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RESUMO

Para estudar a interacdo de H. seropedicae com plantas hospedeiras, foram
construidas estirpes de H. seropedicae contendo e expressando constitutivamente o gene
gusA e resistentes a espectinomicina. Nestas constru¢gdes o mini-transposon foi introduzido
no cromossomo das estirpes ZM152 e ZA9S de H. seropedicae por eletroporagdo. As
estirpes mutantes obtidas foram denominadas ZMLRC (derivada da estirpe selvagem
ZM152) e ZALRC (derivada da estirpe selvagem ZA95). Os mutantes obtidos ndo
diferiram das estirpes selvagens nas analises quanto ao crescimento em meio liquido
NFbHPN, crescimento utilizando nitrato como fonte de N e atividade de nitrogenase. As
estirpes mutantes foram capazes de colonizar a superficie de plantulas de milho, trigo,
sorgo, arroz, tomate e feijio e colonizaram endofiticamente plantas de tomate e feijdo. A
presenca da bactéria foi evidenciada apo6s incubagido com o substrato da beta-glucuronidase,

X-gluc.

iii



1. INTRODUCAO

Herbaspirillum seropedicae ¢ uma bactéria diazotrofica endofitica, encontrada nas
raizes e partes aéreas de varias plantas, incluindo espécies vegetais economicamente
importantes. A colonizagdo da planta por H. seropedicae ndo causa danos visiveis aos
hospedeiros. Como ndo hd formagdo de estruturas simbiodticas nas interagcdes entre
gramineas e H. seropedicae, diferente do que acontece nas associa¢des entre Rhizobium e
leguminosas, ha dificuldades em estudar os mecanismos de interagdio planta-
microrganismos endofiticos. Assim, o desenvolvimento de métodos apropriados, como a
utilizagdo de genes-reporteres, para localizar e analisar a expressdo dos genes bacterianos
durante a interagdo ¢ de crucial importancia para um melhor entendimento sobre as fungdes
dos endofitos.

Depois da agua a disponibilidade de nitrogénio € um dos fatores mais criticos para o
crescimento ¢ produgdo vegetal. Com a revolugdo verde, ocorrida na década de 60, a
produgdo de cereais foi intensificada pela resposta destas plantas a excessivas doses de
fertilizantes nitrogenados aplicadas aos solos de cultivo (Boddey et al., 1995). Estas
quantidades de nitrogénio resultaram no aumento da produgfo de alimentos, mas também
apresentaram aspectos negativos. Os problemas abrangem a poluig¢do de dguas subterrineas
e da atmosfera, pela liberagdo de NH3 e NO,, altos custos de produgfo, além da queima de

combustivel fossil utilizados na sua producdo (Débereiner, 1992a).

1.1. FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
As plantas ndo podem usar o nitrogénio atmosférico, exceto com a ajuda de
bactérias fixadoras de nitrogénio. Por mais de 100 anos a simbiose entre plantas

leguminosas e microrganismos tem sido considerada como a forma mais eficiente de



transformar o nitrogénio atmosférico em nutriente para plantas. Entretanto, a descoberta de
varias espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio, isto ¢ diazotroficas, em associagdes
endofiticas naturais com raizes de’ gramineas (Ddbereiner, 1988), aumentou o interesse em
estender a fixagdo bioldgica de nitrogénio para cereais.

A fixagdo bioldgica de nitrogénio € o processo enzimatico pelo qual o nitrogénio
atmosférico € reduzido a amoénio, forma de nitrogénio metabolizavel pela maioria dos
organismos vivos. Apenas algumas espécies de bactérias sfo capazes de realizar este
processo, entre elas o Herbaspirillum seropedicae.

A fixagdo bioldgica ¢ uma alternativa de baixo custo ao uso de fertilizantes
nitrogenados quimicos. Neste caso a planta ¢ inoculada com bactérias fixadoras de
nitrogénio associativa que reduz o N, atmosférico a NH;". Uma parte do nitrogénio fixado é
utilizado pela planta associada. Este tipo de associagdo ndo resulta em produtividade tdo
alta quanto aquela obtida com adubagdo quimica, mas possui as seguintes vantagens:

1. Néo polui a atmosfera com liberag@o de gas NO»;

2. Nio polui a aqiiiferos com NO;;

3. E barato e acessivel a agricultores em regime de agricultura familiar;
4. Estimula o crescimento vegetal pela produgdo de fitohormonios.

