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RESUMO

Badérias do género Herbaspirillum fixam nitrogénio, endofiticas, microaadfilas e
gram-negativas. Acredita-se que neste organismo, a expressio de genes envalvidos nos
process de interagdo planta-microrganismo possa ser controlada por um sistema de
sensoriamento pgouladonal moduado pa N-acil homoserina ladonas (AHLS), como
ocorre em outras bactérias gram negativas que interagem com plantas. Este sistema
regulatorio envolve duas proteinas, uma AHL sintase, namamente membro da familia
Luxl de proteinas, e uma proteina receptora de AHL, pertencente afamilia LuxR de
reguladores de transcricéo. Neste trabalho a produgé de AHLSs por H. seropedicae foi
investigada dravés da andlise funcional de plasmideos nsores baseados em sistemas
homdlogos a IuxRIl de diferentes microrganismos. O perfil de AHLs prodwzidas foi
analizado por TLC em diferentes meios e awndic¢des de aultura. Os resultados mostraram
gue Herbaspirillum spp séo cgpazes de produzir dois tipos de AHLs em alta densidade
popuadonal. Andlises do kanco de dados de H. seropedicae SMR1 permitiram a
identificac® de uma provavel AHL sintase aqual apresentou 4246 de identidade mm a
proteina HdtS de P. fluorescens F113. Estes resultados sugerem que a sintese destas

moléaulas pode ser dirigida por uma proteina do tipo HdtS.

Xiv
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos apresentam diferentes graus de dependéncia durante a
interacd com os teddos e @lulas das plantas, 0 gLe pode levar a interacbes benéficas
(smbidticas ou réo) ou patogénicas. Até o momento, renhuma das numerosas
interagdes planta-microrganismo esta completamente compreendida. Sabe-se que, para
interagirem com as plantas, diferentes microrganismos muitas vezes utilizam os
mesmos mecanismos embora em combinacdes e para propositos distintos (BARON &
ZAMBRY SK1, 1995).

Estudos recentes tém demonstrado gle a &pressio de genes envolvidos nos
mecanismos de interac@® panta-microrganismo pock ser controlada por um sistema
regulatério denominado sensoriamento pqouladonal (do inglés, quorum sensing)
(SCHRIPSEMA et al., 1995 ANDERSEN et al., 2000; DANIELS et al., 2001;
STEIDLE et al., 2001 WISNIEWSKI-DIE et al., 200). Através deste sistema, as
badérais controlam uma ampla dase de caaderisticas como: inibicdo do
crescimento, noduacéo, transferéncia de plasmideos, seaecé® de enzimas envalvidas
na patogenicidade, producdo de atibidticos e producdo de véarios metabdlitos
seaundirios, tais como piocianina e pioverdina (BRELLE-MARINO & BEDMAR,
2001). Assim, a mmpeticdo e asobrevivéncia da bactéria no solo e na planta pode ser
influenciada pela expressio de genes controlados pelo sensoriamento popuacional.

Em badérias gram negativas, o sensoriamento populadonal envolve geralmente
duas proteinas: uma proteinatipo Luxl e uma proteina regulatoria, membro da familia
LuxR. As proteinas homélogas a Luxl sdo AHL sintases que utilizan S
adenosilmetionina e proteinas carealoras de grupcs acil (adl-ACP) para sintetizar
moléaulas de N-adl homoserina ladonas (AHLs) (HANSELKA & GREENBERG,
1996 MORE et al., 19%; SCHAEFER et al., 1996, SWIFT et al., 1996). Estas AHLS
difundem através da membrana cdular e awmulam-se no ambiente local (KAPLAN &
GREENBERG, 1985). Em dta densidade popuacional, uma concentracd intracdular

critica € #&ancada e cala AHL interage com sua proteina LuxR espedfica
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modificando-a para permitir sua ligacdo a promotores alvo e moduar sua transcricéo
(FUQUA et al., 1994 KLEEREBEZEM et al., 1997, PEREGO & HOCH, 1996).

Apesar de todos 0s avangos no conheamento da municaggo baderiana
mediada por AHLS, nossa compreensdo destes mecanismos ainda € limitada
Atualmente, a lista de badérias que utilizam este sistema €é grande mas ainda esta
incompleta. Por exemplo, entre & espédes baderianas cgpazes de asciar-se mm
plantas encontra-se Herbaspirill um seropedicae. Até o momento, a existéncia de um
sistema de controle da expressio génicamediada por AHLs em H. seropedicae néo foi
Investigada permanecendo, portanto, desconhedda.

O género Herbaspirillum foi primeiramente descrito como um grupo ce
badérias posauindo uma Unica espécie, Herbaspirillum seropedicae. Esta badéria é
fixadora de nitrogénio, enddfitica, microagdfila, gram-negativa e ©loniza os tecidos
de diversas espédes de plantas, predominantemente membros da familia de graminess,
sem produwzir sintomas de doenca nas plantas associadas (BODDEY et al., 1995
BALDANI et al., 1986 OLIVARES et al., 19%). Tem sido proposto que afixagé de
nitrogénio redizada por H. seropedicae pode contribuir para a nutricdo em sistemas de
graminess, sendo esta badéria benéficapara o crescimento da planta (BODDEY et al.,
1995 BALDANI et al., 1997).

ApGs estudos moleaulares (andli ses de hibridizac@® DNA-DNA e DNA-rRNA),
o fitopatdgeno Pseudamonas rubrisubdbicans foi transferido para o género
Herbasprillum (BALDANI et al., 1996 quando entdo passou a ser identificado como
H. rubrisubdbicans. Esta badéria foi descrita mmo agente caisador da doenca estria
mosqueada (‘mottled stripe’) em alguns cultivares de caa-de-agUcar (Saccharum
officiarum) (CRISTOPHER & EDGERTON, 1932) e mais tarde como causador da
estriavermelha (“red stripe”) em sorgo (Saghumbicolor) (HALE & WILKIE, 1972).

No Brasil, estudos comparativos para avaliar areac® de variedades de cana-de-
agica com graus contrastantes de sensibilidade a etria mosgueada inoculadas com
diferentes estirpes de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans foram redizados por
Olivares e colaboradores (1996). Os autores revelaram um padrdo bem distinto de

colonizac® em funcéo da espéde de Herbaspirillum e do cultivar da planta. Quanto a
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patogenicidade, apenas H. rubrisubalbicans foi cgpaz de provoca sintomas de doenca
na planta. A maior ou menor expressao das respostas de defesa dos cultivares ensiveis
a H. rubrisubabicans foram decorrentes da densidade de wlonizago, com as
badérias colonizando completamente o limem dos vasos em fases mais avancgadas da
doenca Os autores também sugerem que uma maior produgdo de exopadlissacarideos
(EPS e aformacé@® de microcolbnias encapsuladas em regides de transicéo entre
teddo com e sem sintomas podem estar envolvidas com o estabeleamento da
interacé patoldgica

Aspedos como a infecc®, colonizag@o e 0 estabeledmento destas badérias
dentro da planta podem envolver um sistema de sensoriamento pgouladonal moduado
po AHLs e dnda ndo identificado no @nero Herbaspirilum. A deteccd e
caaderizac® de um sistema deste tipo em H. seropedicae seria de grande interese
para 0 conhecimento da e®logia microbiana visando apli cages biotecnaégicas. Com
este objetivo, neste trabalho séo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
deteccd de moléaulas de N-acil homoserina ladona e na identificac® e

caaderizac® de genes envalvidaos na sintese destas moléaulas em H. seropedicae.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Interagd planta-microrganismo

Interagdes entre plantas e microrganismos tém causado grande efeito no
desenvavimento das civilizagges desde que a humanidade comegou a depender
extensvamente de colheitas cultivadas para sua dimentag®. Diversos
microrganismos interagem com os teddos e cdulas das plantas com diferentes graus
de dependéncia, padendo desenvalver interagOes patogénicas (STACEY et al., 1992
SMITH & READ, 1999 ou lenéficas (simbiéticas ou réo) (WELLER, 1988
KLOEPPER et a., 1991 SMITH, 1992. No entanto, nenhuma das numerosas
interagdes planta-microrganismo estéa completamente mwmpreendida.

Entre & interagdes planta-microrganismo benéficas que tém sido estudadas em
detalhes estdo aquelas onde as badérias estabelecem simbiose om a planta (STACEY
et al., 192; SMITH & READ, 1996). Nas relagdes smbidticas 0s microrganismos
fornecean nutrientes as plantas ou contribuem com atividades biogumicas que faltam a
planta. A planta, por sua vez, contribui com nutrientes gerados pelo processo
fotossntético (GLENN & DILWORTH, 1985). Simbioses, da mesma forma que a
maioria das interagdes patogénicas, sd0 caaderizadas pela sua complexidade e
espedficidade (SMITH, 1992). Esses process S0 Oe enorme importancia para a
produividade global na aricultura e fornecem modelos para estudos fundamentais
dos sstemas da planta edo microrganismo, tais como percepcéo do sinal e transducéo,
controle do ciclo cdular e diferenciagé cdular.

O exemplo mais bem estudado de simbiose é ainterac® de rizébio-
leguminosas. O inicio da interac@® se da pela troca de sinais e do recnhedmento da
badéria pela planta. Em seguida, o microrganismo adere abs pélos radiculares que
sofrem deformacgé, permitindo a invaséo da planta pela badéria (CALLAHAM &
TORREY, 198]). Neste proces, a planta dabora uma nova estrutura morfogenética:
0 noduo radicular. Um conjunto de genes locdizados na planta hospedeira e na

badéria simbionte determina os vérios estagios de desenvavimento do nddulo (VAN
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KAMMEN, 1984, SCHOLER et al., 1997). No estagio final, a badéria se diferencia
em uma forma endossmbi6ticadenominada baderéide (SCHLOTER et al., 1997. No
interior do néduio, ambiente rico em nutrientes e com tensao de oxigénio controlada, o
baderidide € cgpaz de reduzir o dinitrogénio atmosférico em ambnia. Assm, as
badérias ao forneceem ambnia a planta, aumentam sua cgpaddade de aescer em
solos polres neste nutriente, e, em troca reacbem caboidratos (GLENN &
DILWORTH, 1985). Espécies de rizébios tém sido aplicadas comerciamente ha
muitos anos como biofertili zantes (KLOEPFER & BEAUCHAMP, 192). Por alterar
o balanco da microflora narizosfera, asociagdes $mbidticas também podem gjudar a
proteger as plantas de microrganismos patogénicos (WELLER, 1988).

Em contraste & leguminosas, gramineas ndo formam estruturas smbioticas
espedalizadas, tais como os hdduos de raizes formados pelas plantas e estimulados
pelas rizobactérias. Entretanto, ouras espédes de badérias diazotréficas tém sido
encontradas dentro dos teddos de dgumas gramineas e dgumas dessas plantas, como
ceatas variedades de cana-de-acUcar, padem obter uma percentagem substancial dos
seus requerimentos de nitrogénio a partir do dinitrogénio fixado pela badéria
(BODDEY, 1995.

Entre os organismos cgpazes de mlonizar teddos de diversas gramineas de
interese eondmico, dentre elas arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays) e sorgo
(Saghum hicolor), encontra-se o género Herbaspirillum (BALDANI et al., 19%).
Estes microrganismos possuem a habili dade de wlonizar estas plantas, sendo isoladas
do interior de raizes, hastes e folhas (OLIVARES et al., 1996). A colonizago de
gramineas por Herbaspirillum sp. ocorre dravés da adesdo da badéria asuperficie da
planta, seguida de proliferac&® preferencialmente nas raizes aundarias e ferimentos.
Uma vez no interior da planta, os microrganismos podem espahar-se e dcancar os
teddos aé&eos, provavelmente via vasos do xlema (HUREK et al, 1994, JAMES &
OLIVARES, 198; RONCATTO-MACCARI et al., 2003).
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2.2.Sensoriamento populadonal em bactérias

A expressio de genes responsaveis pelos mecaiismos de infecgd, competicéo
e sobrevivéncia da badéria no solo e na planta pode ser controlada por um sistema de
comunicac® baderiana denominado sensoriamento popuadonal, autoindugdo ou
regulacé® genica em resposta a densidade populadonal (NEALSON et al, 1970;
EBERHARD, 1972 FUQUA et al., 1994; BRELLES-MARINO & BEDMAR, 2001).
A comunicacd ocorre dravés da producéo, pela propria badéria, de peguenas
moléaulas sinais capazes de atuar como autoindutores. Através do aaidmulo de AHLS,
a badéria monitora sua prépria populacé e também a popuagdo de outras badérias
em um dado ambiente.

Enquanto as badérias gram paositivas utilizam peptideos modificados como
moléaulas sinalizadoras (SHAUDER et al., 200J), a grande maioria de badérias gram
negativas utili zam N-adl homoserina ladonas (AHLS). As AHLs diferem no tamanho
e mmposicdo da sua caleia ail lateral N-ligada, o que fornece a espedficidade do
sinal. As cadeias adl variam de 4 a 14 aomos de cabono, podendo conter uma ou
mais dupas ligagdes e um grupo carborila ou hidroxila no terceiro carbono(Figura 1)
(CAMARA et al., 1998.

As moléallas de AHLs sio geramente sintetizadas por proteinas homologas a
Luxl de Vibrio fischeri, foi a primeira enzima ewvodvida no sensoriamento
popuadonal a ser identificada (EBERHARD et al., 1991). As maiorias das enzimas
posteriormente identificadas s80 homologas a da. Estas novas enzimas geram AHLs a
partir de S-adenosiimetionina (SAM) (EBERHARD et al, 1991 PARSEK et al., 19%;
VAL e CRONAN, 1998 e grupos aal derivados, preferenciamente, a partir da
proteina careadora de grupacs adl (adl-ACP) (SCHAEFER et al., 1996 MORE et al.,
1996 ou, ca adl-coenzima A (adl-CoA) (PARSEK et al., 1999. Assm, muitas delas
podem produzir mais de uma AHL por utilizarem preaursores alternativos das suas

cadeias laterais.
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FIGURA 1 — ESTRUTURAS DAS MOLECULAS DE N-ACIL HOMOSERINA
LACTONAS

As moléaulas de N-adl homoserina lactonas contém um grupo adl, que pode variar de 4 a 14 &omos
de arbono,ligado a um anel de ladona. O carbono 3 mde @nter uma dugda ligagd®, um grupo
hidroxila ou um grupocarbonila.

HSL: Homoserina lactona

FONTE: : www.nattingham.ac uk/quarum/tabl etis.htm

ApGs a ducidacd® dos substratos necessrios a sintese biologica de AHLs
(EBERHARD et al., 191; MORE et al., 1996 SCHAUFER et al., 1996), um modelo
sequencial para asintese de AHLs pelos homoélogosde Luxl foi propasto pa Schader
e mlaboradores (1996). O modelo propde que SAM liga-se ao sitio ativo da enzima e
gue 0 gupo adl é transferido para este complexo a partir da ACP. O grupo acil entdo
forma uma ligacd® amida cm o gupo amino da SAM, e em seguida ocorre a
ladonizac@® que resulta na sintese de AHL e do subproduo, 5 -metiltioadenosina.
(Figura 2).
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FIGURA 2 - MODELO PROPOSTO PARA SINTESE DE AHLs

hexanoyl-ACP

/\/\/ﬂ\s Nt

N-hexanoyl-L-homoserine lactone

/\/\)LT/?“’

H exHSL

Luxi Luxl

s qu &i/

5'-methyl-thicadencsine

SAM liga a sitio ativo de Luxl, e o grupo hexanoil é transferido da ACP para o complexo LuxI-SAM.
O grupo hexanoil forma uma ligagd® amida cm o grupo amina da SAM. 5 -Metiltioadenosina é
liberado, e areacé de lactonizacé resulta na sintese de AHL.

FONTE: SCHAEFER et al., 1996.

Posteriormente, foram identificadas AHL sintases ndo reladonadas as
seqiéncia das enzimas tipo Luxl, embora sgja proposto que das caalizem rea;des
idénticas. Entre estas % incluem AinS (em Vibrio fischeri) (GILSON et al., 1995 e
LuxLM (em Vibrio angullarum) (MILTON et al., 200]). Receitemente, em
Pseudamonas fluorescens F113 foi identificada aproteina HdtS, que gesar de ndo
estar reladonada amembros das familias Luxl, LuxLM e AinS, também € paz de
sintetizar AHLs (LAUE et al., 2000).

AHL s atingem concentragdes que permitem interagdes efetivas com reguladores
transcricionais especificos, homoélogos a proteina LuxR de V. fischeri. LuxR é um

proteina de 250 aminoaddos pertencente asuperfamilia de fatores transcricionais que
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contém o motivo hélice-volta-hélice nas suas regides de ligagdo ao DNA (KAPLAN &
GREENBERG, 1987).

O mapeamento das regides funcionais de LuxR baseou-se originalmente numa
serie de experimentos que ewolveram a delec® ou substituicdo de amino addos
(SLOCK et al., 1990). Tais estudos demonstraram que LuxR é um pdlipeptideo
modular, que @nsiste de dois dominios. A regido N-terminal compreende o dominio
de ligacd® de AHLs e o dominio regulatério, que na auséncia de AHL interfere na
atividade do dominio C-terminal. A regido C-terminal contém o dominio de ligacé ao
DNA, responsavel pela divac@ da transcricdo do operon da luminescéncia em V.
fischeri. O alinhamento da seqUéncia de aminoaddos de LuxR com seus homdlogos
revelou keixa identidade (18-25%), sendo que, entre todos os homdlogas de LuxR
com dados de seqiiéncias disponiveis, somente cinco residuos o completamente
conservados (Y80, D89, G134,E209 e G220) (WHITEHEAD et al., 20QL).

