendo o LB agar
(1,5%) com as bases das ponteiras dispostas sobre o meio. Apds a completa solidificagdo do
meio inoculado (aproximadamente 30 minutos), as ponteiras foram removidas cautelosamente
com o auxilio de uma pinga estéril.

Foram avaliados quatro antibiédticos em ftriplicata, totalizando 12 placas. Os tratamentos con-
sistiram em cinco diferentes concentragdes para cada um dos antibioticos. As concentragbes
avaliadas variaram de acordo com cada antibiético, no qual a concentracdo na terceira dose
foi definida como o padrao recomendado na literatura. Somente agua destilada autoclavada foi
utilizada na dose zero. Em cada poco foi adicionado 40 uL do antibiético em suas respectivas
concentracgdes. Os antibidticos e as concentragdes avaliadas estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Antibidticos e suas respectivas concentragdes utilizados na inibicdo do crescimento da estirpe
EHA-105.

Antibioticos Concentragoes avaliadas (mg/L)

Cefotaxima 0 100 200 400 800
Canamicina 0 25 50 100 200
Espectinomicina 0 25 50 100 200
Meropeném 0 12,5 25 50 100

Variaveis analisadas e analise estatistica

As avaliagdes consistiram em medi¢coes do didmetro do halo de inibigao realizadas ao 1°
4° e 6° dias apods a inoculagao. O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) e os dados avaliados por ANOVA a 5% de significancia e posteriormente
ajustados ao modelo de regresséo nao linear de Mitscherlich, no software Rstudio, utilizando o
pacote AgroReg.

Resultados e discussao

Todos os antibidticos avaliados apresentaram efeito de inibicdo contra a estirpe EHA-105,
contudo, a eficiéncia variou significativamente dependendo do antibiodtico e da dose utilizada
(Tabela 2). O M e a CF foram os antibioticos que apresentaram a maior inibicdo, ajustando-
-se ao modelo n&o linear de Mitscherlich (Figura 1). As inibicdes aumentaram rapidamente em
funcdo das doses, tendendo a se estabilizar a partir da terceira dose. Para o M, a maior inibi¢cao
no primeiro dia foi de 3,97 cm na dose de 100 mg/L, entretanto, o uso de concentragdo quatro
vezes menor do antibiotico (25 mg/L), apresentou 75% dessa inibigdo, sendo, portanto, a dose
com melhor custo-beneficio.
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Tabela 2. Médias do halo de inibicao de diferentes antibidticos em fungao das doses no decorrer dos dias

de avaliagao.

Meropeném Cefotaxima
DOSE 1°DIA 4° DIA 6° DIA DOSE 1°DIA 4° DIA 6° DIA
0,0 0,00 e 0,00 d 0,00 d 0 0,00 e 0,00 c 0,00 -
12,5 2,50 d 247 c 223 c 100 1,27 d 0,00 ¢ 0,00 -
25,0 2,97 c 3,07 b 2,83 b 200 1,57 c 0,00 c 0,00 -
50,0 3,43 b 3,60 a 3,40 a 400 1,83 b 1,80 b 0,00 -
100,0 3,97 a 3,97 a 3,80 a 800 2,03 a 217 a 1,90 -
CV(%) 1,74 6,39 6,98 CV(%) 5,10 8,61 -
Canamicina Espectinomicina
DOSE 1°DIA 4° DIA 6° DIA DOSE 1°DIA 4° DIA 6° DIA
0 0 b 0 b 0 - 0 0 b 0 - 0 -
25 0 b 0 b 0 - 25 0 b 0 - 0 -
50 0 b 0 b 0 - 50 0 b 0 - 0 -
100 0 b 0 b 0 - 100 0 b 0 - 0 -
200 2,5 a 24 a o0 - 200 1,1 a 0 - 0 -
CV(%) - - - CV(%) - - -

*Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de significancia.

A CF apresentou 0 mesmo ajuste de inibicdo em funcao das doses, todavia, com uma inibicao
maxima estimada em 1,95 cm. Em relagcdo ao M, a CF inibiu cerca de 50% menos (Figura 1D).
Além de apresentar menor potencial de inibicdo, a CF mostra-se viavel somente na dose de 200

mg/L, cerca de 10x a concentragéo do M.
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Figura 1. Ajustes de Mitscherlich do halo de inibicdo em fungéo da dose. (A) Meropeném dia 1; (B) Meropeném dia 4;

(C) Meropeném dia 6; (D) Cefotaxima dia 1.
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Para a CN e SP, os desempenhos foram inferiores, havendo somente inibicado na maior dose
avaliada (200 mg/L), com 2,5 e 1,1 cm de inibicdo respectivamente (Tabela 2). Estes resultados
nao eram esperados, uma vez que, a estirpe utilizada ndo apresentava nenhum tipo de resistén-
cia a esses antibidticos, sendo estes comumente utilizados como agentes seletivos em vetores
de transformacgao, na concentracdo de 50 mg/L (Brasileiro; Carneiro, 1998). Apesar disso, a
utilizacdo destes antibidticos em meio liquido inibe o crescimento bacteriano, ndo sendo reco-
mendado o seu uso em meio semissalido.

Progressivamente, observou-se uma perda da atividade antimicrobiana e o crescimento da
bactéria nas placas contendo os antibioticos CF, CN e SP. A reducéo da atividade, foi evidente
na CF, na qual as doses de 400 e 800 mg/L apresentaram alguma inibigdo no 4° dia e somente
a maior dose no 6° dia. Nao foi observada nenhuma inibicdo no 4° e 6° dia para SP e para CN
no 6° dia (Tabela 2). Todavia o M mostrou-se estavel no decorrer de todo o periodo. Contudo a
estabilidade do M pode variar dependendo da solugao de reconstituicdo do antibidtico, da con-
centragdo final e da temperatura (Patel; Cook, 1997).

Conclusoes

Meropeném foi o melhor antibidtico para a inibicdo da estirpe EHA-105 de Agrobacterium
tumefaciens, o qual apresentou o melhor custo-beneficio, estabilidade e eficiéncia. A dose reco-
mendada é a de 25 mg/L.
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