As intera¢des planta-microrganismos fornecem sistemas modelos para estudos de
processos fundamentais em plantas e/ou microrganismos. Como exemplo de tais sistemas,
Jackson & Taylor, (1996) citam a percepgdo e transdugdo de sinais, o controle do ciclo
celular e a diferenciagdo celular. As interagdes plantas-microrganismos mais estudadas sdo
aquelas nas quais bactérias ou fungos entram em simbiose mutualistica e benéfica com

plantas superiores. Estas interagdes sdo caracterizadas pela sua complexidade e



especificidade, sendo também de grande importdncia para a produtividade agricola
mundial.

O crescimento de plantas promovido por bactérias fixadoras de N, associadas as
raizes dos vegetais, ou seja, rizobactérias diazotroficas, ¢ um fendmeno amplamente
difundido embora poucas espécies tenham sido bem estudadas. As bactérias formadoras de
nodulos nas raizes s3o os microrganismos promotores de crescimento mais estudados,
apesar de se associarem a um numero restrito de plantas hqspedeiras (Torch &
Vanderleyden, 1996).

Espécies dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium séo capazes de
associarem-se em simbiose altamente organizada com a planta hospedeira. Esta associagéo
¢ hospedeiro-especifica (Smith, 1992; Verma et al., 1992) e a maioria dos hospedeiros sédo
plantas leguminosas (Fabaceae) (Bottmley, 1992; Young & Johnston, 1989).

Esta interago se inicia com troca de sinais entre os parceiros e reconhecimento do
simbionte, seguido de adesdo do microrganismo aos pélos radiculares da planta. Os pélos
da raiz sofrem uma deformagéo e a bactéria invade a planta (Mylona et al., 1995).

Neste processo simbiodtico, estruturalmente complexo, a planta elabora uma nova
estrutura morfogenética denominada nédulo. O desenvolvimento do nodulo consiste em
varios estagios determinados pela acdo de produtos de conjuntos de genes da planta
hospedeira e da bactéria simbionte (Schloter et al., 1997). Quando a bactéria se diferencia
para uma forma endossimbidtica conhecida como bacteroide (Mylona et al., 1995), a
nitrogenase, enzima que catalisa a redugdo do nitrogénio, ¢ sintetizada.

Este tipo de simbiose € claramente vantajoso para a planta, pois permite o
crescimento vegetal em solos pobres em nitrogénio fixado. Com relagéo a bactéria, existem

especulagdes em relacdio a vantagem obtida com a associagdo (Long & Staskawicz, 1993).



O estado altamente diferenciado que a bactéria assume durante a simbiose (bacterdide)
parece ser terminal, contudo a vantagem reprodutiva dentro do nédulo € consideravelmente
maior do que a situagdo de vida da bactéria no solo (Triplett & Sadowsky, 1992).

Os dois organismos envolvidos na simbiose se diferenciam para produzir uma
cooperagdo metabdlica: a bactéria fixa dinitrogénio em amonio e a planta assimila amonio,
suprindo a bactéria com carboidratos (Werner, 1992).

Outro grupo de rizobactéria estudado compreende os microrganismos diazotroficos
endofiticos. Bactérias endofiticas sfo aquelas que podem ser isoladas da superficie
desinfetada do tecido vegetal ou extraidas do interior da planta, mas ndo causam danos
visiveis a planta hospedeira (Hallmann et al., 1997).

Ao contrario do que ocorre em simbioses entre espécies de Rhizobium e
leguminosas, as interagdes entre gramineas e H. seropedicae ndo resultam na formagéo de
estruturas simbioticas como os nodulos radiculares. A falta de um fenotipo claro resultante
da associagdo dificulta o estudo dos mecanismos de interagdo planta-microrganismos
endofiticos.

O isolamento de Azotobacter spp das raizes de arroz (Sen, 1929) resultou na
descoberta de um novo tipo de associagéo onde a planta pode se beneficiar da associagio
com bactérias diazotréficas que vivem em suas raizes. A partir dai, um grande niimero de
bactérias diazotroficas tem sido isolado de gramineas tropicais, incluindo espécies de
Azospirillum (Baldani & Dobereiner, 1980; Baldani et al., 1981; Ladha et al., 1997),
Herbaspirillum (Baldani et al., 1986) e Burkholderia (Bevivino et al., 1994), entre outras.