2.2.1. Sensoriamento populadonal em Vibrio fischeri

O primeiro sistema de sensoriamento populadonal em badérias gram-negativas
foi descrito em Vibrio (Photobacterium) fischeri, por Nedson e wlaboradores (1970),
e éresporsavel pelo controle do fendtipo de bioluminescéncia deste microrganismo
(EBERHARD et al., 181, CAO & MEIGHEN, 1989.

Esta badéria estabelecerelagdes smbioticas com algumas espécies de peixes
marinhcs e cdalopodes, ao colonizar uma cavidade espedalizada chamada de orgéo
de luz, locdizado ra parte inferior do animal. O resultado desta simbiose € a
bioluminescéncia, caraderistica utili zada por estas espédes para atrair suas presas ou
para sua a@muflagem. Em contrapartida, a populacé@® de V. fischeri recebe nutrientes
do haspedeiro (GRAF & RUBY, 1998 VISICK & MCFALL-NGAI, 2000.

O conjunto de genes para bioluminescéncia de V. fischeri esta composto pa
oito genes lux (IUXABCDE, luxG, luxl e luxR) (Figura 3) (SWARTZMAN et al., 1990).
O gene luxR codifica um ativador transcricional dependente de AHL, que estimula a

transcricdo do operon luxiICDABEG. O produto do gene luxl é uma AHL sintase. Os
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produtos codificados pelos genes |luxC, D e E formam um complexo multienzimatico,
respornsavel pela sintese do substrato para areac® daluciferase, um aldeido ce cadeia
longa (BOYLAN et al., 1985. Os genes |uxA e B codificam as duas subunidades da
enzima luciferase, que tem como substrato riboflavina mononucleotideo reduzida
(FMNH,) e, no decorrer da reac®, oxgénio molecular. Os produos da reagdo séo
longas cadeias de acdos graxos, flavina mononicleotideo (FMN) e &ua. A liberacé
simultanea do excesso de energia livre, evidente cwmo luz verde-azulada, resulta no
fendtipo associado com o0 microrganismo. O gene luxG, o dltimo do operon, codifica
uma provavel flavina redutase (ZENNO & SAIGO, 1999 e é seguido pa um sitio de
terminaca transcricional (SWARTZMAN et al., 1990).

FIGURA 3 - ORGANIZACAO DOS GENES lux EM Vibrio fischeri.

Ativador
transcricional

l Sintase :
Luciferase ?
4—'

Kilobases

O operon lux contém luxl seguido de 5 genes que s80 necessarios para aproducéo de luz (IluxCDABE)
(BOYLAN et al., 19%) e um gene alicional, luxG, que codifica uma provavel flavina redutase
(ZENNO & SAIGO, 1999. O gene IuxR, codifica o ativador de transcricéo em sentido oposto aos
operon [ux.

FONTE: FUQUA & GREENBERG, 2002.

A AHL sndizadora que mntrola este fendtipo € N-(3-oxohexanail)-L-
homoserina ladona (OHHL), e € o produo da reac® caadlisada por Luxl
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(EBERHARD et al., 18B1). Células de V. fischeri em baixas densidades popuadonais
expressam luxiCDABE em niveis basais, e uma pegquena quantidade de OHHL difunde
para fora da cédula (Figura 4A). Conforme a densidade popuacional aumenta no
confinamento do dgdo do haospedeiro, a omncentracd® de OHHL no ambiente e no
interior da cglula também aumenta. Ao atingir uma concentraggo critica (10 nmaol),
indicativa de devada densidade populadonal da badéria, OHHL liga-se a proteina
LuxR, ativandoa (Figura 4B). Esta divac@® € provavelmente decorrente de uma
mudanca ®nformadona induzida por OHHL (ENGEBRECHT & SILVERMAN,
1984). A transcricéo dos genes luxiCDABE € aumentada pela ligagc@® do complexo
LuxR-OHHL a uma regido do DNA conhecida como lux box. Esta seqiéncia é
compasta por uma seqiéncia palindrémicade 20 pares de bases locdizada 40 pares de
base a montante do sitio de inicio de transcricdo dos genes regulados por LuxR
(EGLAND & GRENBERG, 199). Entretanto, nem todos os genes regulados por
LuxR-AHLSs s80 precalidos por sequéncias tipo lux box (WAGNER et al., 2003.
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FIGURA 4. REGULACAO DA BIOLUMINESCENCIA EM Vibrio fischeri.

A. Baixa densidade populacional

3-0-Cg-HSL

A: Em baixa densidade popuaciona, a transcricdo dos genes para bioluminescéncia é fraca e
insuficiente para enissio de luz devido aos baixos niveis de OHHL. B: Em altas densidades
popuacionais, uma cncentracdo critica de OHHL é dcancada. OHHL liga aLuxR e etimula a
transcricdo de luxlCDABEG, levando a uma rapida amplificacéo.

FONTE: Adaptado de WHITEHEAD et al., 2001
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2.2.2. Sensoriamento populadonal em Vibrio harvey

Badérias da espéde Vibrio harvey apresentam um sistema de sensoriamento
popuadonal diferente daguele observado em V. fischeri e portanto, aternativo para
badérias gram-negativas. Neste microrganismo, existem dois dstemas de
sensoriamento pgpuladonal independentes, cada qual sintetiza, deteda e responde a
moléaulas sinais espedficas para ontrolar a bioluminescéncia. Um destes snais, Al-1
(4-OH-C4-HSL), é sintetizado por dois genes luxL e luxM, nenhum deles smilar aluxi
de V. fischeri (CAO & MEIGHEN, 1989 BASSLER et al., 1993). O segund
autoinduor, Al-2, € um furanosil borato déster, sintetizado pela proteina LuxS
(BASSLER et al., 1993 CHEN et al., 2002. Al-1 e Al-2 sdo detedados pelas
proteina sensoras LUuxN e LuxPQ, respedivamente (BASSLER et al., 1993
FREEMAN et al., 2000.

Ao contrério de V. fischeri, atransducéo de sinal viaAl-1 e Al-2 envolvem uma
cascaa de fosforilac® (Figura 5) (BASS.ER et al., 1993. LuxP liga Al-2 no
periplasma, o complexo LuxP-Al-2 interage com LuxQ para transducéo do sinal
(CHEN et al., 2002). Al-1 interage diretamente @m LuxN, que assm como LuxQ é
uma proteina de membrana transdutora de sinal. LuxN e LuxQ s80 proteinas quinases
sensoras hibridas do sistema regulatério de dois componrentes, contendo dominios
sensores periplasmaticos, histidina quinases citoplasmaticas e dominios regulatorios de
resposta.

Em baixa densidade popuacional, onde a oncentracgio de Al-1 e Al-2 € baixa,
as proteinas LuxN e LuxQ atuam como quinases e transferem fosfato a proteina LuxU
(FREEMAN & BRASSLER, 1999. A proteina LuxU transfere o fosfato para a
proteina reguladora de resposta LuxO (BASSLER et al., 1994). Juntamente cm o
fator sigma 6°*, LuxO fosforilada diva a epressio de um represor “X”, ainda néo
identificado. Este represor regula negativamente a epressio dos genes luxCDABE,
impedindo aproducéo deluzemV. harvey (LILLEY & BASS_ER, 20).

Em alta densidade popuadonal, os gnsores LuxN e LuxPQ detedam seus

respedivos induores, Al-1 e Al-2, que onvertem LuxN e LuxQ para fosfatases
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(FREEMAN et al., 2000. Consequentemente, a defosforilaca de LuxO resulta na sua
inativacd. Inativo LuxO € incgpaz de indwzir a expressdo do repressor “X”. Um
ativador trasncricional, LuxR (ndo similar a outras proteina tipo LuxR) ativa a
transcricéo do promotor [uxCDABE, eluz éprodwzida (MARTIN et al., 1989).

FIGURA 5- SENSORIAMENTO POPULACIONAL EM Vibrio harvey

LuxS
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Quinase LuxQ Regulador
sensora de resposta
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LuxLM J_
Periplasma Citonlasma luxCDABE

O circulo aberto representa a proteina LuxP ligada a Al-2. Histidina (H) e Aspartato (D) sdo os
residucs fosforilados nas proteinas snalizadoras. HTH representa amotivo hélice-volta-hélice
FONTE: Adaptado e BASS_ER et al., 2002.
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A cgpaddade de monitorar o proprio aumento popuadonal, observada no
género Vibrio, foi considerada por muitos anas exclusiva de poucos vibrios marinhos.
No entanto, no inicio da década de 90 foram identificados sstemas regulatérios
homologos aos sstemas LuxRI de V. fischeri, em mais de 50 espédes de badérias
gram-negativas. Estes sstemas tém-se mostrado complexos e estdo envolvidos na
regulacé® de ampla variedade de funcOes cdulares. A natureza de dgumas das
moléaulas de AHLs ja identificadas e o fendtipo dependente da densidade

popuadonal que das controlam est&o apresentados no quadro 1.

QUADRO 1 - LISTA DE MICRORGANISMOS QUE CONTEM GENES
HOMOLOGOSA luxl E luxR DE V. fischeri

BACTERIA AHL FENOTIPO REFERENCIA
Agrobacterium 3-O-C8-HSL Conjugac® FUQUA et al., 1994;
tumefaciens PIPER et al., 1999
Burkholderia cepacia C8-HSL Protease, sider6foro LEWENZA et al. 1999
Chromobacterium C6-HSL Antibi6ticos, violaceing, MCCLEAN et al., 199,
violaceum exoenzimas, cianida CHERNIN et al., 1998
Erwinia carotovora 3-O-C6-HSL | Antibidtico, exoenzimas BAINTON et al., 199;

SWIFT etal., 193;
Erwinia crysanthemi 3-O-C6-HSL Pedinases NASERet al., 1998
Pseudomonas 3-0O-C12-HSL Exoenzimas, Xcp, PASSADOR et al ., 1993;
aeruginosa formac® de biofilme, GLESSNER et al., 1999
Pseudamonas C6-HSL Antibi6tico fenazina PIERSON et al, 19%;
aerofaciens WOODet al., 197
Rhizobium etli Desconhedda | Restricdo donumero de GRAY et al., 1996

nédudos ROSEMEYER et al., 1999
Rhizobium 3-OH-7-ciss | Noduagéo, baderiocina, GRAY 1997,
leguminosarum bv. C14-HSL sobrevivéncia nafase RODELAS et al., 1999,
viciae estacionaria THORNE & WILLIANS,
1999

Vibrio angiillarum 3-O-C10-HSL Desconheddo MILTON et al., 1997
Vibrio fischeri 3-0O-C6-HSL Bioluminescéncia NEALSON, 1970
Xenorhabdus 3-OH-C4-HSL Viruléncia, DUNPHY etal., 197
nematophilus OU UM agonista li pase bacteriana
Yersina enterocolitica C6-HSL Desconheddo THROUPet al., 1995

A natureza de algumas das moléaulas de AHLSs ja identificadas e o fendtipo gle elas controlam em
diferentes microrganismos o citados.
FONTE: www.nottingham.ac uk/quarum/tabletis.htm
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2.2.3. Sensoriamento populadonal em Rhizobium leguminosarum

Em Rhizobium leguminosarum, diferentes AHL s sGo produzidas a partir de pelo
menos quatro loci: tral, rhil, cinl, rail (Figura6) (CHA et al., 1998). Dois destes loci,
tral e rhil, estdo presentes no dasmideo simbidtico pRL1JI. A proteina Tral produz
diferentes AHLS que estdo envavidas no poceso de transferéncia de plasmideos
(LITHGOW et al., 2000, enquanto Rhil esta envavida na produgdo de AHLs que
induzem a expressio de genes rhiABC, através da associac@® com o regulador RhiR
(RODELAS et al., 1999. Os genes rhiABC sdo importantes na noddacio das raizes,
uma vez que mutagdes nestes genes diminuem o nimero de nédudos formados (CUBO
et al., 199). A expressio de rhil é dependente de rhiR e regulada positi vamente por
N-hexanail -L-homoserina ladona (Cg-HSL), N-heptanail-L-homoserina ladona (C;-
HSL) e N-octanail-L-homoserina ladona (Cg-HSL), todas produzidas por Rhil
(RODELASet al., 1999.

O gene cinl esta presente N0 CromosVMO e a sua expressio € regulada pelo
produo do gene ajacente cinR (LITHGOW et al., 2000). O produo do gne cinl &
resporsdvel pela sintese de N-(3-hidroxi-7-cis-tetradecenail )-L-homoserina lactona (3-
OH-7-cis-Cy4-HSL). Esta AHL contém 14 atomos de carboro na sua cadeia adl
lateral, e foi identificada originalmente wmo sendo uma baderiocina (GRAY et al.,
1996. Acredita-se que esta AHL esta envalvida na manutencéo da viabilidade e
adaptacé cdular baderiana durante afase estadonéria de aescimento (GRAY et al.,
1996 SCHRIPSEMA et al., 1996). O gene rail esta localizado em um grande
plasmideo nativo e éresponsavel pela sintese de Cq-HSL, C;-HSL, Cg-HSL e 3-OH-
Cg-HSL (WISNIEWSKI-DYE & DOWNIE, 2002).
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FIGURA 6 -SENSORIAMENTO POPULACIONAL EM Rhizobium leguminosarum.

Fatores de plantas Fatores ambientais

2%

Genes avo

(1) A proteina CinR indwz a expressio do gene cinl, permitindo a sintese de 3-OH-Cy4;-HSL. Esta
moléaula junto com CinR ativa cinl. (2) 3-OH-Cy41-HSL influéncia aexpressdo do gene plasmidia
rhil, que adificauma AHL sintase. (3) A expressio de tral, também indwida por 3-OH-Cy4;-HSL,
leva aproducéo de diferentes AHLSs que juntas com o produto do gene traR permitem a expressio dos
genes tra. (4) A proteina Rail produz diferentes moléaulas de AHLs. Os genes regulados por RaiR
ainda ndo foram identificados.

O O Indicam moléaulas de AHLSs

Bl ndicam 3-OH-C,-HSL

—» Indicam umaregulac® ja demonstrada.
<P Indicam uma provavel regulaca®.

“““““““ » Indicam umaposdvel comunicagdo cruzada entre os sstemas regul atorios.
FONTE: WISNIEWSKI-DYE & DOWNIE, 2002.



32

2.2.4. Sensoriamento populadonal em Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens € um patdégeno que induz aformacd® de galhas em
plantas através da transferéncia de DNA para 0 nicleo do seu hospedeiro (JOOS et
al., 1983. O fragmento de DNA, conheddo como T-DNA (DNA-transferido), é parte
de um plasmideo Ti (induor de galha) de Agrobacterium sp. Genes locdizados no T-
DNA sd0 express has cdulas transformadas. Seus produtos s80 resporsaveis pelo
fendtipo da galha que cnsiste da proliferacé cdular descontrolada da planta esintese
de opinas. As opinas s50 moléaulas andlogas a aminoaddos que servem como fonte de
cabono e nitrogénio para Agrobecterium (LIPANCOTT et al., 1973; NESTER &
KOSUGE, 1981). Além diss, essas moléaulas sdo sinais quimicos que induzem a
transferéncia wnjugal de plasmideos Ti para clulas de Agrobacterium que ndo
contém este plasmideo (HOOYAKAS & SCHILPEROORT, 1992). Os genes vir sdo
necessrios para transformagdo da planta e um grupo & genes tra fadlitam a
transferéncia interbacteriana do plasmideo Ti (ALT-MORBE et al, 1996 FARRAND
etal., 19%).

A transferéncia awnjugal de plasmideos Ti de cdulas doadoras para céulas
receptoras € controlada por dois tipos de mecanismos, um deles é prodwzido pela
planta eo outro estd associado com a badéria (Figura 7). Em resumo, a regulacéo da
conugacd® de Agrobacterium tumefaciens € mediada da seguinte maneira
inicialmente, a badéria infeda & céulas das plantas injetando o plasmideo Ti e &
céulas passam a prodwzir uma molécula mnhedda como opgna (PIPER et al., 199B).
A produgéo de opina e & enzimas requeridas para o seu transporte emetabolismo, sdo
diredonadas pelo plasmideo Ti. As moléaulas de opina difundem-se ao redor das
cdulas e induzem estirpes de A. tumefaciens que sdo doadoras de plasmideos Ti a
prodwzirem um segundo sina difusivel, o fator de @mnjugacdo, que é uma OHHL
sintetizada pelo produto do gene tral (HWANG et al.,, 194). OHHL ligase a
regulador TraR que ativa os genestra (PIPER et al., 199B), assm como a expressao de

genes tral, criando uma retroalimentacé® pasitiva. Existe um gene aicional, traM,
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regulado positivamente por OHHL-TraR. A proteina TraM pode interagir com TraR
para auar como um antagonistadoregulontra (FUQUA et al., 1995).

FIGURA 7. SENSORIAMENTO POPULACIONAL EM Agrobacterium tumefaciens
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A badériainfecta a céulas da planta injetando oplasmideo Ti. As células da planta entdo produzem
as moléaulas de opina, que se difunde g ao atingir Agrobacterium, induz a expressdo do autoindutor
(AHLs). O autoindutor liga-se aproteina ativadora TraR, aterando sua wnformac® e permitindo sua
ligac® a promotores presentes no regulon tra. Os genes tra sd0 requeridos para a tranferéncia
conjugal do plasmideo Ti.
Fonte: www.bio.cmu.edu
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2.2.5. Sensoriamento populadonal em Pseudamonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma badéria dtamente adaptéavel que pode
colonizar 0 solo, &guas, plantas e animais, incluindo humanos (DE KIEVIT &
IGLEWSKI, 200Q. A patogenicidade de P. aeruginosa baseia-se na sua habili dade de
prodwzir e seaetar diversos fatores de viruléncia extracelulares como proteases,
hemolisinas, exotoxina A, exoenzima S e piocianina. Estes fatores s80 cgpazes de
causar extensivo dano aos tecidos do hospedeiro (NECAS & IGLEWSKI, 1985 VAN
DELDEN & IGLEWSKI, 1998. A regulacdo das genes codificadores destes produos
depende de um sistema de sinadlizago que engloba pelo menos dois grupcs de
homaologos LuxRlI, las e rhl (também referido como VsmRI). Estes sstemas estéo
interligados de maneira hierarquica e o sistema las controla o sistema rhl em ambos
os niveis. transcricional (PESCI et al., 1997; LATIFI et al., 196) e traduciona
(PESCI et al., 1997) (Figura 8).

O sistema las consiste de um regulador de transcricdo, LasR, e sua moléaula
sinalizadora, N-(3-oxododecanail) homoserina ladona (30-C,»-HSL), sintetizada por
uma AHL sintase, codificada pelo gene lasl (GAMBELLO & IGLEWSKI, 1991
PEARSON et al., 1994. O sistema LasRI regua a expresséo da dastase LasA,
elastase LasB, exotoxina A e protesse dcdina (PASSADOR et al., 1993 TODER et
al., 199).

O sistema rhl consiste da proteina RhIR e uma AHL sintase (Rhll), que esta
envolvida na producéo de N-butiril homoserina ladona (C4-HSL) (PEARSON et al.,
1994 WINSON et al., 1995). Esta AHL interage com RhIR para ativar a expressio de
rhlIAB, um operon que adifica uma ramnosil-transferase necessaria para aproducéo
de ramndipideos surfadantes (OCHSNER et al., 1999. A presenca destes
comporentes reduz a tensdo superficial que permite as cdulas de P. aeruginosa
deslizaem sobre superficies smi-sdlidas (KOHLER et al., 2000. Diversos
resultados mostram que o sistema RhIRI é também necessirio para indugéo da
expressio de outros fatores, incluindo protease dcdina, piocianina, cianeto de
hidrogénio, ledina e elastase (BRINT & OHMAN, 1995 PESS & HAAS, 2000).
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Latifi e alaboradores (1996 sugeriram que RhIR ativado pode ser cgpaz de divar a

transcricdo de rpoS(codificador de 0°, o fator sigmadafase estadondria).

FIGURA 8 - SENSORIAMENTO POPULACIONAL EM P. aeruginosa

Elastase
Exotoxina A
Protease dcdina
Seaecdo de Xcp
LasA

Elastase
Piocianina
Protease dcdina
Seaecd de Xcp
Ramindlipidio
Ledinas
LasA

O sensoriamento populaciona em P. aeruginosa engloba pelo menos dois grupcs de homaologos
LuxRI, las e rhl (também referido como VsmRI). Estes sstemas estéo interligados de maneira
hierérquica, e o sistemalas controla o sistemarhl em ambas os niveis: transcriciona e traducional.

. 3-O-Cy-HSL
‘ Cs-HSL
> Regulacdo positiva
Regulaca ativa
> egulacao reg

FONTE: www.nottingham.ac uk/quarum/tabletis.htm
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Os gstemas Las e Rhl também sdo requeridos para aexpressdo de dois genes
(xcpP e xepR) que adificam componentes do sistema seaetor Xcp de P. aeruginosa
(CHAPON-HERVE et al., 1997. O sistema seaetor Xcp media a passgem de
exoproteinas (tais como exotoxina A, elastase efosfolipase) através da membrana do
microrganismo (TOMMASSEN et al., 1992). A vantagem deste sistema regulatério pe
gue & cdulas de P. agruginosa mntrolam a producéo dos fatores virulentos para que
este sgja expres somente em alta densidade popuacional. isto impede que abadéria
alerte o hospedeiro da sua presenca impedindo a divac@® de sistemas de defesa
espedficos.

Outros niveis de mntrole para etes gstemas também foram descritos. A
proteina Vfr € homodloga aproteina de repressdo caabdlica (CRP) e cgpaz de divar a
expressio do gene lasR (ALBUS et al., 1997). CHANCEY e olaboradores (1999)
demonstraram que Vfr liga auma seqiéncia consenso para CRP localizada amontante
de lasR. Um sistema de dois componrentes gacA/gacS também pareceinteragir com o
sistema de sensoriamento popuadona rhll/rhiR (CHIN-A-WOENG et al., 200).

Pesci e wmlaboradores (199) identificaram outra moléaula sinalizadora no
sobrenadante de alturas de P. aeruginosa. A sintese desta moléaula, identificada
como 2-heptil-3-hidroxi-4-quinoona (PQS), € dependente de LasR. A adicdo de PQS
exdgena induziu a expressio de lasB e rhll e, em menor extensdo, cke lasR e rhiR,
sugerindo patanto outra ligacé entre os sstemas Las e Rhl (PESCI et al., 1999
MCKNIGHT et al., 200Q. Populagdes de P. aerugincsa sintetizam PQS na fase
estadonaria de aescimento (MCKNIGHT et al., 2000). MCKNIGHT e wlaboradores
(2000 tém sugerido que P. aeruginosa poderia usar PQS para regular a expressao de
rhll e, como consequéncia, os genes regulados pelo sistema rhl durante a fase

estadonaria de aescimento, como um meio de obter nutrientes pelo hospedeiro.
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2.2.6. Sensoriamento populadonal em Herbaspirill um sp

Badérias do género Herbaspirillum pertencem a subdivisdo 3 da dass das
proteobadérias (YOUNG, 1992. O género compreende organismos endditicos
(BALDANI et al., 1989 diaztréficos, ou sgja, cgpazes de reduzir nitrogénio
atmosférico a amonia, microagdfilo e gram-negativo. E proposto que Herbaspirill um
contribui para anutricdo da planta aravés da fixac@® de nitrogénio e da liberacé de
fitohamoénios (BODDEY et al., 1995. Entre & espédes pertencentes a0 género
Herbaspirillum encontram-se H. seropedicae (BALDANI et al., 1986 e H.
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 196).

H. seropedicae coloniza os teddos de diversas espécies de plantas,
predominantemente membros da familia de gramineas, sem prodwzir sintomas de
doenca nas plantas associadas (BALDANI et al., 1986; BODDEY et al., 1995
OLIVARES €t al., 1997. Porém, H. rubrisubdbicans, € caisador da doenca estria
mosqueada (“mottled stripe”’) em aguns cultivares de cana-de-agcUcar (Saccharum
officiarum) (CRISTOPHER & EDGERTON, 1932) e da doenca estria vermelha (“red
stripe”) em algurs cultivares de sorgo (HALE & WILKIE, 1972). Até o momento, as
bases moleculares para estas diferencas fenctipicas ainda ndo foram estabeleddas.
Entretanto, similar a outras badérias gram negativas que interagem com plantas, é
possvel que Herbaspirillum possa faze uso de um sistema de sensoriamento
popuadonal modulado pa AHLSs no controle destas caraderisticas.

Resultados positivos na detecc@® e caaderizacdo deste sistema regulatorio em
Herbaspirill um gerariam novas perspedivas para 0 conhedmento de estratégias que
influenciam na mpeticéo e sobrevivéncia do organismo na planta, sendo de grande

interesse na e®logia microbiana eem apli cagdes biotecnoldgicas.



38

3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo detedar a producéo de N-acil-homoserina
ladonas (AHLS), em Herbaspirillum spp identificar e caaderizar genes envavidos na
sintese destas moléculas em Herbaspiril lum seropedicae.

3.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. detedar a producédo de AHLs em H. seropedicae, in vivo, uilizando
plasmideos sensores de AHLS;

3.1.2. detedar aproducé de AHLs em H. seropedicaein vitro;

3.1.3. identificar genes envolvidos na sintese de AHLSS;

3.1.4. analisar os genes identificados e seus produtos;

3.1.5. mutagenizar o (s) gene(s) envolvido(s) na sintese de AHLs em H.
seropedicae;

3.1.6. caraderizar o fendtipo dos mutantes.
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4.1.Badérais e Plasmideos
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As estirpes de badérias e plasmideos utili zadas estéo li stados no quadro 2.

QUADRO 2. ESTIRPES DE BACTERIAS E PLASMIDEOS

BACTERIASE GENOTIPO/

PLASMIDEOS FENOTIPOSRELEVANTES FONTE/REFERENCIA
E. coli

DH10B FmerAA(nrr-hsdRMS-merBC)  @80dacZAM 15AlacX74 GRANT et al., 1990

H. seropedicae
SMR1
HRC54

H. rubrisubdbicans

HCC103
M1
M4

R. leguminosarum

8401

A. tumefaciens
NT1(pNTLR4)
Plasmideos
pMP220
pJBA-132
pAS-C8
pKR-C12

pl J9280

pGO9

pG09.B6

deoR recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A°
rpsL nupG

SmR Nif+
Nal® Nif+

Nal® Nif+
Nal® Nif+
Nal® Nif+

Sm®; Estirpe selvagem, plasmideo simbiético pRL1J1
ausente

AHL negativo contendo fusdo plasmidial traG - lacZ

TcR; lacZ sem promotor
Tc™pMEBO31-luXR-Py-RBSII-gfp(ASV)-To-T
Gm®; pPBBR1IM CS-5-P.e-gfp(ASV)-Plac-cepR;
Gm®; pPBBRIMCS-5-P,.-gfp(ASV)-Plac-lasR
rail-lacZ em pMP220

Amp®, Fragmento de 1,3 kb de H. seropedicae clonado no
sitio Smal do dasmideo vetor pUC18
Amp®, pGO9(hdtS::Tn)

SOUZA et al., 1995
OLIVARES, F. L.

OLIVARES, F. L.
OLIVARES, F. L.
OLIVARES, F. L.

LAMB et al., 1982

CHA etal., 1998

SPAINK et al., 1987
STEIDLE et al., 2001
STEIDLE et al., 2001
STEIDLE et al., 2001
WISNIEWSKI-DYE et
al., 2001

Projeto GENOPAR

Este trabalho
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4.2 Meiosde cultura

* OmeioLB (SAMBROOK et al., 1989 apresenta a seguinte cmposi ¢éo:

Extrato de levedura 50dL
NaCl 10,0 dL
Triptona 10,0 dL

O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH 1mol/L. O meio solido foi obtido a

partir da alicdo de &gar na concentracd de 12g/L. ao meio liquido e denominado LA.

* O meio Terrific Broth (SAMBROOK et al., 18B9) apresenta a seguinte

compasi¢éo:
Extrato de levedura 24,0 dL
Gliceol 4,0mL/L
Triptona 12,0 dL

* OmeioNFb (KLASSEN et al., 1997 apresenta aseguinte amposi ¢é&o:

gramag/Litro
MgSO,.7H,0 2,0 x 10"
NaCl 1,0 x 10"
CaCl, 2,0 x 107
Acido ritrilo triacdico 5,6 x 10°
FeSO,.7H,0 2,0 x 107
Malato 5,0

Biotina 1,0 x 10*
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Oligoelementos gramag/Litro
Na,M00,.2H,0 2,0 x 10°
MnSO,.H,0 2,35 x 10°
H3BO; 2,8 x 10°
CuS0,.5H,0 8,0 x 10°
ZnS0,.7H,0 2,4 x 10"

O meio foi esterilizadoa 125 °C, 1,5atmosfera por 20 minutos. No momento do
uso, foram adicionadaos ao meio NFb, 20mmol/L de NH,Cl e 50 mL de solucéo estéril
de fosfatos (159,7 dL de KH,PO,4 e 17,8 dL de K,HPO,). Quando completo, o meio
apresentou H 6,8 e foi denominado de NFbHPN. O meios Slidos e semi-solido

foram obtidos pela adicéo de agar 15 g/L e 1,75 dL respedivamente, ao meio liquido

O meo TY (SOMASEGARAN & HOBEN, 1994) apresenta a seguinte

Ccompasi G&o:
Triptona 509
Extrato de levedura 3,09
CaCl,.H,0 0,87 g
H,O deionizada 1000mL

O pH do meio foi gjustado para 6.8-7.2, e autoclavado a 125 °C e 1,5 atmosfera
por 20 minutos. Para TY sdlido, acrescentouse 12 g de &ar por litro antes de
autoclavar.

4.3.Antibio6ticos

Os antibidticos utilizados nos meios de cultivo foram: estreptomicina (Sm),
tetradclina (Tc), &ddo nalidixico (Nal), ampicilina (Amp) e gentamicina (Gm). As
solugdes estoque foram preparadas conforme descrito em Sambrook e claboradores
(1989. Os antibidticos foram adicionados aos meios de alltura nas concentragdes

necessarias para cala estirpe (Quadro 3).
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QUADRO 3. CONCENTRACOES DE ANTIBIOTICOS UTILIZADAS DURANTE
O CULTIVO DOS MICRORGANISMOS

Estirpe Antibidtico e Concentracdofinal (ug/mL)
H. seropedicae SMR1 S
H. seropedicae SMR1 (plJ9280) sm*eTc"
H. seropedicae SMR1 (pMP220) sSm®eTc™
H. seropedicae SMR1 (pJBA-132) sm® e Gm>®°
H. seropedicae SMR19 (pKR-C12) sm® e Gm>®
H. seropedicae SMR1 (pAS-C8) sm®e Gm™°
H. rubrisubalbicans HCC103 Nal™
H. rubrisubalbicans M 1 Nal'°
H. rubrisubalbicans M4 Nal'°
R. leguminosarum 8401 Sm*®
A. tumefaciens NT1 (pPNTLR4) Gm™
E. coli (pG09) Amp®°
E. coli (pG09.B6) Amp®e Tc'°

4.4.Condcoes de altivo das microrganismos

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB ou Terrific Broth a 37°C,
sob agitacd® constante de 130 rpm, num periodo ¢ 12 -24 haas. H. seropedicae foi
cultivado em meio NFbHPN a 3(° C, sob agita¢cé constante de 130rpm, num periodo
de 16-24 horas. Para o estudo dh influéncia da composicéo do meio de altura na
produgdo de AHLs por H. seropedicae, esta badéria também foi cultivada em meio
NFbHPN suplementado com 10% de LB ou em meio TY, a 3(° C, sob agitacéo
constante de 130 rpm, num periodo de 16-24 haas. As estirpes de Rhizobium
leguminosarum e Agrobacterium sp foram cultivadas em meio TY a 28 C, sob
agitacd constante de 130rpm, num periodo de 24-36 horas.

Em todos os cultivos foi mantida arelac@® de 1/5 entre o volume do meio e o
volume total do frasco empregado, visando assm, garantir uma aeacdo ided. O
crescimento baderiano foi monitorado a 600 nm usando um espedofotdmetro
Pharmada LKB- Ultrospeclll .
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4.5.Manutencéo das estirpes bacterianas

As estirpes de E. coli foram mantidas vidveis a temperatura de -20°C em
solucéo de glicerol 50%. Para o preparo dcs pré-inéculos, aliquaas de 50-100uL
destas auspensbes foram transferidas para meio liquido contendo antibioticos
adeguados e incubadas a 37°C durante 12-24 haas. As estirpes de H. seropedicae
foram mantidas b mesma cond¢do ou em meio NFbHPN semi-solido ousolido a
temperatura ambiente. As estirpes de Rhizobium e Agrobacterium foram mantidas em

meio TY solido atemperatura ambiente.

4.6.Minipreparacd de plasmideos

O isolamento de plasmidios de E. coli foi redizado pelo método k lise dcalina
(SAMBROOK et al.,1989). O isolamento de plasmidios de H. seropedicae foi
redizado pelo método de lise dcdina (SAMBROOK et al.,1989) ou segundo método
descrito pa KADO & LIU, 1981.

4.7.Clivagem do DNA com enzimas de restri¢éo

Amostras de DNA foram clivadas com 1-2 uridades de enzima de restricdo em
um volume final de reac@® de 25-100 uL, par 2-3 h a 37°C, utilizando-se o tamp&o
mais adequado para aatividade da enzima, conforme indicado pelo fabricante. Ao
sistema de restricéo foi adicionado 1,0 uL de RNAse (10 mg/mL). Apés restricéo, os
fragmentos de DNA foram separados por el etroforese, corados com brometo de dideo
(0,5ug/mL) e visuaizados b luz ultravioleta (SAMBROOK et al., 1989).
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4.8.Transformacéo baderiana
A transformac@ baderianafoi redizada por eletropaacio.

4.8.1. Preparo de células el etrocompetentes
4.8.1.1. Escherichia coli

Um pré-indeulo foi preparado a partir dainoculac@® de uma mlénia isolada de
cdulas de E. coli estirpe DH10B em 5 mL de meio LB. A incubacdo foi redizada a
37 C sob agitac@® de 130 rpm até asaturacéd da altura. Apoés esta éapa, 500 L do
pré-inéculo foram utilizados como inéculo em 40 mL de meio LB, contidos em
erlenmeyer estéril de 250 mL. Este indculo foi incubado a 37° C sob agitacé@®
constante de 130rpm até dingir D.O.g000,5. Em seguida, a allturafoi transferida para
tubos pléasticos de 40 mL, previamente resfriados em gelo, e centrifugada a5.000 rpm
a4° C por 5 minutos em rotor Hitachi n® 23. As células foram lavadas duas vezes, pa
resaupensdo em 40 mL de agua MilliQ estéril gelada (0° a 4° C) e posterior
centrifugacd. Uma tercara lavagem foi redizada pela ressupensdo do pecipitado em
30 mL de glicerol 10% gelado (0° a4 ° C) e cantrifuagacd a 5.000rpm a 4° C por 5
minutos. O sobrenadante foi descatado e o predpitado ressuspenso no dicerol
remanescente (+ 1 mL). As células aiquaadas em volumes de 20 pL foram

armazenadas a—7( C.
4.8.1.2. Herbaspirillum seropedicae

O preparo de céulas eletrocompetentes de H. seropedicae foi igual ao descrito
paraE. coli, exceto que:
1. omeio de cultivo utilizado em todas as etapas foi NFoHPN,
2. aincubacd foi redizada a 3(° C sob agitacd® de 130 rpm até asaturacéd®d da
culturaou até aingir D.O.gp0D0,8

3. Ascdulasforam utili zadas no momento do preparo.
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4.8.2. Eletropaacio
4.8.2.1. Escherichia coli

Uma diquota mntendo 0,52 uL do DNA plasmidia de interesse foi adicionada
a 20-40 uL da suspensdo de céulas eletrocompetentes de E. coli (item 4.8.1.1). Essas
cdulas foram transferidas para uma aibeta de eletroparagdo e submetidas a um campo
glétrico de 4kV, 200Q, 330 uF a fim de permitir a entrada do dasmideo na céula
ApGs a detropaaca, as cdulas foram ressuspensas em 1 mL de meio LB, transferidas
para frascos de alltura de 10 mL e incubadas em estufa a37° C durante 30 minutos.
Aliquaas de 50-100 puL deste materia foram plagueadas em meio LA contendo

antibioticos requeridos para selec@® das transformantes.