As principais pesquisas que envolvem bactérias endofiticas e gramineas buscam
quantificar e identificar possiveis efeitos benéficos que estes microrganismos podem

proporcionar as plantas. Estes estudos objetivam determinar o efeito da inoculagdo na
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planta; o papel que a bactéria ¢ a planta desempenham quando em associagdo ¢ a

especificidade da associagdo, considerando o ambiente (Didonet, 1998).

1.2. Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria diazotrofica endofitica obrigatoria, que
pode ser encontrada em raizes, hastes e folhas de varias espécies de Poaceae, como arroz e
cana-de-agucar, sem causar danos visiveis aos hospedeiros (Baldani et al., 1986; Olivares et
al., 1996). Sua taxa de sobrevivéncia no solo € baixa, habitando o interior do tecido vegetal
(Baldani et al., 1997).

Pertence a divisdo P da classe das proteobactérias, sdo fixadores de nitrogénio,
microaerdbicas, gram-negativas, com 0,6 a 0,7 pum de didmetro e 1,5 a 5,0 pm de
comprimento.

H. seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus produzem giberelinas e IAA
(4cido indol-acético) (Bastian et al., 1998). Estes resultados explicam, em parte, os efeitos
benéficos das bactérias endofiticas na planta hospedeira.

Apesar das evidéncias de que o aumento na produgdo seja devido primeiramente a
producdo de hormdnios pela bactéria, Bashan & Holguin (1997) acreditam na possibilidade
de que bactérias inoculadas contribuam consideravelmente com a fixag&io de nitrogénio
nestes incrementos.

Herbaspirillum seropedicae desperta grande interesse econdmico, pois pode ser

utilizado como biofertilizante, reduzindo o custo com fertilizantes nitrogenados.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho foi estudada a interagdo entre o microrganismo diazotr6fico
endofitico Herbaspirillum seropedicae e as gramineas hospedeiras arroz, milho, sorgo,
trigo. Também foi estudada a interagdo de H. seropedicae com as dicotiledoneas tomate €

feijdo. Os objetivos especificos foram:

e Obter estirpes de Herbaspirillum seropedicae, expressando constitutivamente o gene-

reporter gusA, por mutagénese aleatéria com mini-transposon;

e Monitorar a colonizagdo de plantulas de arroz, milho, sorgo, trigo, tomate e feijdo

inoculadas pelas estirpes de H. seropedicae (gusA);

e Caracterizar os sitios de colonizagdo de Herbaspirillum seropedicae em plantulas arroz,

milho, sorgo, trigo, tomate e feijdo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ESTIRPES E PLASMIDEOS

As estirpes de bactérias e plasmideos utilizados estdo listados na tabela 1.

Tabela 1

Estirpes Principais caracteristicas Referéncia / Fonte

Herbaspirillum seropedicae

ZA95 Nif" BALDANI ef al., 1986
ZM152 Nif" BALDANI et al., 1986
ZALRC1 Spm®, Nif", gusA© Este trabalho
ZMLRCI Spm®, Nif", gusA© Este trabalho

Escherichia coli

S17 SIMON et al., 1984
Plasmideo
mTn5SSgusA20 Spm"®, gusA® WILSON et al., 1995

3.2. COSTRUGAO DE ESTIRPES DE Herbaspirillum seropedicae MUTANTES

3.2.1. Mini-preparaciio do transposon

O mini-transposon foi preparado segundo a técnica de lise alcalina (Sambrook et al.,
1989).

As células de E. coli, estirpe S17, foram crescidas em meio LB, a 37°C, sob
agitagdo de 200 rpm, por um periodo de 12 h. Um mililitro e meio de cultura foram