4.8.2.2. Herbaspirillum seropedicae

Uma diquota mntendo 0,52 uL do DNA plasmidia de interesse foi adicionada
a 2040 pL da suspensdo de céulas eletrocompetentes de H. seropedicae (item
4.8.1.9. Essas cdulas foram transferidas para uma cubeta de eletropaacéo e
submetidas a um campo elétrico de 2,8k, 20QQ, 330 pF, afim de permitir a entrada
do dasmideo ma céula. Apés a detroparacé, as cdulas foram ressuspensas em 2 mL
de meio NFbHPN liquido, transferidas para frascos de aultura de 10 mL e incubadas
em estufa a30° C durante 12 horas. Aliquaas de 50-100 pL deste material foram
plagueadas em meio NFbHPN sblido contendo os antibi6ticos requeridos para selecé

dos transformantes.

4.9.Deteccd oe AHLs

A produzéo de moléculas de AHLs em H. seropedicae foi detedada amm a
gjuda de 4 plasmideos snsores. Esses plasmideos contém promotores de diferentes

microrganismos, todos ensivels a uma amplafaixa de AHLSs, fusionados aos genes da

proteina verde-fluorescente (gfp) ou da -galadosidase (lacZ) (quadro 2).
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4.9.1. Deteccd pa Microscopia de fluorescéncia

A emissio da fluorescéncia da proteina GFP de aulturas da fase estadonaria
(apds 24-30 haas de aescimento) de H. seropedicae carregando s plasmideos
sensores pASC-8, pKRC-12 oupJBA132 (quadro 2) foi monitorada en microscopio
ZEISS Axiophd. O grupo de filtros utilizado para microscopia fluorescente wnsistiu

de uma banda de excitac@® de 450-490 nm e um filtro supressor a 520 nm.

4.9.2. Deteccd pa medidas da dividade de 3-galadosidase em meio solido

A atividade de B-galadosidase foi monitorada em meio solido. Células de H.
seropedicae SMR1 caregando s plasmideos (1) pMP220 ou (2) plJ9280 foram
crescidas em meio TY sélido contendo 30ug/mL de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galadopyranoside (X-gal). ApGs 24 horas em estufa a 30° C, a dividade de [3-

galadosidase foi detedada pela presencada @loragé azul no meio.

4.9.3. Deteccd pa medidas da dividade de 3-galadosidase em meio liquido

A atividade de B-galadosidase foi monitorada em meio liquido. Aliquaas de
100 pL de ailturas de H. seropedicae SMR1 caregando & plasmideos pMP220
(controle) ou pPlJ9280 foram coletadas apds diferentes tempos de incubacéd® e
transferidas para tubos de plastico de 2 mL. A cadatuboforam adicionados 900 uL de
tampéo Z (60 mmol/L de Na,HPO,.7H,0; 40 mmol/L de Na,H,PO,.7H,0; 10 mmol/L
de KCl, 1 mmol/L de MgSO,.7H,0), 50mmol/L de 3-mercaptoetanad e 0,002R% (p/v)
de SDS. Apés a adicédo de 20 uL de doroférmio, o sistema foi homogenizado e
incubado a 3(° C por 5 minutos. As reagdes foram iniciadas pela ali¢éo escdonada de
200 pL de solucdo de o-nitrofend-f-D-galadopirancsideo (ONPG) (4 mg/mL)
seguida de incubagdo a 3(° C até o aparedmento da wloracdo amarela (20-30
minutos). As rea@es foram interrompidas pela alicdo de 500 pL de Na,CO; (1
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mol/L). A mistura foi centrigugada por 5 minutos a 13.0000 rpm e a leitura foi
redi zada em 420 nm em espectrofotémetro (Pharmada LK B-Ultrospeclll) .

A atividade de 3-galadosidase foi expressa en nmol de ONPG prodwzido pa
minuto pa mili grama de proteinatotal cdculada pela seguinte formula:
Atividade espedfica= (D.0.420 X 428/T x V X [proteina)

Sendo, D.0.450 a dsorbéncia da mistura de reac® a420nm. O valor de 428 é
um fator obtido a partir 0 coeficiente de adsortividade para o o-nitrofena (3973 L
mol™* cm™) (BEMILLER et a., 1993, do wlume da reac® de 1,7 mL e o caminho
optico de 1 cm. T corresponde a tempo da reac® em minutos e V, ao vdume de
cultura utilizado no ensaio (0,1 mL). [proteina] € a o©ncentragdo de proteina

determinadaem mg/ mL.

4.9.4. Deteccd de AHL s por Cromatografia em camada delgada (TLC)

49.4.1. Extrac® de AHLs

As moléaulas de AHL s foram extraidas segundoSteidle ecolaboradores (2001).
Células de R. leguminosarum estirpes 8401 e A789 foram cultivadas em 100 mL de
meio TY até uma densidade éptica a600 nm de 0,7-1,0. Células de H. seropedicae
SMR1 foram cultivadas em 200 mL de meio NFbHP até uma densidade 6ptica a600
nm de 1,2. As cdulas foram removidas por centrifugacé (5000 gdurante 10 minutos)
e @& moléaullas de AHLs presentes no sobrenadante foram extraidas com
cloroformio:metanol (97,52,5 Wv) na propor¢éo de solvente:sobrenadante de 10:100
viv. ApGs trés etapas consecutivas de extragdo, o solvente foi evaporado sob fluxo
continuo ce ar em capela. Os extratos foram ressuspensos em 100 pL de aetato de

etila eutili zados nas andlises por TLC.
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4.9.4.2. Cromatografia em camada delgada (TLC)

AHLs foram analisadas por TLC segundoShaw e colaboradores (1996) usando
A. tumefaciens NTL/pNTLR4 (CHA et al.,1999 como estirpe sensora. Extratos do
sobrenadante das culturas foram aplicados em placa de TLC de Fase Reversa (RP18)
(Merck). O volume de &licagédo variou de 3-10 pL para os extratos de R.
leguminosarum e de 10-30 YL para os extratos de H. seropedicae. As amostras foram
separadas utilizando 60% (v/v) de metand em agua como fase movel. A plaa foi
removida do tanque cromatografico no momento em que o solvente aingiu 2 cm do
topo e secasob fluxo continuo e a em cgpela por 15 minutos. A visualizagé das
AHLs foi redizada pela sobreposicéo das placas de TLC com uma fina camada de
meio sblido TY contendo 40 pg/mL  de 5-bromo-4-cloro-3-inddil--D-
gaadopiranosideo (X-Ga) e semeado com a estirpe sensora A. tumefaciens
NTL/pNTLR4 (CHA et al.,1999.

4.9.5. Detecc@® de AHLSs nos provaveis mutantes

A detecc® de AHLs nos provaveis mutantes ATmutl a ATmutl5foi redizada

através de aomatografia en camada delgada como descrito adma (item 4.9.2.

4.10. Curvade aescimento

O crescimento pgouladonal de H. seropedicae SMR1 foi acompanhado pela
medida da densidade Optica em 600 nm. Iniciamente, 1 mL de um pré-incéculo,
preparado como descrito em 4.8.1.1 foi utilizado como inéculo em 100 mL de meio
NFbHP contidos em erlenmeyer estéril. A cultura resultante foi subdvidido em 20
aliquaas de 4 mL, adicionados a frascos de vidro de 20 mL devidamente identificados
eincubados a 3(P° C sob agitacgo constante de 130 rpm. A cada duas horas dois frascos

eram removidos e tinham a densidade Optica da ailtura determinada em



49

espedrofotdometro (Pharmada LKB-Ultrospec Ill), os quais eram descartados apds a

leitura. O crescimento popuadonal foi acompanhado durante 13 haas.

4.11. Determinacio da mncentracé de proteinas

A concentragdo de proteinas das amostras de H. seropedicae foi determinada
pelo método de Lowry et al. (1951). Células foram lisadas pela alicdo de 100 pL de
NaOH 1 mol/L a 100 pL de aultura. Apés 30 minutos de incubac® a temperatura
ambiente, adicionau-se 1 mL de solugédo contenda 1 mL de sulfato de wbre 2% (p/v),
1 mL de tartarato de potasso 4% (p/v) e 98 mL da solugéo de hidréxido de sddio 0,1
mol/L dissolvido em bicarborato de sddio 2% (p/v). A mistura foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 puL do reagente
de Folin (Laborclin) 1 mol/L sob agitacé constante em vortex e aleiturafoi redizada
ap6s 15 minutos em espedrofotébmetro a 660 M. Uma aurva padrdo foi construida a

partir de uma solucédo estoque de dbuminade soro bovino 1 mg/mL.

4.12. Busca de genes envolvidos na sintese de AHLs em Herbaspirill um
seropedicae

A busca de genes envolvidos na sintese de AHLs foi redizada dravés de
pesquisa em um banco de dados desenvalvido pelo projeto genoma de H. seropedicae
estirpe SMR1 (nfn.genopar.org). Para a onstrugcdo deste banco de dados, as
seqiéncias de nucleotideos obtidas a partir de uma biblioteca gendmica de H.
seropedicae sdo traduzidas e analisadas pelo programa BlastX quanto ao grau de
similaridade com seqiiéncias de proteinas de diferentes microrganismos depositadas no
banco de dados GenBank.

Atualmente, so conheddas quatro familias de proteinas com cgpaddade de
dirigir a sintese de moléaulas de AHLs em badérias gram negativas. A mais comum e
utili zada pela maioria das bactérias que sintetizam AHLs é uma enzima do tipo Luxl.
Porém, algumas bactérias possuem AHLs sntases que néo estdo reladonadas com a

sequéncia das enzimas tipo Luxl. Estas incluem LuxLM, AinS e HdtS. Assm, na
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busca de genes que possam dirigir a sintese de AHLs em H. seropedicae, as palavras
chave utili zadas foram:

« luxl e seus homdlogos: ahyl, asal, tral, cepl, cvil, eagl, expl, edl, sdiA,
oprl, esal, lasl, rhil, ptel, pzyl, soll, rail, cerl, swrl, vanl, yenl, ypel, ypsl,
ytbl, yukl;

e |uxLM;

e an§

* hdse

 homoserinaladona

4.13. Andlise das seqiiéncias de nucleotideos do provavel gene envolvido ra
sintese de AHL s em Herbaspirillum seropedicae

As qléncias de nucleotideos ®ledonadas do banco de sequiéncias do projeto
genoma de H. seropedicae, foram analisadas quanto a presenca de provaveis regides
codificadoras de proteinas (ORFs) pelo programa ORF  finder

(www.nchbi.nim.nih.govgorf/orfig.cgi). As <qiéncias de nucleotideos foram

tradwzidas e dinhadas com a seqiéncia de aminoaddos de proteinas similares
depaositadas no kanco de dados GenBank pelo programa BlastP (ALTSCHUL et al.,
1997. As <=qiéncias de interese foram ainhadas pelo programa ClustaW
(THOMPSOM et al., 1997. A presencade provaveis regides codificadoras de proteinas
(ORFs) foi analisada pelo programa FramePlot 2.3.2 (ISHIKAWA & HOTTA, 1999).
Provaveis promotores, sitios de ligacé de ribossomo, sitios operadores e terminadores
de transcricdo foram identificados visualmente, utilizando seqiéncias consenso

descritas na literatura.
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4.14. Andli se topoldgicade proteinas

A seqiéncia de aminoaddos das proteinas de interesse foram analisadas pelo
progtama ORF finder quanto a presenca de dominios conservados
(www.nchi.nim.nih.govgorf/orfig.cai). O perfil de hidrofobicidade destas proteinas
foi andisado pelo programa TMPRED (HOFMANN & STOFFEL, 193). As
estruturas seaundarias de regifes transmembrana foram preditas pelos programas
TMpred, TMHMM (SONNHAMMER et al., 1998 e SOSUI (HIROKAWA et al.,
1998. A presencade peptideo sinal foi analisada pelos programas TMpred e SOSUI e
SignalPV 1.1(NIELSEN et al., 1997.

4.15. Selec® de dones contendo genes envolvidos na sintese de AHLS para
construgé de mutantes

Baseados nos resultados de similaridade gontados na pesquisa acma (4.12) e
andli se dos clones presentes no banco de genes do projeto genoma de H. seropedicae,
o clone HSO5-HM-019G09 foi seledonado para mnstrugéo de uma estirpe mutante.
Este done contém um inserto de goroximadamente 1,2 kb do DNA cromossomal de H.
seropedicae clonado no pasmideo vetor pUC18. Neste trabalho, o plasmideo HS05
HM-019G09 foi denominado pGO09.
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4.16. Sequenciamento de DNA

O sequiienciamento de DNA foi utilizado para @nfirmaga: 1) da presenca dos
genes de interesse nos plasmideos sledonados no kanco de genes de H. seropedicae e
2) das regides de insercédo do transposon o DNA avo. As amostras de DNA
plasmidial foram sequenciadas pelo método de terminacd® de cadeia por
didesoxiribonucleotideos (SANGER et al., 1977, em Sequenciador Automético de
DNA Modelo 377 da ABI PRISM utilizandose o kit DYEnamic ET (Amersham

Biosciences).

4.17. Mutagénese

O DNA plasmidial pG09 foi isolado (4.6.1) e submetido a insercéo aeaodriain
vitro de um transposon resistente a tetradclina aravés do kit de mutagénese
EZ:TN™<TET-1>, segurdo arientacdes do fabricante (EPICENTRE reagents & Kits
for Genomics, Proteomics and RNA Research). A selec@ dos plasmideos contendo o
transposon foi redizada em células de E. coli DH10B cultivadas em meio sdlido LA
contendo 10 pg/mL detetradaclina.

A mutagénese foi redizada por inativac@, através de recombinacéd homodloga
com do DNA cromossomal de H. seropedicae com o plasmideo pG09B6 (hdtS::Tn).
Para tal, este plasmideo foi transferido para H. seropedicae SMR1 através de
eletropaacd (item 4.8.2.2, e asdec@ dos clones de interesse foi redizada pela
resisténcia atetradclina conferida pelo transposon inserido o cromossoma de H.
seropedicae SMR1, em meio NFbHPN contendo 1Qug/mL do antibiético.

4.18. Purificac@® de DNA cromossomal de Herbaspirillum seropedicae

Aliqudas de 3,0 mL de uma alltura saturada de céulas de H. seropedicae
foram centrifugadas por 1 minuto a 13.000 rpm em centrifuga. ApOs descarte do

sobrenadante, o predpitado foi ressuspenso em 500 pL de tampédo TES (50 mmol/L de
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Tris-HCI pH 8,0, 20 mmol/L de EDTA pH 8,0 e 200 mmol/L de NaCl). Em seguida,
as cdulas foram tratadas com 100 pg/mL de lisozima durante 1 hora a3 C. ApGs
este periodo, foram adicionados 50 uL de SDS 10% e incubados a 6(° C por 30
minutos. Ao lisado cdular, foram acrescentados 200 pg/mL de pronase E, seguido de
incubacd a 37° C durante 24 toras. A desproteinizacd foi redizada pela adicéo de
500 pL de fendl:cloroférmio:écool isoamilico em 3 etapas subsequentes. O DNA foi
predpitado pela aicdo de 2 vdumes de d@anol 95% e incubacdo pa 30 minutos a
temperatura ambiente. Apés centrifugacé a 13.000rpm por 20 minutos, o predpitado
foi lavado com 1 mL de dand 80%. O predpitado foi seco em bomba de vaauo e
ressupenso em agua ultrapura suficiente para asua solubilizac&o (aproximadamente
200pL).

4.19. Hibridizac&® de DNA

A confirmagcdo da insercdo e da locdizagc® do transposon no DNA
cromosomal de H. seropedicae foi redizada por hibridizac®. O DNA total das
provaveis estirpes mutantes foi isolado como descrito adma, digerido com enzimas de
restricdo e submetido a ensaios de hibridizaggo. O DNA-sonda utilizado foi o
plasmideo pG09.B6. Esta andlise permitiu verificar se a insercdo no DNA

cromossomal ocorreu pa simples ou dupa permuta.
4.19.1Transferénciade DNA

Amostras do DNA cromossoma da estirpe selvagem SMR1, dos provaveis
mutantes e 0 DNA do dasmideo pG09B6 foram digeridas com a endoniclease de
restricédo Nrul e submetidas a detroforese em gel de agarose (0,7%) em tampéo TBE.
Os fragmentos de DNA foram transferidos por capilaridade ou a vaauo (utili zando o
sistema VacuGeneTM XL da Amersham Pharmada Biotedh) para uma membrana de
nylon Hybond™-N+ (Amersham Pharmada Biotech). O gel foi tratado

sucessvamente com a solucdo de depurinizacdo (0,25 mol/L de HCI) por 10 minutos,
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com a solucdo de desnaturacdo (1,5 mol/L de NaCl e 0,5 mol/L de NaOH) por 15
minutos, com a solugéo de neutralizacé (1 mol/L de TrispH 7,5e 1,5mol/L de NaCl)
por 15 minutos e finalmente com a solucéo de transferéncia SSC 20X (3 mol/L de
NaCl e 0,3 mol/L de dtrato trissddico pH 7,2) por 20 minutos. O DNA foi fixado a

membrana por exposi¢éo aluz ultravioleta (312 nm) por 5 minutos.
4.19.2Pré-hibridizacé®

Visando impedir a alsor¢cé inespedfica da sonda a membrana, esta foi
submetida a uma pré-hibridizac® por 15 minutos a 65°C com solucé bloqueadora
contendo SDS 5% de tampéo fosfato 0,5M e 200 ng/mL de DNA de eperma de
salméo (Sigma Chemicd Company) sonicado e desnaturado pa 4 haasa60° C.

4.19.3Marcacd® dasonda

O DNA sonda utilizado para @nfirmar ainsercéo do hdtS::Tn no cromossoma
da estirpe SMRL1 de H. seropedicae foi 0 plasmideo pG09.B6 clivado com a enzima de
restricg Nrul e marcado radioativamente om [a*?P]dCTP. A marcago foi redizada
como descrita por Sambrook e @laboradores (1989. Cercade 40 ngdo DNA sonda
foi desnaturado em banhode gua a1l00® C durante 5 minutos e mantido em banho &
gelo pa 5 minutos. Em seguida, foram adionados 5 pL de tampdo OLB (250 nmol/L
de TrissHCI — pH 8,0, 25 mmol/L de MgCl2, 5mmol/L de 3-mercaptoetanal, 1 mol/L
de Hepes, 2 mmol/L dos dNTPs. dATP, dGTP, dTTP e dCTP e 1 mg/mL de
oligontcleotideos), 1 pL de BSA 10 mg/mL, 2 pL de [a®**P]dCTP (10 pCi/pL) e 2,5U
de fragmento Klenow da DNA padlimerase num volume final de 25 pL. O sistema foi
incubado por 12 horasa 3C° C.

4.19.4Hibridizac®
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O DNA-sonda marcado com[a**P]dCTP foi desnaturado pa agquedmento (95-
10C°C por 5 minutos), imediatamente resfriado em banho de gelo e alicionado a
membrana pré-hibridizada. A mistura de hibridizac® foi entdo incubada durante 24
horas a 65°C, com agitacd continua (0,5-1 rpm). Passado este periodo, a membrana
foi lavada em condcéo de dta estringéncia[SSC 0,1 X, SDS 0,1% (p/v) a 65°C por 30
minutos] e visudizada @m Molealar Dynamics Phospholmager (Amersham
Biosciences).

4.20. Amplificac® doDNA cromossomal dos provaveis mutantes

A amplificac® do DNA foi redizada pela témica da reacé¥ em cadeia da
poimerase (PCR) (KOCHER & WILSON, 1991). Para tal, o sistema de reac®
continha groximadamente 10 ng & DNA cromossomal da série de mutantes (item
4.18), tampdo de PCR 1 x (20 mmol/L de Tris-HCI pH 8,4 e 50 mmol de KCl), 0,2
mmol/L de dNTPS, 10 pmol de cada primer “Forward” e “Reverso” (EPICENTRE
reagents & Kits for Genomics, Proteomics and RNA Reseach), 1,5 mmol/L de MgCl,, 1,0
uL de Taqg DNA pdimerase (purificada no Laboratorio de Fixacd de Nitrogénio -
UFPR) e agua ultrapura g.s.p. para 25 L. Este sistema foi submetido a umareazéo de
PCR que consistia dos sguintes pass: 1 ciclo de 94° C por 2 minutos e 35 ciclos de
94° C por 30 segundbs, 52 C por 30 segundas e 72° C por 1,5 minuto.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

A detecc® de AHL em diversos organismos é freqlentemente redizada dravés
da utilizac® de plasmideos que mntém promotores sensores de AHL fusionados aos
genes reporter gfp ou lacZ (SHAW et al., 1997 MCCLEAN et al., 1997; ANDERSEN
et al., 20Q). Por responcerem a uma ampla faixa de AHLs e permitirem a rgpida
triagem dos microrganismos, quatro destes sensores, pPKR-C12, pAS-C8, pJBA132 e
plJ9280(Quadro 2), foram utili zados na deteccd de AHLSs em H. seropedicae. O uso
de vérios ®nsores € indicado pa permitir a detecc® de moléculas com diferentes
tamanhos e caaderisticas estruturais.

O plasmideo sensor pKR-C12 contém uma fuséo traduciona do gene lasB de
Pseudomonas aeruginosa com o gene gfp(ASV), que adifica aproteina Gf pmut3*
(RIEDEL et al., 2001). Estaforma mutante da proteina GFP emite fluorescéncia numa
intensidade 21 vezes maior e é degradada mais rapidamente que ado tipo selvagem, o
gue mnfere vantagens em ensaios de detecc®. Este plasmideo contém o gene lasR,
gue mdifica aproteina receptora de 3-O-C,,-HSL, sob controle do promotor lac. Este
sistema sensor € mais ensivel a 3-0O-C;,-HSL e, com menor sensibilidade aAHLs de
cadeia longa (3-O-Cy-HSL, CioHSL e C;»-HSL). O sensor pAS-C8, é baseado no
sistema CepRI de Burkholderia cepacia. O gene gfp(ASV) esta sob controle do
promotor cepl, enquanto o ativador de transcricdo cepR € aontrolado pelo promotor
lac. Este sensor é bastante sensivel a 3-O-Cg-HSL, sendo também, com menor
eficiéncia, estimulado pa C;-HSL, 3-O-C;-HSL, Ce-HSL, C;-HSL E 3-O-Cy-HSL
(RIEDEL et al., 2001). O plasmideo pJBA132, contém o gene IuxR de V. fischeri
expres constitutivamente e os promotores dos genes luxR e luxl fusionados ao gene
ofp(ASV) (STEIDLE et al., 200)). Este plasmideo sensor apresenta dta sensibili dade
a 3-O-Cg-HSL. mas também responce a vérias outras moléaulas de AHLs
correladonadas (ANDERSEN et al., 200).

Células de H. seropedicae SMR1 foram transformadas com os plasmideos
sensores pKR-C12, pAS-C8 ou pJBA132 e aaisadas por microscopia de

fluorescéncia (item 4.9.1). Apesar destes snsores responcerem com variado gau oe
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sensibilidade auma ampla variedade de moléculas de AHLs (RIEDEL et al., 2001,
STEIDLE et al., 2001), nenhum sinal positivo da expressdo da proteina GFP foi
detedado.

Andlises funcionais utilizando estes plasmideos como sensores tém sido
amplamente utili zadas na detec¢c® de moléaulas de AHLs produzidas em diferentes
microrganismos. Entretanto, Riedel e alaboradores (2007) ao testarem a sensibili dade
de pKR-C12 e pAS-C8 a diferentes moléaulas de AHLs, em estirpes AHL negativas
de P.aeruginosa e B. cepacia, mostraram que o perfil na emissiio da fluorescéncia €
estirpe dependente. Em B. cepacia H111-I, pKR-C12 exibiu menor sensibili dade por
3-OH-C;»-HSL que em P. aeruginosa PAO1-JP2. Quando testada com C,»-HSL a
estirpe H111-l foi sensivel, enquanto PAO1-JP2 foi insensivel, mesmo em altas
concentragdes desta AHL. Além disso, alguns microrganismos podem produzir sinais
gue ndo sdo detedaveis pelo sensor ou poam produzir moléaulas em concentragdes
abaixo dcs niveis de detec@o do sensor (SHAW et al., 197). A moduagio da
produgéo de AHL por outros circuitos regul atorios e também pelo meio e condicdes de
cultivo da badéria, podem influenciar na quantidade de moléculas produzidas
necessrias para adeteccéo pelo sensor (CHA et al., 1998 PEARSON et al., 1994
SHAW et al., 197).

Desta maneira, as auséncias de sina obtidas com estes plasmideos n&o
permitem concluir se H. seropedicae SMR1 produz ou réo moléaulas de AHLS, pois o
resultado negativo poderia ser conseqiéncia de limitagfes inerentes atécnica

A produwgédo de AHL em H. seropedicae foi entdo investigada dravés do
monitoramento da atividade de B-galadosidase do plasmideo plJ9280.Este plasmideo
contém o promotor do gene rail de R. leguminosarum fusionado ao gene lacZ. O gene
rail € responsavel pela sintese de Cge-HSL, C,-HSL, Cg-HSL e 3-OH-Cg-HSL.
Wisniewski-Dyé e colaboradores (2001) testaram a expressio de rail-lacZ mediante
adicdo de véarias moléaulas de AHLs em A. tumefaciens C58(plJ9280) e observaram
maior indugdo com 3-OH-Cg-HSL. Menores niveis de expressio foram obtidos com 3-
O-Cg-HSL e 3-OH-Cy41-HSL e nenhuma indugéo foi obtida com Cg-HSL, C,-HSL,
Cg-HSL ou 30-Cs-HSL.
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Durante os testes de indugéo de aulturas sturadas de cdulas de H. seropedicae
SMR1 transformadas com o plasmideo plJ9280 (item 4.8.2.9, foi posdvel detectar a
expressio de rail-lacZ através da wloracd® aaul, decorrente da hidrélise da X-gal

presente no meio de cultivo (Figura 9).

FIGURA 9. DETECCAO DE AHL EM Herbaspirill um seropedicae PELO SENSOR
rail-lacZ.

Céulas de H. seropedicae SMR1 caregando os plasmideos (1) pMP220 ou (2) plJ9280 foram
semeadas em meio NFbHP solido contendo 30 pg/mL de X-ga (item 4.9.2. Ap6s 24 haas de
incubacd a 30° C, H. seropedicae SMR1(plJ9280) desenvolveu coloragéo azul.

A expressio do pomotor rail em H. seropedicae também foi acompanhada pela
medida dos niveis de dividade de (B-galadosidase em meio NFbHP liquido, em
diferentes tempos de incubacéo (item 4.9.3. A atividade de -galadosidase em H.
seropedicae(plJ9280) foi crescente, alcancando o valor méximo de 845 nmol de o-
nitrofenal/minuto/miligrama de proteina gpds 10 horas de crescimento (densidade
Optica a600 nm de 1,7) (Figura 10). Esta dividade foi aproximadamente 7 vezes
maior que no sistema ntrole, contendo apenas o vetor pMP220. O crescimento
popuadonal de H. seropedicae foi acompanhado pela medida da densidade opticaem
600 nm. A figura 11 apresenta a adlise smulténea da expressdo da fusdo rail:lacZ

em H. seropedicae e sua aurvade aescimento.
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Estes resultados sugerem:

1. aprodugéo de AHLs cgpazes de aivar o promotor rail de R. leguminosarum em
H. seropedicae.

2. a «isténcia de um ativador de transcricéo sensivel a AHLs em H. seropedicae
capazdeinteragir com o promotor rail de R. leguminosarum;

3. entre & AHLs candidatas encontram-se 3-OH-C8-HSL, 3-O-C8-HSL e 3-OH-
Cl14-HSL.

FIGURA 10. ATIVACAO DO PROMOTOR rail de Rhizobium leguminosarum EM
Herbaspirill um seropedicae
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A expressio de rail-lacZ foi monitorada pela medida dos niveis da dividade da enzima [3-
galadosidase (item 4.9.3. O plasmideo vetor pMP220foi empregado como controle.
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FIGURA 11.EXPRESSAO DE rail-lacZ EM Herbaspirillum seropedicae

1000 + T2
I= 800
= +15 -
S & 600 c
S o o
28 13
o O ©
= g 400 - . : @)
S —i— Atividade beta-galactosidase Q
o E + 0,5
S 200 +
g —e— Curva de Crescimento

0 1 1 1 1 1 1 1 1 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (horas)

A expressio de rail-lacZ foi analisada pela medida dos niveis da dividade de -galactosidase durante
do cultivo da estirpe SMR1 de H. seropedicae carregando oplasmideo plJ9280 (item 4.9.3. A curva
de aimento pgoulacional foi monitorada a600nm (item 4.10).

5.1.Perfil de AHLs produzidas por H. seropedicae

Entre muitas badérias gram-negativas que utili zam sistemas de sensoriamento
popuadonal modulados por AHLS, € cmmum a produgédo de multiplas moléaulas de
AHLs (WINSON et al., 1995 ROSEMEYER et al., 1998). Para o estudo do perfil de
AHLs produzidas por um determinado aganismo, estas moléalas podem ser
separadas por Cromatografia em Camada Delgada (TLC) e detedadas com o auxilio
de plasmideos ®nsores.

Em H. seropedicae SMR1, moléculas de AHLs foram separadas atravées de
TLC evisualizadas utili zando A. tumefaciens NT1(pNTLR4) (CHA et al., 1998 como
sistema de detecc@, conforme descrito noitem 4.9.4. O plasmideo pPNTLR4 contém
uma fusdo traG::lacZ, cuja expressdo requer o ativador transcricional TraR e uma
AHL. A estirpe NT1 ndio prodwz sua propria moléaula de AHL, mas o reporter

traG::lacZ poce ser indwzido pela suplementac® com AHL exogena. Nos locas
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contendo ocomposto ativo que migrou ra placade TLC séo visualizadas bandas azuis
resultantes da hidrélise do croméforo X-Gal, caalisada pela enzima (3-galadosidase
expressa apartir dafusdo reporter traG:: lacZ.

A edtirpe 8401 & R. leguminosarum foi utilizada como controle positivo nas
andlises par TLC. Esta estirpe ndo contém o plasmideo simbiético pRL1J1, gwe
caregaos genestral erhil resporsaveis pelaproducdo de moléaulas de AHLs. Porém,
esta estirpe prodwz pelo menos cinco dferentes AHLS sntetizadas por outras duas
sintases, Rail e Cinl, locdizadas em outras regides do genoma, fora do dasmideo
pRL1J1 (LITHGOW et al., 200Q. O gene rail, localizado em um grande plasmideo
nativo, codifica aproteina Rail que éresporsavel pela sintese de Cg-HSL, C;-HSL, Cs-
HSL e 3-OH-Cg-HSL. O produto do gne cinl, locdizado no cromossoma desta
badéria, sintetiza3-OH-Cy41-HSL.

Um extrato contendo, passiveis moléaulas de AHLs produzidas por H.
seropedicae foi obtido a partir do sobrenadante de alturas em meio minimo NFbHP e
com D.O.goam 1,2 (item 4.9.4. As moléculas de AHLs prodwzidas por R.
leguminosarum 8401 foram extraidas e utilizadas como referéncia. Os extratos foram
separados em placa de TLC e reveladas com o sistema de detecc® A. tumefaciens
NT1(pNTLR4) (item 4.94.2). Nestas condicdes, 0 sistema de deteccéo traG-lacZ de
A. tumefaciens revelou apenas o padrdo de moléaulas prodwzidas pela amostra
controle, R. leguminosarum 8401 Nenhum composto cgpaz de estimular a atividade
de B-galactosidase do sensor foi detedado noextrato de H. seropedicae SMR1 mesmo
utili zando-se 30 UL de extrato (Figura 12).

Por apresentar uma maior produgéo de AHLs (Fig. 11), optou-se pela utili zag&o
de extratos de aulturas de H. seropedicae SMR1 com D.O. goonm de 1,6 pra extracé
dessas moléaulas. Ap6sa TLC, foi detedado um composto com Rg de migragé igual
a 0,375, capaz de induzir a expressio da fusdo traG-lacZ de A. tumefaciens. Este
composto foi denominado AHL-I e comigrou com 3-OH-Cg-HSL de R
leguminosarum. Nenhum sinal foi detedado noextrato dbtido a partir do meio NFbHP

estéril (controle negativo) (Figura 13).
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FIGURA 12. DETECCAO DE AHLs POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA
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R. leguminasarum 8401 foi cultivado em meio TY até D. O.s00 m de 0,8. H. seropedicae SMRL1 foi
cultivado em meio NFbHP até D. O.g00 m de 1,2 (item 4.4). AHLSs extraidas a partir do sobrenadante
destas culturas (item 4.9.4.) foram separadas por TLC e reveladas pelo sistema de detec@o A.
tumefaciens NT1(pNTLR4) (item 4.9.4.9.

1- 10 yL de extrato de R. leguminosarum 8401 (controle positivo);

2,3e4-10, 20e 30 L de extrato de H. seropedicae SMR1, respectivamente;

5- 30 yL de extrato equivalente a100mL de meio NFbHP estéril (controle negativo).

FIGURA 13. DETECCAO DE AHLs PRODUZIDAS POR Herbaspirillum
seropedicae
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R. leguminasarum 840QL foi cultivado em meio TY até D. O.s00 m de 0,8. H. seropedicae SMRL1 foi
cultivado em meio NFbHP até D. O.g00 m de 1,6 (item 4.4). AHLSs extraidas a partir do sobrenadante
destas culturas (item 4.9.4.) foram separadas por TLC e reveladas pelo sistema de deteccdo A.
tumefaciens NT1(pNTLR4) (item 4.9.4.9.