coletados em tubos tipo eppendorf e centrifugados por 1 minuto a 13000 rpm. Foi
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descartado o meio sobrenadante e as células ressuspendidas em 150 pL de tampdo GET
(EDTA 10 mmol/L, glucose 50 mmol/L, Tris-HCI 25 mmol/L, pH 8,0). Em seguida, 150
pL de solugdo de lise (SDS 1%, NaOH 200 mmol/L) foram adicionados para rompimento
das células. Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente por 5 minutos. Cento e
cinqiienta microlitros de tampdo KacF (4cido formico 1,8 mol/L, acetato de potassio 3
mol/L, pH 5,0) foram adicionados a mistura. Ap6s incubagdo em banho de gelo por 5
minutos, foram adicionados 50 pL de fenol cloroférmio a mistura, que foi homogeneizada e
centrifugada a 13000 rpm, durante 10 minutos. A fase aquosa foi coletada e transferida para
tubos tipo eppendorf novos que continham 1 mL de etanol absoluto. Esta mistura foi
novamente homogeneizada e depois de um repouso de 25 minutos, foi centrifugada durante
10 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado em 1 mL
de etanol 80%, duas vezes. O precipitado, contendo o DNA plasmidial, foi seco em bomba

a vacuo e dissolvido em 20 plL de dgua estéril contendo 20 pg/mL de RNase.

3.2.2. Preparo de células eletrocompetentes de H. seropedicae

Cento e vinte mililitros de cultura de H. seropedicae foram crescidos por 12 horas, a
30°C, sob agitagdo de 120 rpm. Essas culturas foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10
minutos, a 0°C. O sobrenadante foi desprezado, o precipitado foi lavado com 4gua estéril
gelada e centrifugado a 3000 rpm, durante 10 minutos, a 0°C. Novamente o sobrenadante

foi desprezado e foi acrescentado 50 pL de glicerol 10% as células. Estas foram separadas

em aliquotas de 20 pL e acondicionadas em freezer a —70°C.
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3.2.3. Inserc¢io do transposon no DNA bacteriano e selecio das colonias
mutantes

O DNA plasmidial intacto foi transferido para estirpes [ seropedicae através de
eletroporag@o de células eletrocompetentes.

O antibidtico espectinomicina foi usado para selegdo das colonias com transposon.
Para comprovar a insergdo do gene-repOrter nas estirpes selvagens, as colonias resultantes

da eletroporagfo foram transferidas para placas contendo meio NFbHPN solido e X-gluc

(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo) (30pg/mL).

3.3. PLANTAS UTILIZADAS

Neste trabalho foram utilizadas sementes das gramineas: arroz (Oryza sativa)
variedade IAPAR-63, milho (Zea mays) variedade BRS-3133, sorgo (Sorghum bicolor)
variedade Agroceres, trigo (Triticum aestivum) variedade BRS-208; e das dicotiledoneas:
tomate (Lycopersicum esculentum) e feijao (Phaseolus vulgaris L). As sementes de arroz
foram obtidas do Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR) e as sementes de milho, sorgo e
trigo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). As sementes de
tomate e feijdo foram adquiridas ‘comercialmente na casa Boutin. As sementes

permaneceram acondicionadas em geladeira até o uso nos experimentos.

3.4. DESINFECCAO DE SEMENTES
As sementes de milho, trigo, sorgo, arroz e tomate foram desinfetadas
superficialmente por imerséo em etanol 95% seguida de imersdo em hipoclorito de sodio

(10%) durante 5 minutos. Posteriormente foram lavadas em agua destilada por 4 vezes.
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As sementes de feijdo foram desinfetadas por imersdo em etanol 95%, seguido de
imersdo em hipoclorito de sodio (10%) com Tween 0,002% durante 10 min por 2 vezes, € 1
vez por 5 minutos. Ap6s cada imersdo em hipoclorito de s6dio com Tween 0,002%, as

sementes foram lavadas 5 vezes em 4gua destilada estéril, cada lavagem durando 1 minuto.

3.5. GERMINACAO

Apo6s a desinfecgdo superficial as sementes de milho, trigo, arroz, sorgo e feijdo
foram pré-germinadas em placas de petri contendo agar-agua (1%) ou em placas de petri
contendo papel absorvente e agua destilada durante 48 horas no escuro. As sementes de

tomate permaneciam no escuro por 4 dias.

3.6. INOCULACAO

As plantulas foram inoculadas com 1mL (10® células/mL) de cultura de
Herbaspirillum seropedicae, crescida por 16 horas, nas plantulas contidas em placas de
petri e incubadas por 1 minuto. Em seguida as plantulas foram transferidas para tubos,
vasos ou papel e acondicionadas em cémara de cultivo com fotoperiodo de 16 horas e

temperatura de 30°C.