1- 30 uL de extrato equivalente a100mL de meio NFbHP estéril (controle negativo);

2- 3 UL de extrato de R. leguminosarum 8401 (controle positivo);

3- 30 UL de etrato de H. seropedicae SMR1.
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Com o obetivo de monitorar a producéo de AHL através de TLC foram
utili zadas culturas de H. seropedicae SMR1 cultivadas em meio NFbHPN e am
diferentes densidades 6pticas (item 4.4). Somente extratos obtidos a partir de aulturas
em ata densidade popuadona (D.O. g de 1,6) continham moléaulas de AHL
cgpazes de divar o sistema sensor A. tumefaciens(pNTLR4) (Figura 14). O
crescimento popuacional de H. seropedicae foi acmmpanhado pela medida da
densidade dpticaem 600 nm (item 4.10 e pela dosagem de proteina total (item 4.11)
das amostras (Figura 14). Da mesma forma que o observado com a fusdo rail-
lacZ(pl J9280), estes resultados também sugerem que a producédo de AHL por H.

seropedicae esta relacionada com sua densidade populadonal.

FIGURA 14. CURVA DE CRESCIMENTO DE Herbaspirillum seropedicae
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A. H. seropedicae SMR1 foi cultivado em meio NFbHP até D. O.g00 m de 1,6 (item 4.4). AHLs
extraidas a partir do sobrenadante destas culturas (item 4.9.4.7) foram separadas por TLC e reveladas
pelo sistema de deteccéo A. tumefaciens NT1L(pNTLR4) (item 4.9.4.2.

1- 30 uL de extrato de H. seropedicae SMR1 cultivado em meio NFbHP até D.O.0 de 0,32

2- 30 yL de extrato de H. seropedicae SMR1 crescidoem meio NFbHP até D.O.gp0 de 1,2

3- 30 pL de extrato de H. seropedicae SMR1 crescido em meio NFbHP até D.O.g00 de 1,6

B. H. seropedicae foi cultivado em meio NFbHP (item 4.4). A densidade ¢tica en 600 nm (barras
vermelhas) (item 4.17) e da dosagem de proteinatotal (linha aul) (item 4.11) foram determinadas em
diferentes tempos de aescimento domicrorganismo.
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5.2.Influéncia do meio de alltura na producédo de AHLs por Herbaspirillum
seropedicae

Como aprodugéo de AHL s € um proces altamente dependente da compasicéo
domeio de altura (CHA et al., 1998, PEARSON et al., 1994 SHAW et al., 1997), o
perfil de AHLs produzidas por H. seropedicae foi também anali sado em outros meios
de aultura. Paratal, células de H. seropedicae SMR1 foram cultivadas em meio TY ou
NFbHP suplementado com 10% de LB (item 4.4). Nos extratos ohtidos a partir dessas
culturas, foi revelado um novo composto com migracd mais rapida que ade AHL-I, e
este composto foi denominado AHL-II (Figura 15). No entanto, um sinal inespedfico
foi detedado ncs extratos 2 e 3 (controles), oktidos a partir de NFbHP suplementado
com 10% de meio LB e em meio TY, respectivamente. Este sinal, sobreposto ao sina
para AHL-1 e ndo detedado em extratos obtidos em meio NFbHP, é provavelmente
deaorrente de compostos (AHLSs ou néo) com cagpaddade de ativar o sistema sensor
presentes no proprio meio de adltura. Wisniewski-Dyé e mlaboradores (2001) também
relatam a presencade sinais inespedficos nos extratos de R. leguminosarum cultivados
emmeoTY.

Diferentes autores tém usado meio minimo para producédo de moléaulas de
sensoriamento  pqouladona e a atracd € freqlentemente redizada na fase
exporencial de aescimento ou inicio da fase etadonaria (CHA et al., 1998
PEARSON et al., 1994 SHAW et al., 1997). Os resultados tém demonstrado qie
privacd® nuriciona e a densidade populadona sdo monitoradas pelas cdulas e
determinam o momento de inicio da fase estadonaria. Em P. aeruginosa, a produgéo
de um autoinduor é detedada em meio minimo contendo células no final da fase
exporencial (PEARSON et al, 1994). Foi também relatado que aconcentracéo deste
autoinduor é muito maior na fase logaritima de aescimento do que na fase
estadonaria (PEARSON et al, 194). As razdes para esta diferenca no estagio de
crescimento sdo desconheddas. Eberhard (1972) detectou a presenca de um inibidor
da produgéo de AHLs quando V. fischeri foi cultivado em meio complexo e que nunca

foi detedado em culturas em meio minimo.
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Pode-se entéo supor que em H. seropedicae, meios de aulturas complexos como
TY e LB influenciam a producéo de AHLSs através do favoredmento do aumento da
sua densidade populadonal. Entretanto, o padréo de AHLs diferenciado pale ser
consegiiéncia da presenca de algum compaosto presente nos meios de aultura capaz de
influenciar a sua producéo. Os resultados sugerem que H. seropedicae produz pelo
menos duas moléculas distintas de AHLs. A presenca de multiplos snais pode ser
devido a «isténcia de mdltiplos sstemas de sensoriamento popuacional ou

prodwzidos por umaunicaAHL sintase.

FIGURA 15.DETECCAO DE AHLS FRODUZIDAS POR Herbaspirill um seropedicae EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA.
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R. leguminosarum 840l foi cultivado em meio TY até D.O.g00 m de 0,8 (item 4.4). H. seropedicae
SMR1 foi cultivado em meio NFbHP, em meio TY e en meio NFbHP suplementado com 10% de
meio LB até D.O. 00 m 1,6 (item 4.4). AHLs extraidas a partir do sobrenadante destas culturas (item
4.9.4.) foram separadas por TLC (item ) e reveladas pelo sistema de deteccdo A. tumefaciens
NTL1(pNTLR4) (item 4.9.4.9.

1- 30 yL de extrato equivalente a100mL de meio NFbHP estéril (controle negativo);

2- 30 UL de extrato equivalente a 100 mL de meio NFbHP suplementado com 10% de meio LB
(controle negativo);

3- 30 uL de extrato equivalente a100mL demeio TY estéril (controle negativo);

4- 3 pL de extrato de R. leguminosarum 8401 (controle positivo);

5, 6 e 7- aplicado 5 10 e 20 pL de etrato de H. seropedicae SMR1 cultivado em meio TY,
respedivamente;

8, 9e 10 - aplicado 5,10e 20 pyL de extrato de H. seropedicae SMRL1 cultivado em meio NFbHP
suplementado com 10% de meio LB, respectivamente.
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5.3.Detecc® de AHLs em diferentes estirpes de H. seropedicae e H.
rubrisulbalbicans

O tipo de moléaulas de AHL s produzidas por uma determinada espécie pode ser
estirpe dependente, pa refletir os diferentes ambientes que @ estirpes individuais
colonizam (EBERL, 1999. Desta forma, diferencas no padrédo de moléaulas de AHLs
prodwzidas por estirpes de H. seropedicae e H. rubrisubabicans foram investigadas.
Extratos obtidos a partir dos brenadantes das estirpes SMR1 e HRC54 de H.
seropedicae e HCC103,M1 e M4 de H. rubrisubalbicans cultivadas em meio NFbHP
(item 4.4) foram separados em TLC e reveladas com o sistema de deteccd A.
tumefaciens(pNTLR4) (item 4.9.42). Um Unico sinal com migracdo similar a AHL-I
foi detedado em todas as amostras anali sadas (Figura 16). Nenhum sinal adicional foi
detedado res estirpes anali sadas.

Embora se tenha observado o mesmo perfil cromatografico pera todas as
estirpes analisadas, ndo se pode deixar de ansiderar ainfluénciado meio de culturana
producéo de AHLSs pelas estirpes HRC54, HCC103, M1 e M4. Portanto, ensaios com
outros meios e ondigdes de alltivo devem ser redizados com estas estirpes para
permitir a obtencéd do seu perfil de AHLs. Além dis®, vale ressltar que diversas
espédes baderianas prodzem a mesma AHL, mas cada uma delas pode estar
envalvidanaregulacdo de diferentes processos biolégicos. Por exemplo, Lux! sintetiza
N-(3oxohexanail )-L-homoserina lactona eregula o fendtipo de bioluminescéncia em
V. fischeri (BAINTON et al., 192), enquanto gue a mesma molécula produzida por
Carl, € responsavel pela inducéo da sintese de exoenzimas e antibiotico em Erwinia
carotovora (JONES et al., 1993. A ocorréncia de fendbmeno similar deve ser

considerada para & diferentes espédes e estirpes do género Herbaspirillum.
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FIGURA 16. DETECCAO DE AHLs EM DIFERENTES ESTIRPES DE
Herbaspirill um seropedicae E Herbaspirill um rubrisulbalbicans
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R. leguminosarum 8401 foi cultivado em meio TY até D.O.g0 nm de 0,8 (item 4.4). As
estirpes SMR1 e HRC54 e H. seropedicae e @& estirpes HCC103, M4 e M1 de H.
rubrisubdbicans foram cultivadas em meio NFbHP até D.O. g m 1,6 (item 4.4). AHLs
extraidas a partir do sobrenadante destas culturas (item 4.9.4.9 foram separadas por TLC e
reveladas pelo sistema de deteazéo A. tumefadens NT1(pNTLR4) (item 4.9.42).

1- 30 uL de extrato equivalente a100mL de meio NFbHP estéril (controle negativo)

2- 3 UL de etrato de R. leguminosarum 8401(controle pasitivo)

3- 30 uL de extrato de H. seropedicae SMR1

4 - 30 L de extrato de H. seropedicae HRC54

5- 30 uL de extrato de H. rubrisubadbicans M1

6- 30 uL de extrato de H. rubrisubabicans HCC103

7- 30 uL de extrato de H. rubrisubabicans M4
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5.4.1dentificac@® de genes envalvidos na sintese de AHLs em H. seropedicae

A identificac® de genes envolvidos na sintese de AHL foi redizada através de
pesquisa em um banco de dados desenvalvido recentemente pelo Projeto Genoma de
H. seropedicae estirpe SMR1(nfn.genopar.org). Para a onstrugdo deste banco de
dados, as seqiéncias de nucleotideos oltidas a partir de uma bibli otecagenémica de
H. seropedicae sdo traduzidas e analisadas, pelo programa BlastX (ALTSCHUL et al.,
1997, guanto a0 gau de similaridade cm sequéncias de proteinas de diferentes
organismos depasitadas no banco de dados GenBank. Os resultados produzidos podem
ser consultados através do uso de palavras chave, e permitem aidentificac® de genes
e proteinas de interesse no genoma do microrganismo em estudo.

A utilizac® de diversas palavras chave (item 4.12), entre das “homoserine
lacdone”, possbhilitou a identificac® de uma provavel N-adl-homoserina ladona
sintase no genoma de H. seropedicae. Esta proteina apresentou 4246 de identidade
(60% de similaridade) com a proteina HdtS de Pseudomonas fluorescens F113
(Codigo ke aces noGenBank AF286536 3). Por este motivo o gene identificado em
H. seropedicae passou a ser considerado um provavel gene hdtS. As eqiéncias de
aminoaddos deduzidas para & provaveis proteinas HdtS de P. fluorescens F113 (259
aminoaddos) e H. seropedicae SMR1 (262 aminoaddos) foram alinhadas pelo
programa ClustalW (item 4.13) e gresentaram 39,62% de identidade (Figura 17).
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FIGURA 17. ALINHAMENTO DAS FQUENCIAS DE AMINOACIDOS DAS
PROTEINAS HdtS DE Herbaspirill um seropedicae E Pseudomonas fluorescens.
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As <gquéncias de anincdddos foram ainhadas pelo programa ClustaW
(THOMPSOM et al., 1997. Asteriscos indicam amincaddaos idénticos e portos, substituicdes
conservadas. Os tragos nas fguéncias indicam intervalos gerados pelo programa ClustaW a
fim de fornecer o melhor alinhamento entre & squéncias.

A proteina HdtS de P. fluorescens F113foi identificada recentemente por Laue
e mlaboradores (2000) e pertence auma nova familia de AHL sintases, ndo homdloga
aos membros das familias Luxl e nem LuxLM/AiInS. A transcri¢éo e traducéo in vitro
do ¢ene hdtS de P. fluorescens F113, fornecas uma proteina de groximadamente 33
kDa. Em E.coli, a proteina HdtS de P. fluorescens foi capaz de dirigir a sintese de trés
moléaulas de AHLs: 30H,Cy41-HSL, C;-HSL e C¢-HSL (LAUE et al., 2000).

Laue e olaboradores (2000 também identificaram, a montante do gene hatS de
P. fluorescens F113, dues provaveis regides codificadoras de proteinas (ORFs). A
ORF1 gLe apresentou similaridade com a proteina GlyS de E.coli K-12 (AE000433) e
a ORF2 que € similar a0 gene hisB encontrado em Synecdhocystis (D64004,
Haemophilus influenzae (U32744) e E. coli (hisB, AE000293 e yaeD, AE000129. Em
E. coli as proteinas GlyQ e GlyS séo responsaveis, respedivamente, pela sintese das
subundade a e 3 da glicil-tRNA sintetase (WEBSTER et al., 1983. Esta enzima é
formada por duas suburidadades heterdlogas organizadas em uma estrutura

guaternaria a,f3,. As duas regides codificadoras $0 contiguas e suas proteinas S0
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sintetizadas a partir de um Unico RNA mensageiro, com a suburidade o a montante da

B.

5.5.Andli se da seqiiéncia de nucleotideos do provavel gene hatS de Herbaspirillum
seropedicae e seus adjacentes

A seqiiéncia de nucleotideos referente a provavel gene hdtS de H. seropedicae
esta presente numa regido continua de 92,4kb do genoma de H. seropedicae (contig
279, setembro 2003/ Projeto GENOPAR). Um fragmento de 5,0 kbselecionado deste
contig foi analisado quanto a presenca de provaveis regides codificadoras de proteinas
(ORFs) pelo programa FramePlot 2.3.2(item 4.13) (Figura 18). As ORFsidentificadas
nas s fases de leitura foram analisadas pelo programa BlastP (ALTSCHUL et al.,
1997 quanto a0 gau de similaridade @m proteinas de outros microrganismos
depositadas no kanco de dados GenBank (item 4.2) (Quadro 4). Quatro ORFs foram
consideradas vaidas e 0 mapa deduzido com base na similaridade do alinhamento
(Figura 19), indica que aorganizac® estrutural da regido contendo o povavel gene
hdtS de H. seropedicae € similar a de P. fluorescens F113 determinado anteriormente

por Laue ecolaboradores (2000).

FIGURA 18.IDENTIFICACAO DE PROVAVEIS REGIOES CODIFICADORAS
DE PROTEINAS (ORFs).
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Um fragmento de 5,0 kb dogenoma de H. seropedicae foi analisado quanto a presencade ORFs pelo
programa FramePlot 2.32 (item 4.13. Acima do gréfico, os nimeros 1, 2 e 3 superiores representam
as 3 fases positivas de leitura e os ndmeros inferiores representam as 3 fases negativas de leitura. As
barras horizontais assnalam a presenca de cddons de inicio (ponta da seta) e término de tradugéo
(linha verticd). Os locais onde os picos ultrapassam a linha tracejada delimitam regies codificadoras
de proteina estatisticamente significativas.



71

QUADRO 4. COMPARACAO DA SEQUENACIA DE AMINOACIDOS DEDUZIDA
DAS ORFs IDENTIFICADAS COM SEQUENCIAS DEPOSITADAS NO BANCO
DE DADOS GenBank.

ORF (pb) Proteina Espéde |dentidade Similaridade N° aces®
homdloga (%) (%) GenBank
R. sol. 82 87 NP 518647.1
1 918 GlyQ B. fung. 85 91 ZP 00029062.1
R. metal 82 88 ZP 00(23664.1
R.sol. 66 79 NP 518645.1
2 2121 Glys B. fung 67 78 ZP 00090631
R. metal. 64 77 ZP 00023666-1
R. metal. ZP 00023667.1
3 558 hisB-like R. sol. NP 518644.1
C.vial. NP 901327.1
Provavel B. pert. 55 72 NP 878950
4 804 adltransferase
glicerol B. fung 51 69 ZP 00(29066.1
3-fosfato
adltransferase
NlaB N. men. 50 69 AAD 38301
HdtS P. fluor. 41 60 AAG 308261

As ORFs identificadas foram analisadas pelo programa BlastP (ALTSCHUL et al., 1997) quanto ao grau de
similaridade cm proteinas de outros microrganismos depositadas no banco de dados GenBank (item 4.20).
Somente auelas sqiéncias com maior homologia cmm a seqiiéncia submetida sdo indicadas. B. pert.=
Bordetella. pertusss, B. fung= Burkholderia. fungarum; C. viol.= Chromobacterium violaceum; N. men.=
Neisseria meningitidis; P. flGor. = Pseudamonas fluorescens.

FIGURA 19. MAPA DA REGIAO DO GENE hdtS DE Herbaspirillum seropedicae

(918 ph 2121 ph (558 ph (789 o)
glyQ glyS i9B hdtS

As provaveis regides codificadoras de proteinas similares aos genes glyQ, glyS, hisB, e hdtS. O

tamanho & cada gene é mostrado acima das stas.
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A seqiiéncia correspondente a fragmento de 5 kb esta mostrada na figura 20.
Em H. seropedicae a organizac® estrutural dos provaveis genes glyQ e glyS é
semelhante a de E. coli determinada por Keng e alaboradores (1982. A andlise da
seqiéncia de nucleotideos (item 4.13) sugere que estes genes formam um operon,
sendosua transcricio dependente da suburidade o”°da RNA polimerase a partir de um
provavel promotor do tipo —33-10 presente na regido promotora do gene glyQ. A
auséncia de provaveis eqiéncias promotoras a montante do provavel gene hisB (hisB-
like) e 0 pequeno espagamento existente atre este gene e glyS também sugerem que
hisB-like faca parte do operon gyQS No modelo proposto, as sequéncias
palindrdmicas, pdenciais formadoras de grampos identificadas a jusante as genes
glyQ e glySfuncionariam como atenuadores e ndo como um terminador de transcricéo.
Entretanto, apesar de seqiéncias promotoras ndo terem sido identificadas entre estes
genes, ndo € posdvel descartar outros modelos de transcricéo. A aparente auséncia de
seqiéncia terminadora ajusante do gene hisB-like sugere que o provavel gene hadtS
também possa ser transcrito junto neste operon.

A andlise da regido promotora do provavel gene hdtS de H. seropedicae (item
4.13 sugere este sgja monocistronico. A presenca de uma provavel seqiéncia
promotora do tipo —33-10 indica transcricéo constitutiva, dependente da subundade
0'%da RNA poimerase. A regido promotora do gene hdtS de H. seropedicae também
foi analisada quanto a presenca de sequéncias operadoras tipo lux box. Estas
seqiéncias 50 compostas por uma seqiéncia palindromica de 20 pares de bases
locdizada goroximadamente 40 pares de base a montante do sitio de inicio de
transcricéo dos genes regulados por LuxR em diferentes microrganismos (EGLAND &
GRENBERG, 1999). A sequéncia consenso deduzida apartir do ainhamento de lux
box reguados pelo complexo LuxR-3-OH-C&-HSL em V. fischeri é
ACCTGTAGGATNGTACAGGT. Os nucleotideos sublinhados s8o idénticos nesta
posicéo em 7 ou mais entre & 9 sequéncias alinhadas (CALLAHAN & DUNLAP,
2000. Com base neste mnsenso, a sequéncia TCCTGAAACAACCGGTGGTC
centrada a exatamente 40 pares de bases a montante do provavel sitio de transcricéo do

gene hdtS de H. seropedicae, poderia ser apontada como um provavel sitio lux box.
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Apesar de ndo constituir um palindromo, esta seqiiéncia posaui 7 dos 12 nucleotideos
mais conservados em V. fischeri. Como descrito para o promotor do operon lux de V.
fischeri, este provavel lux box também se encontra sobreposto a regido —35 do
promotor 6’° (EGLAND & GREENBERG, 1999. Entretanto, assim como em P.
fluorescens F113, renhuma regido codificadora similar a LuxR foi encontrada nas
regides proximas ao gene hdtS de H. seropedicae. A identificac® de um provéavel
operador lux box também sugere que a transcricdb pcssa ser moduada por um
complexo LuxR-AHL.

FIGURA 20 - ANALISE DA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DA REGIAO
CONTENDO OPROVAVEL GENE hdtS DE Herbaspirill um seropedicae

CGOCATTGATGCCCAGACGCT GAGACGCCGACCCGGCAAAACCGGGT CAAACGCCCCA
AAAGGOGCTAAAAT CCAAGGT TTTCGCAAT TCCT CCGOCGGT TCGCCAGBCAACCACA
CACGATGCT GACAT TTCAACAAAT CATCCT CAAGT TGCAAGAATAT TGGGACGCCCAG
GGCTGT GCACT GCTGCAACCCT ACGACAT GGAAGT CGGT GCOGGCACCT CGCACACCG
CGACCTTCCTGCGOGOGAT CBECCCGGAACCGT GROGOGCCGOCTACGT CCAGCCGTC
GOGCCGT CCCAAGGAT GGOOGCT AT GGOGAGAAT COCAACCGCATGCAGCACTACTAC
CAGTACCAGGT GGTGT T GAAGCCGGOGCCGGAAAACAT CCTGGACCTGTACCTGGGTT
CGCT GGAAGOGCT GBECCT GGACCT GAAGCAGAAT GACGT GOGCT TOGT CGAGGACGA
CTGGGAAAACCCCACCCT GEECGCCT GEGGOCT GRGCT GRGAAGT GTGGT TGAACGGE
AT GGAAGT GACCCAGT TCACCTACT TCCAGCAGGT CGGOGGCCT GGACT GCAAGCCGG
TGCTGEGRCGAGAT CACCT ACGGCAT CGAGCGT CTGGOGAT GTACCT GCAGGGCOGT GGA
AAACGT CTAT GACCT GGTCT GGACCGAAT GGAT GGAGAACGGCGT CAAGAAGCACCTG
ACCTATGGCGACGT GTTCCACCAGAAT GAAGT GGAGCAAT CCACCT TCAACT TCGAGT
ATTCCAACACCGAGT TCCTGTTCTCGCTGT TTTCCAACT ACGAAGCCGAAGCCAAGCG
CCTCAT GGAAGT GOOGCT GGOGCT GOCGGOCTACGAACAGGT CCT CAAGGCCGOCCAC
ACCTTCAACAT GCT CGACGCCOGT GBOGCCAT CT CGGT CACCGAGCGOGCGGCCTACA
TCGGOOGCAT COGCAAT CTCTOGCGGEOGGT GBOGCAGGCCTACT TCGAAT CGOGCGA
GCGOCT GGGCT TCOOGAT GCT GGGCCAGGGT CCGGCCAAGGCT GCGRCBAGCGLA
ACGCCAT GACAT GAT GCGBEBEEEEEECT GOGTBEEBEEEEET CCCGAGCAAGACAG
CAAGACT GACAACEIIBAACCAGACACT CCTCGT AGAACT CGT CACCGAAGAACTGCCT
CCCAAGGCT CT GGCCAAGCT GBGCGAT GCCTTCGCCACGGGCAT CTTCAATGGOCT G
AAAGCCGCGGCT AT CTCGACGCT GATGOCACCGCCACCGCCTATGCGACCCCGOGCCG
CCTGGCCGT TTCCATCACCCAGGT GTGCGCCGCCT CBCCGGACAAGT CGATCCGCGAA
AAAGT GCT GCOGGT GAGCGT CBCCCT GGACGCCGAAGGCCGCCCGT CGBOGCCGCT GG
T GAAGAAGCT GBCCGOCCT GROCGCCT CCACGRGECGOCACCGT GAT CACGCCGGACCA
GT TGGAACGOGCCCAGGAT GBCAAGGCCGAGAGCT TCTTCTACACCTATACCGCCAAG
GGTTCGGCCCT GRCOGT GRGOCT GCAGGCGRCACT CGACGAGAGCCT GTCCAAGCT G
CCATCCCCAAGGT GATGAGCTACCAGCGCCAGT TCGROCGOGOCGCCGRCGAGACGGT
GCATTTCGTTCGT CCAGCCCACTATCT GGT GECGCT GCT GGGCAACGAT GTGGTGCCG
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ATCAATACGCT GEECCT GGAT GCGEECCECACCACGCTGEECCATCECTTCCTGICT G
CCGECGECECT GCAGAT CCCT GCGCCCGACGCCT AT GT GGAAT CCCT GECCCAGCAAGG
CAACGT CATCGCCAGCT TCACCGAGCGECCECGAGAAGAT CCGECGLCCGCGCTACTGECC
AAGGCCGECECCGACCAGGT GCTGAT GCCCGAAGCGCT GCTGGATGAAGT CACT GCGC
TGGTGGAGT GGECCGGT GGTCTATGAATGCAAGT TCGAGGACGAAT TCCTGECCGTGCC
GCAGGAATGCCT GATCCTGACCATGCAGACCAACCAGAAATATTTTGCGCTGACCGAT
GCCAACGECCGT CTGCGT TCGCGCT TCCTGATCGT CTCCAATCTGGAGACCGCGCATC
CCGAACACAT CATCGGCGGECAACGAGCGCGT GGT GCECCCGLCGCCT GTCGGACGCCAA
GITCTTCTTCGAGCAGGACAAGAAGAAGACCT TGECCGAGCGCGT GCCGCAACTGECC
AACGT GGT CTATCACAACAAGCT GGGCAACCAGCT GCAGCGCACCGAGCELCGT GCAGG
CGCTGGCCGEECAAGAT TGCCAGCCT CCT GEECGGECGACGT CAAGCT GECCGAGCECEG
CGCGCT GCT GGCCAAGGECCGACCT GCTCACCGACAT GGTGEGECGAGT TCCCTGAGCT G
CAAGGCATCATGGGECACATACTATGCGCGT CACGAT GGCGAAGCCGACGAAGT CGCAC
TGGECCGCCTCCGAACACTACCAACCGCECT TTGCCEECGACGCCCT GCCGACCACCEC
CACCGGCACCGCCGT GECCCTGECCGACAAGCT GGAAACCCT GGT CGECATCTGGEEEC
ATCGCECCT GCAGCCCACCGGECGACAAGGACCCLT TCECCCT GCGCCGT CACGCCCT GG
GCGT GCTGCGCATGCTGGT GGAAAAGCGCCTGCCGCT GTCCCTGACGECCT TGCTGGA
TGCGECCACCGGACT GT TCGCCGECAACGCCAACT TCAAGGAT CCECGECGELCCEACGT G
CAAGCCT TCATCTACGATCGCCT GCGCGGECCT GCT GCGCGAGCGELCGECT TTGCGCAGA
ACGAAGT GGAAGCCGT GGT GECGCAGCAACCCGAGGT GCTGGACAACGT GGT GGAACG
TCTGCAAGCCGT GCAAGCCT TCGECCGECCCT GCCCGAAGCCGAGECECT GECTGCGECC
AACAAGCGCAT CACCAACATCCTCAAGAAGAT CGAGEGECGT GECCATCGACGCTCATG
GCGCTGI GCAGGAAAGCCT GT TGCAGGAAGCGECCGAGCAAGGT CTCT TCGCGGECCAT
GCAGACCACCCGCCCGCAGGT CGAGGCGGECCTACGCCAAGGGECGACT TTGCCEEEECC
TTGAAGGCGT TGECGCAGCT GCGCCAGAAT GTCGACGCCT TCTTCAACGACGT CATGG
TCAAT GCCGAGGACGAGCAACT GCGCAAGAACCGCCAGGCCT TGCT GECGEECGECTGCA
CGGCATGCTCAACCAGGT CGCCGACAT CTCCAAGCT GACCTGCGCCAC
CAGCCGTTTTTGCAGTA TGGECCTGIT GIT

CATGAAGGGAAGCCGCA

BAETG

CGGEGECCATCCGCT TAECTGCGGAGCCT GT CCAT TCACAACATCAACATGCCTAAGECA
TCCGAGAAACGAT TIRFECGCCTTGTCCTGATTCTTCGT TCGGT GGT CTTCATGGCCCT
CATGGECCGT GGCCACCATCATCTGGTCCTTCGECCTGCCTGCTGTCGECECCCT TCCCC
TATGCCCAGCGCTACT GGTGGACCT CGCCCTGGAACGT CTTCGT GATCTGGACGECGC
GCGT GATCTGCGGECATCCGT TACGAGAT CCCCGGCGCCGAAAACCT CCCGGACGCCCC
GGTGATCCTGCTCTCCAAGCACCAGT CGGCCTGGGAGACCATCTTCTACGT CATCAAC
ATGCCGECGT CCECTGGTGI TCGT G TCAAGAAGGAACTGACCTACGI TCCCTTCTTCG
GCTGGGEECATCGECCCTGCT GCGCAT GAT CCCGATCGACCGCAAGAAGEGT CGCGACEC
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CTTTGCCCAGGT GCTGGAGCACGGECACGCGT CGT CTGCGCGATGECCAGT GGATCATG
ATGT TCCCCGAAGGCACGCGCACCACCGT AGGCT CGCAGGGECAAGT ACAAGGLCCEECG
GTI' TCGCGCCT GECGEGT GGAAACCAACACGCT GGT CGT GCCTATCGCGATGAACT CCGG
CCAATGCTGGCCCAAGGEECAGCT TCATCAAGAAACCGEEECTTATCACGGTATCCATC
GGCAAGCCGAT T TCACCGCGAAGGCT TGAAT CCCCAGGAGT TGAACGAGCGECGT CGAAA
ATTGCGATAGAAT CCGAGATGCGCGT GATTTCGCCGGACGT CTATAAAAACAGCGECGECC
CCGGCCAGCCGCTTCAGCCGCTACT TCCAGCGATGCTGCACGGT CTTCCTTAGCC
AACAGCAACACAGGACGCCGECCACT GCCCAAT CCGGT GGT CCACGCCECECCECTECC
CACGCCCCT GAT CCCCGACGT ACCGEECECCCGCCAGCCCECTECTGECECC

A seqiéncia em azul representa 0 gene glyQ, seguida pelos genes glyS em rosa, hisB em laranjao,
hdtS em verde. Os codors de inicio de tradugéo estdo destacalos caixa verde e os codons de parada em
caxa vermelho. Os provaveis dtios para ligagdo de ribossomo estdo destacados em azul claro.
Seqiiéncia promotoras —35/-10 estao destacadas em amarelo. Provaveis sqiéncias atenuadoras e
terminadoras de transcricéo estdo destacadas em rosa. A possivel seqiiéncia operadora (lux box) esta
sublinhada naregido promotora do provével gene hdtS.

As provaveis proteinas HdtS de H. seropedicae e de P. fluorescens estéo
reladonadas a familia de adltransferases do aado lisofosfatidico, a qual inclui a
proteina PIsC de E. coli. O motivo PIsC conservado foi identificado pelo programa
ORF finder (item 4.20 em ambas as proteinas. O alinhamento das provaveis proteinas
HdtS de H. seropedicae e P. fluorescens com o motivo PIsC presente na proteina de
E.coli (COG0204) estd mostrado nafigura21.
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FIGURA 21. ALINHAMENTO DAS PROVAVEIS FROTEINAS HdtS DE
Herbaspirillum seropedicae E DE Pseudomonas fluorescens COM A PROTEINA
PIsC DE Escherichia coli (COG0204)
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HS: H. seropedicae; PF: P. fluorescens; EC: E. coli.

As ®gléncias de aninoacidos foram alinhadas pelo programa ClustaW (THOMPSOM et al., 1997).
Os tragos nas squéncias indicam intervalos criados pelo programa ClustaW a fim de fornecer o
melhor alinhamento entre & seqiéncias. Em destaque (caixa preta) os motivos conservadaos, 0s quais
podem estar envolvidos naligacé do acil-CoA ou adl-ACP nestas proteinas.

Acido lisofosfatidico (LPA) e adédo fosfatidico (PA) s3o fosfolipideos
intermediérios na biosgntese de membranas cdulares. Em E. coli, o primeiro pas ma
via para asintese de fosfolipideo de membrana é céaisada pela glicerol-3-fosfato
(G3P) adltransferase (plsB). PIsB catalisa atransferéncia de uma caleia adl a partir da
adl-ACP ou aal-CoA, para a posicao sn-1 do G3P para prodwzir LPA. A segunca

enzima, LPA adltransferase (plsC), catalisa atransferéncia de uma caleia adl a partir
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da adl-ACP ou adl-CoA para apasicéo sn-2 do LPA para prodwzir PA (COLEMAN,
199Q 1992). Withers e mlaboradores (2001) propdem que HdtS de P. fluorescens
transfira caleias adl a partir de adl-ACP ou adl-CoA para um substrato tal como S
adenosilmetionina paragerar AHLSs.

Em E.coli, PIsC é aunicaproteinaconhedda mm atividade LPA adltransferase
(ROCK et al., 1981). Entretanto, em Neisseria meningitidis, pelo menos dois genes,
nlaA (neisserial LPA acyltransferase A) e nlaB (neisserial LPA acyltransferase B) so
homologos a0 gene plsC de E. coli e dificam enzimas com atividade LPA
adltransferase espedfica (SWARTLEY et a., 1995. Os genes nlaA e nlaB séo
distintos um do outro, locdizados em regides cromosmicas diferentes.

Shih e wlaboradores (199) propfem que os dois motivos atamente
conservados (NgoHg1QgxSss € PissE1s6Gis7T158R150) presentes nas proteinas LPA
adltransferases de diferentes microrganismos (E. coli, Salmonella typhimurium,
Borrelia burgdaferi e Saccharomyces cerevisiae), pocem representar um consenso
cuja funcdo é aligaggo a adl-CoA ou adl-ACP nestas proteinas (Figura 21).
Entretanto, os autores destacam as divergéncias presentes em NlaA e NlaB. Enquanto
a proteina NlaA contém a seqiéncia NHVS e PEART a NlaB contém a sequéncia
KHGS e PEGTR (SHIH et al., 1999 e mesmo assm exibem a mesma funcéo. A
provavel proteina HdtS de H. seropedicae e a proteina NlaB de N. meningitidis

apresentam a mesma seqiéncia onservada, KHGS e PEGTR.

5.6.Andli se topologicada proteina HdtS de H. seropedicae

A locdizac® cdular das proteinas esta diretamente relacionada a sua funcéo, e
a dassficac@® destas em funcéo de sua locdizagd é um pré-requisito para maiores
detalhes na predicéo estrutural (MITAKU & HIROKAWA, 1999 GARDY et al.,
2003. Desde o inicio dos anos 90, diversos programas para predicdo da localizac®
cdular de proteinas tém sido desenvolvidos e estdo dsponiveis na rede mundial de
computadores (HOFMANN & STOFFEL, 1998; HIROKAWA et al.,, 1998
SONNHAMMER et al., 1998 GARDY et al., 2003. Entretanto, estes programas
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variam consideravelmente, podendo se basea em um ou multiplos sSnais de
locdizac®. Devido ao gupo de dados utilizados para instrucdo apresentarem
diferentes tamanhas (a partir de 13 a mais de 1000 poteinas) e muitos conterem
proteinas com sitios de localizac® anotados incorretamente, a aaurada destes
programas é variavel (GARDY et al., 2003.