3.7. CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de H. seropedicae utilizadas para serem inoculadasunas plantas foram
crescidas em meio liquido NFbHPN, a 30°C, sob agitagdo de 120 rpm. Em meio semi-
sélido (0,175% de agar) e solido (1,5% de agar), os frascos e placas foram mantidos sem
agitagdo e incubados em estufa a 30°C. O meio NFbHPN apresenta a seguinte composigio

por litro:



MgSO4. 7 H,0O

NaCl

Malato de Sédio

CaCl,

K;HPO4

KH,PO4

Acido Nitrilo Triacético
FeSO4. TH,0

Biotina

Na,MoO;, . 2H,0
MnSO,. HO

H3;BO;

CuS0O4. 5SH,0O

ZnSO4 . TH,O

Mistura de fosfatos (20X)

NH4CI (1,0 mol/L)

02¢g
0,1g
50¢g
200 g
4,0¢g
6,0g
56,0 mg
20,0 mg
0,1 mg
2,0 mg
2,4 mg
2,8 mg
0,08 mg
0,24 mg
50 mL

20 mL

16

A mistura de fosfatos (20X) ¢ composta por KH,PO4 (159,5 g/L) e K,HPO4 (17,8

g/L), pH 6,0.

Os antibidticos usados foram espectinomicina (800pg/mL), ampicilina (250 pg/mL)

e estreptomicina (80 pg/mL).
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As plantulas foram transplantadas para papel, vasos ou tubos contendo solu¢ao
nutritiva e vermiculita estéreis, conforme experimento. A solu¢fio nutritiva utilizada

apresenta a seguinte composigo por litro (Egener et al., 1999) e pH 6,8.

MgSO; . 7TH,0 02¢g
NaCl 0,1g
CaCl,. 2H,0 0,026 g
MnSO,. HO 0,012 ¢
NaMoO;, . 2H,0 4 mg
H;BO; 3 mg
7ZnS0O, . TH,O 0,2 mg
CuSOy4 . SH,O 0,1 mg
Fe EDTA 13 mg
Malato 20% 5 mg
K,HPO4 15¢g
KH,PO4 15¢g

As plantas crescidas em vasos contendo vermiculita eram irrigadas periodicamente

com agua destilada estéril.

3.8. ESTUDOS DE COLONIZACAO
A falta de um fendtipo visivel, resultante da associagdo entre H. seropedicae €
plantas hospedeiras, torna necessario o uso de ferramentas que possibilitem o estudo desta

interac&o. A marcagdo de estirpes de H. seropedicae com o gene gusA (codifica para a -
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glucuronidase de E. coli) permitiu 0 acompanhamento da colonizago. A atividade de B-
glucuronidase foi monitorada usando X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo)
como substrato. Para tanto, as plantas foram lavadas cuidadosamente em solugdo salina
tamponada para remover restos de vermiculita ou meio de cultivo e entdo coradas em
tampdo de cacodilato de sodio SOmmol/L, pH 7.5, contendo 0,5 mg/mL de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo (X-gluc) (VANDE BROEK et al., 1993; HUREK ef al.,

1994).

3.9. CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

A quantificag@o das bactérias foi realizada apds desinfec¢do superficial das plantas
de tomate e feijdo com etanol (95%) por 30 s, seguido de hipoclorito de so6dio (10%) por 5
min e 4 lavagens em agua destilada estéril. Em seguida foram triturados em 1 mL de meio
NFbHP e entfio diluidos em série (10, 10, 10®). As dilui¢des (0,2 mL) foram plaqueadas
em meio NFbHPN, contendo antibidtico adequado. As placas referentes a dilui¢io 107
tiveram acréscimo de X-gluc (30 pg/mL). A contagem foi feita apos 48h de incubagido em

estufa a 30°C.

3.10. CURVAS DE CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS
Os mutantes obtidos foram crescidos em meio liquido com NFbHPN, sob agita¢do
de 120 rpm e 30°C e comparados as estirpes selvagens. As estirpes foram crescidas durante

trés, seis, nove e doze horas e o crescimento foi determinado pela absorbancia a 600nm.
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3.11. CRESCIMENTO EM NITRATO
As estirpes mutantes e selvagens foram crescidas em meio s6lido com NFbHP, sendo

adicionado nitrato de sddio (10 mmol/L) como unica fonte de nitrogénio.