Seqliéncias shais para exportacé cdular (peptideos sinais) controlam a entrada
de todas as proteinas nas vias faetoras tanto em eucariotos como em procariotos
(VON HEIJNE, 1990, RAPOPORT, 1992). Se aseqiéncia de aminoaddos passui um
peptideo sinal, a proteina € translocada pela membrana e a presenca de segmentos
hidrofébicos permite que a proteina se aicore na membrana ou ndo. Em geral, os
peptideos sinais compreendem de 18 a 35 residucs de aminoaddos da regido N-
terminal da caleia polipeptidica e sdo clivados enquanto a proteina € translocada
através da membrana. A estrutura comum do peptideo sinal de varias proteinas é
descrita ®@wmo umaregido N-terminal carregada positivamente, seguida por uma regiéo
central hidrofébicaricaem residuas como Phe, Ile, Leu, Met, Va e Trp e umaregido
C-terminal neutra mas poar, once se locdiza o sitio de divagem (VON HEIJINE,
1983, 185). KROGH e colaboradores (2001) salientam que aregido hidrofdbica
presente no peptideo sina pode ser fadlmente nfundda @m uma regido
transmembrana pel os programas de predi¢céo de estrutura.

Para adeterminacé da locdizacé@® cdular das provaveis proteinas HdtS de H.
seropedicae e P. fluorescens, suas qiéncias de amincaddos foram anali sadas através
de diferentes programas quanto a presenca de peptideo sina (item 4.14). Segundo os
programas TMpred e SOSUI, estas cadeias padlipeptidicas ndo contém peptideo sinal.
Entretanto, o programa SignalP V 1.1, apontou peptideo sinal em ambas as proteinas.
A regido da provavel proteina Hdts de H. seropedicae predita neste programa
compreende 0s 36 amincdddos iniciais e seu sitio de divagem sugerido € PYA-QR.
Para aproteina HdtS de P fluorescens, esta regido inicia na posicéo 1 e seria clivada
entre os aminoaddos 30 e 31: FH-AP. Em virtude do keixo escore aportado pelo

programa, estes dados ndo foram validados. Além dis, a andlise das proteinas
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maduras, ou segja, apos a divagem do peptideo sina predito, clasdficou ambas as
proteinas como citoplasméticas.

A discriminac® entre proteinas de membrana e proteinas llveis pode ser
redizada dravés de diferentes programas para predicéo de hélices transmembrana. Os
métodos mais eficientes predizem ndo sO as hélices transmembrana individuais, mas
também a topdogia da proteina, como pa exemplo, o nimero de hélices
transmembrana e aorientac® destas em relacd® a membrana (VON HEIINE, 1999. A
hidrofobicidade de um segmento poli peptidico € mnsiderado o fator mais importante
na formacd de hélices transmembrana. Entretanto, somente dgumas hélices podem
ser locdizadas com seguranca a partir da hidrofobicidade. Outro sinal associado com
héli ces transmembrana € a Bundancia de residuos positivamente caregados na parte
citoplasmética da seqiéncia, “o dominio citoplasmatico pasitivo” (VON HEIINE,
1986. Pela combinacd das andlises da tendéncia de cagas e da hidrofobicidade,
melhores predigoes podem ser obtidas (ANDERSSON et al., 192).

O perfil de hidrofobicidade para & provaveis proteinas HdtS de H. seropedicae
e P. fluorescens foi investigado pelo programa TMpred (item 4.14 e gresentou 3
regides atamente hidrofébicas em ambas as proteinas (Figura 22). A similaridade
estrutural entre estas proteinas também pode ser vista no modelo topaldgico predito
pelo programa TMHMM (Figura 23). Entretanto, este programa gonta ambas as
proteinas como periplasmaéticas. Este resultado € antraditério com areac® catali sada
por esta proteina, pois 0 seu substrato — adl-ACP — é encontrado somente no
citoplasmada céula (ROCK et al., 1985.

A fim de solucionar este problema, as andlises das estruturas faundarias de
regides transmembrana também foram redizadas através de diferentes programas
computadonais (item 4.21). Contudo, & resultados encontrados foram divergentes,

tanto no nimero de hélices quanto nas suas orientagdes, impedindo sua validac®.
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FIGURA 22. PERFIL DE HIDROFOBICIDADE DAS FROVAVEIS FROTEINAS
HdtS DE Pseudomonas fluorescens E Herbaspirill um seropedicae

zzzzz

O perfil de hidrofobicidade das proteinas foi analisado pelo programa TMpred (item 4.14).
A. Provével proteina HdtS de H. seropedicae.
B. Provéavel proteina HdtS de P. fluorescens.
1; 2 e 3 correspordem aregides hidrof ébicas
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FIGURA 23. MODELO TOPOLOGICO PREDITO PARA AS FROTEINAS HdtS
DE Pseudomonas fluorescens e Herbaspirill um seropedicae
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O modelo topoldgico foi obtido através do programa TMHMM (v. 2.0 (item 4.14)

A. Estruturas faundérias preditas na proteina HdtS de P. fluorescens

B. Estruturas saundérias preditas na proteina HAtS de H. seropedicae.

Transmembrane: regides transmembrana;, Inside: regido citoplasmatica; Outside: espago
periplasmético.
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Quando se prediz a topdogia de uma proteina de membrana através de
programas computacionais, diferentes tipos de aros podem ocorrer (KROG et al.,
2007). Os erros mais smples 50 a predicdo de regido transmembrana onde ela néo
esta presente ou a omissio de regido transmembrana verdadeira. Outro tipo de erro é a
unido de duas regides transmembrana aljacentes, consequentemente sendo peditas
como uma unica e longa regido transmembrana, chamada de “falsa unido”.
Similarmente, a longa regido transmembrana pode ser falsamente predita como sendo
duas pequenas regides, entdo chamada de “falsadivisdo’. A topdogia globa também
pode ser predita como o inverso da topdogia red, por exemplo, uma topdogia
invertida.

Considerando-se o perfil hidrofobico e o modelo topadgico predito pelo
programa TMHMM, a estrutura das provaveis proteinas HdtS de P. fluorescens e H.
seropedicae sdo muito similares. Entretanto, alocdizac@® cdular destas proteinas ndo

pode ser precisamente determinada aravés das anali ses computadonais empregadas.

5.7.Caraderizaca do provavel gene hatS de Herbaspirillum seropedicae

Pela andlise dos resultados de similaridades entre o produo da ORF4 e a
proteina HAtS de P. fluorescens F113, sugere-se gue estas proteinas possam apresentar
similaridade funcional. Assim, visando isolar a sequéncia correspondente aORF4, 8
clones da bibliotecagendmica de H. seropedicae contendo sequéncias homdlogas a
proteina HdtS de P. fluorescens F113 foram analisados (Quadro 5). Dentre estes, o0
clone HS05-HM-019-G09, com DNA inserto de 1,2 kbe cntendo o provavel gene
hdtS de H. seropedicae, foi seledonado e pasu a ser identificado como pG09. Este
plasmideo foi utilizado para mutagenizar o provavel gene hdtS de H. seropedicae por
insercZ dotransposon EZ: TN™<TET-1>. O transposon EZ:: TN™<TET-1> consiste
de um fragmento de 1,674 pbcontendo ogene para resisténcia atetradclina (TcY) e
sitios iniciadores nas extremidades que permitem a identificac® de seu locd de
insercdo através de seqlenciamento (EPICENTRE reagents & Kits for Genomics,

Proteomics and RNA Research).
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QUADRO 5. IDENTIFICACAO DE GENES ENVOLVIDOS NA SINTESE DE
AHLsNO BANCO DE DADOS DE Herbaspirill um seropedicae.

IDENTIFICACAO DESCRICAO ORGANISMO VALOR | CONTIG
DA SEQUENCIA E
HS05-HM-00-000- | N-adlhomoserinalactona sintase P. fluorescens 4e-48 279
019-G09.g
HS05-MP-00-000- | N-adlhomoserinalactonasintase| P. fluorescens 2e-45 279
063-HO07.g
HS03-MH-00-000- | N-adlhomoserinalactona sintase P. fluorescens 8e-23 279
064-H09.g
HS17-NC-00-000- | N-adlhomoserinalactonasintase| P. fluorescens 8e-21 279
075B02.g
HS14-FP-00-000- | N-adlhomoserinalactona sintase P. fluorescens 7e-18 279
030-H09.b
HS03-RA-00-000- | N-adlhomoserinalactona sintase P. fluorescens 9e-15 279
042-B03.g
HSO5-AF-00-000- | N-adlhomoserinalactonasintase| P. fluorescens 3e-09 279
065-C06.9
HS18-HM-00-000- | N-adl homoserinalactona sintase P. fluorescens 4e-09 279
015E09B

As eqliéncias de aminoacidos deduzidas dos clones identificados foram analisadas pelo programa
BlastP (ALTSCHUL et al., 1997) quanto a0 grau de similaridade m proteinas de outros
microrgani smos depositadas no banco de dados GenBank.

Apos 0 ensaio de mutagénese (item 4.17) duzentas coldnias de E. coli(pG09)
resistentes a tetradclina foram isoladas. Destas, oito col6nias tiveram seus plasmideos
purificados e identificados: pG09.B1 a pG09B8. A posicdo do transposon no gene
hdts foi determinada por seqiienciamento e andlises do erfil de restricéo (item 4.16).
O plasmideo identificado como pG09.B6 (hdtS::Tn), que contém o transposon inserido
entre 0s nucleotideos Gsi5 € Gsyg, fOi inserido pa eletropaacdo em cdulas de H.
seropedicae SMR1 (item 4.8.2.3. Quinze mlbnias de H. seropedicae SMR1
resistentes a tetradclina foram seledonadas. Estas colGnias possvelmente alquiriram,
através de recombinacd® homologa, o gene hdtS:Tn. Estes provaveis mutantes
constituem asérie ATmutl aATmut15.

A confirmagéo da inser¢éo e da locdizac® dohdtSTn no DNA cromossomal
de H. seropedicae foi obtida por hibridizaggo. O DNA cromossomal de quatro
provaveis mutantes foi isolado (item 4.18), digerido com a enzima de restricdo Nrul
(item 4.7) e hibridizado com o DNA do dasmideo pG09.B6 (hdts::Tn) digerido e
marcado radioativamente cm P (item 4.19.3. A escolha da enzima de restri¢éo Nrul

para divagem do DNA cromosomal baseou-se no mapa de restricdo da regiéo
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contendo o gene hdtS (obtido no sitio eletrénico www. arabidopsis.org/todls) e do
transposon (EPICENTRE reagents & Kits for Genomics, Proteomics and RNA
Reseach).

O padréo dferenciado de hibridizagd do DNA cromossoma da estirpe
selvagem e dos mutantes confirmou a insercéo do transposon no @ne hdtS de H.
seropedicae (Figura 24). O fragmento previsto de 0,965 Ko Nrul/Nrul contendo a
regido N-terminal do gene hdtS é visualizado na @luna @rrespondcente @ DNA
cromosmal da estirpe selvagem. Todaos os mutantes apresentaram o mesmo perfil de
hibridizac®, exibindo uma banda de 0,965 kbsimilar ao selvagem e outras trés bandas
diferenciais. O conhecimento do tamanho ds fragmentos hibrizados nos mutantes

permitiu concluir que ainser¢éo ocorreu pa simples recombinacgéo.

FIGURA 24. PERFIL DE HIBRIDIZAGAO DAS ESTIRPES SVIRL (SELVAGEM),
ATmutl (PROVAVEL MUTANTE) DE Herbaspirill um seropedicae COM O PLASMIDEO
pG09.B6 MARCADO COM [*°P].

kb

2,0

O DNA cromossomal de quatro provaveis mutantes foi isolado (item 4.6), digerido com a enzima de
restricdo Nrul (item 4.7) e hibridizado com o DNA do dasmideo pG09B6 (hdts::Tn) digerido e
marcado radioativamente mm P* (item 4.14.3. Todos 0s mutantes apresentaram o mesmo perfil de
hibridizac®, exibindo uma banda de 0,965kb similar ao selvagem e outras trés bandas diferenciais.

1-Padr&o de peso moleaular 1 kb ladder ,

2-DNA comossomal da estirpe SMR1 de H. seropedicae clivado com Nrul,

3- Autoradiografiado 2,

4- DNA cromossomal da estirpe ATmut1 de H. seropedicae clivado com Nrul,

5-Autoradiografiado 4
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Na figura 25 estédo apresentadas as duas formas possiveis de recombinacd
homaologa entre o plasmideo pG09.B6 e o DNA cromossomal da estirpe SMR1 de H.
seropedicae. Como pock ser visto, a inativacd® do provavel gene hdtS seria posdvel
somente na situacé 1, a qual geraria uma adpia hdtSTn e uma segunda Wpia com o
gene hdtS incompleto. Ambas as cOpias estariam inativas. A simples recombinagé
deaorrente da situagdo 2 geraria uma copia funcional do gene hdtS e provavel mente,
nenhuma modificac® no seu fendtipo. A clivagem com Nrul ndo permitiu a
diferenciacé entre & duas posshbilidades de recombinacé, pois em ambos 0s casos
os fragmentos produzidos e visualizados na hibridizac@ sdo idénticos. A confirmagdo
daforma de recombina¢@® homologa ocorrida na série Atmutl a Atmutl5foi redizada
através da amplificac® do DNA cromossomal com os primers que alinham nas
extremidades do transpason (item 4.20. Um fragmento de goroximadamente 200 pb
foi detedado em todas as amostras analisadas (Figura 26) o gue mostra que a
recombinagio aconteceu apds smples permuta conforme o esquema 2 da figura 25.

Portanto, a série de provaveis mutantes analisados (ATmutl a ATmutl5)
apresenta uma apia funcional do gene hdtS. Desta forma espera-se que, se esta
enzima estiver envalvida na sintese de AHLs, nenhuma modificac@® nofendtipo sgja
detedada em ensaios envalvendo estes mutantes. Isto foi confirmado pelos resultados
ohtidos das andli ses dos extratos das culturas da série de mutantes hdtS:Tn pa TLC.
A AHL-lI continuou sendo dttedada pelo sistema de deteccd A. tumefaciens
NTL1(pNTLR4) (Figura27). Assm, s80 hecessarios novos ensaios de mutagénese para
se obter mutantes que permitam confirmar a participacdo deste gene na sintese de

AHLsem H. seropedicae.
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FIGURA 25.ESQUEMA DA INSERCAO DO TRANSPOSON EZ:: TN™<TET-1>
NO GENE hdtSCROMOSSOMAL DE H. seropedicae.

pG09 B6
1.X,
A,

0,965 kb
| o DNA cromossomal da estirpe
SMR1 de H. seropedicae

RECOMBINAGAO HOMOLOGA

3,8kb

0,965 kb | !

| E e | mtl
‘...w S
0,7 kb 1,2 kb
3,8 kb
0,965 kb
| ﬂ|:|P:| P
P E—
0,7 kb 1,2 kb

A insercéo do transpason acorreu por simples recombinagdo. As barras em verde eroxo representam o
gene hdtS presente no DNA inserto do plasmideo pG09B6 e no DNA cromosoma de H.
seropedicae, respectivamente. A barra amarela presente no plasmideo pG09.B6 representa 0 DNA
inserto e abarravermelhaindicao gene lacZ. O triangulo representa o transposon. Linhas pretas, sitio
de restricdo para Nrul. P, regido promotora do gene hdtS A flecha inteira indica aposicdo e a
orientac@ dogene hdtSe aflecha tracgadaindicaque somente parte do gene hdtS esta presente.
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FIGURA 26. CONFIRMACAO DA FORMA DE RECOMBINACAO HOMOLOGA
DOS FROVAVEISMUTANTES

1 23 45 6 7891011121314

kb

0,5

O DNA cromosomal da série de provéveis mutantes Atmutl a Atmutl5 foi amplificado pela témica
dareacd® em cadeia da polimerase (PCR) (KOCHER & WILSON, 1991 com os primers “Forward”
e “Reverso” (EPICENTRE regents & Kits for Genomics, Proteomics and RNA Research) (item
4.20. Um fragmento de goroximadamente 200 pbfoi detedado em todas as amostras analisadas.

FIGURA 27- DETECCAO DE AHLsSNOS FROVAVEISMUTANTES

CeHSL |

3-OH-Cg-HSL AHL-I

C,-HSL
Cs-HSL

R. leguminosarum 840L foi cultivado em meio TY até D.O.g00 m de 0,8 (item 4.4). As estirpes
ATmutl, ATmut2 e ATmut3 de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFbHP até D.O. 0o m 1,6
(item 4.4). AHLs extraidas a partir do sobrenadante destas culturas (item 4.9.41) foram separadas por
TLC ereveladas pelo sistema de detec@o A. tumefadens NT1(pNTLR4) (item 4.9.4.2.
1- 30 yL de extrato equivalente a100mL de meio NFbHP estéril (controle negativo)

2- 3 UL de etrato de R. leguminosarum 8401 (controle positivo)

3- 30 yL de extrato de H. seropedicae ATmul
4 - 30 pL de extrato de H. seropedicae ATmu2

5- 30 uL de extrato de H. seropedicae ATmut3
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6. CONCLUSOES

Os resultados ohtidos durante o desenvalvimento deste trabalho sugerem:

1. a produgéo de duas moléaulas snais, as quais foram denominadas AHL-I e
AHL-Il, que divam o sistema sensor A. tumefaciens NT1 (pNTLR4), e
provavelmente envolvendo um ativador de transcricdo sensivel a 3-OH-C8-
HSL, 3-O-C8-HSL e 3-OH-C14-HSL em H. seropedicae;

2. a «isténcia de um provavel sistema de sensoriamento populadonal em H.
seropedicae moduado pa AHLS;

3. aprodugéo de AHL em H. seropedicae é fortemente influenciada pelo meio de
cultivo, como em outros organiSmos;

4. a sintese de AHL em H. seropedicae é provavelmente cdalisada por uma

proteina homologa aproteina HdtS de P. fluorescens.
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