3.12. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ESPECTINOMICINA
INIBITORIA DO CRESCIMENTO DE H. seropedicae

Para determinar a concentragdo de antibidtico utilizada na sele¢do de colOnias
mutantes foi testado o crescimento de H. seropedicae estirpes 767, ZA95 ¢ ZM152 na
presenga de concentragdes crescentes do antibiotico espectinomicina. Cerca de 10® células
foram plaqueadas em meio NFbHPN contendo 30, 50, 100, 300 ou 800 pg/ml do
antibiotico. Apds 48 horas de incubagdo a 30° C nenhuma coldnia havia crescido na

presenca de 800 pg/ml de espectinomicina.

3.13. ENSAIO DE NITROGENASE

A atividade da nitrogenase das estirpes de H. seropedicae foi determinada pelo
método de redugdo do acetileno (ARA) (BURRIS, 1972). Foram crescidas culturas de H.
seropedicae durante 16h, a 30°C. Em seguida foram inoculados 30 pL de cultura em
frascos contendo 4 mL de meio semi-solido de NFbHP, com adi¢do de 0,5 mmol/L de
glutamato como fonte de nitrogénio. Depois de 24 h de incubagio em estufa a 30°C, as
estirpes foram acondicionadas em tubos fechados com rolhas de borracha. Nestes tubos foi
injetado acetileno na concentragdo final de 10% (v/v). Ap6s 1 hora de incubagéo a 30°C,
foram retirados 0,5 mL da fase gasosa para determinagdo do etileno formado, por

cromatografia gasosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CONSTRUCAO DE ESTIRPES MUTANTES DE Herbaspirillum seropedicae
| EXPRESSANDO CONSTITUTIVAMENTE O GENE gusA

Para obten¢@o de inser¢do do gene gusA no genoma de H. seropedicae o plasmideo
mTn5SSgusA20 foi eletroporado nas estirpes de H. seropedicae ZA95 e ZM152. O
plasmideo mTn5SSgusA20 contém o mini-transposon derivado do Tn5 clonado em vetor
suicida, ou seja, o vetor ndo se replica, em H. seropedicae. Estirpes mutantes contendo o
mini-transposon Tn5SSgusA foram selecionadas em meio NFbHPN contendo
espectinomicina (Spm) na concentragdo de 800 pg/mL. Cerca de 100 colonias resistentes a
Spm derivadas das estirpes ZA95 ¢ ZM152, cresceram no meio de sele¢do apds 48 horas
(FIGURA 1). Seis mutantes de cada estirpe foram isolados e denominadas ZALRCI1-6

(derivadas de ZA95) e ZMLRC1-6 (derivadas de ZM152)(FIGURA 2).

FIGURA 1: Expressao da B-glucuronidase nos mutantes ZMLRC e ZALRC

Estirpes que cresceram nas placas, apos a eletroporagdo, foram repicadas para placas

800

contendo meio NFbHPN com adigdo de Spm™ e X-gluc para confirmar a insercao.



21

42. DETECCAO DE ATIVIDADE DE B-GLUCURONIDASE NAS ESTIRPES
MUTANTES

As colonias mutantes foram inoculadas em meio NFbHPN solido com X-gluc (30
mg/L). A enzima B-glucuronidase hidrolisa o substrato X-gluc produzindo 5-bromo-4-
cloro-3-indol que, apds reagdo de oxidagdo, precipita um produto de coloragdo azul. Apos
24 horas de incubagdo a 30°C, todas as colonias adquiriram coloragdo azul, confirmando a
inser¢do do mini-transposon Tn5SSgusA4 no genoma bacteriano (FIGURA 2). As estirpes

mutantes ZALRC1 e ZMLRC1 foram, entdo, selecionadas e caracterizadas.

FIGURA 2: Expressdo da B-glucuronidase nos mutantes ZMLRC e ZALRC
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LRC4

Mutante
LRC4
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As estirpes mutantes (ZALRC1 e ZMLRCI1) e selvagens (ZA95 e ZM152) de H.
seropedicae foram crescidas em meio sélido NFbHPN contendo o substrato X-gluc (30

pg/mL), durante 24 h, a 30°C.
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43. ATIVIDADE DE NITROGENASE E CRESCIMENTO NA PRESENCA DE
NITRATO

Como as estirpes contendo inser¢do do gene gusA deveriam ser utilizadas em
experimentos de colonizagdo de planta e avaliagdo da contribuigdo da bactéria para o
balango de nitrogénio da planta, a capacidade de fixar nitrogénio e de crescer em nitrato
como fonte de nitrogénio foram avaliadas.

As estirpes mutantes ndo diferiram das selvagens em relagdo a atividade da enzima
nitrogenase. Em presenga de nitrogénio as estirpes selvagens e mutantes ndo apresentaram
atividade da enzima nitrogenase. Na auséncia de nitrogénio tanto as estirpes selvagens
quanto as mutantes apresentaram atividade da enzima nitrogenase.

Também ndo houve diferenga entre as estirpes selvagens e mutantes em relacdo ao
crescimento utilizando nitrato de sédio como fonte tinica de nitrogénio (FIGURA 3). Estes
resultados mostram que a inser¢do do transposon ndo interferiu na atividade da enzima
nitrogenase nem na capacidade de utilizar nitrato como fonte de nitrogénio.

A auséncia de efeito na atividade de redugdo de acetileno e no crescimento
utilizando NOs” indica também que além dos genes que codificam para as enzimas das vias,
os genes regulatorios do sistema Ntr (regulagdo do metabolismo do nitrogénio) ndo foram

afetados pela inser¢do do transposon.
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FIGURA 3: Crescimento das estirpes de H. seropedicae utilizando nitrato como fonte de

nitrogénio

ZA95 selvagem

ZALRCI

ZM152 selvagem

ZMLRCI1

As estirpes foram crescidas em meio NFbHP sélido, com adi¢do de nitrato de sédio como

unica fonte de nitrogénio, durante 24 h, a 30°C.

4.4. CURVAS DE CRESCIMENTO

Para determinar se a inser¢do do mini-transposon nas estirpes ZALRC1 e ZMLRCI1
causou alteracdo na taxa de crescimento das estirpes mutantes, uma curva de crescimento
em meio NFbHPN foi construida. As estirpes mutantes e selvagens apresentaram curvas de

crescimento semelhantes (FIGURAS 4 e 5), sugerindo que a inser¢do do mini-transposon
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ndo inativou nenhum gene essencial para o crescimento de H. seropedicae nas condi¢des de

laboratdrio.

FIGURA 4: Curva de crescimento das estirpes selvagem ZM152 e mutante ZMLRCI de

H. seropedicae
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As estirpes foram crescidas em meio liquido NFbHPN, sob agitagdo de 120 rpm, a 30°C e o

Horas

crescimento foi determinado pela absorbancia (600 nm) durante trés, seis, nove e doze

horas.
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FIGURA 5: Curva de crescimento das estirpes selvagem ZA95 e mutante ZALRCI1 de H.

seropedicae
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As estirpes foram crescidas em meio liquido NFbHPN, sob agitacdo de 120 rpm, a 30°C e o
crescimento foi determinado pela absorbancia (600 nm) durante trés, seis, nove e doze

horas.

4.5. COLONIZACAO DE PLANTAS DE MILHO, TRIGO, SORGO, ARROZ, TOMATE
E FEIJAO POR ESTIRPES DE H. seropedicae MARCADAS COM O GENE gusA

As estirpes mutantes foram inoculadas em plantulas de milho, trigo, sorgo, arroz,
tomate e feijdo. Apds 15-20 dias de crescimento, as plantas foram colhidas e ensaiadas para
atividade de beta-glucuronidase. Apds incubacdo das raizes das plantulas com X-gluc
(30pg/mL), uma forte coloragdo azul foi observada em alguns pontos das raizes de milho,
trigo, sorgo e arroz (FIGURAS 6 e¢ 7). Em tomate e feijdo a coloragdo azul foi também
observada nos cotilédones e no caule (FIGURAS 8 e 9) indicando que nesses locais houve

colonizagdo das bactérias mutantes e que estas expressaram o gene gusA.
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FIGURA 6: Visualizagdo da colonizagdo superficial de raiz de gramineas por

Herbaspirillum seropedicae

milho <

g0 arroz
As plantulas foram inoculadas com 10® células e crescidas durante 15 dias. Apés a coleta

foram incubadas durante 30 h, a 37°C, em tampdo cacodilato de sédio 50 mmol/L, pH 7.5,
contendo 0,5 mg/mL de X-gluc.
A, D e F — Plantulas inoculadas com a estirpe selvagem ZM152; B, C e E - Plantulas

inoculadas com a estirpe mutante ZMLRC].
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FIGURA 7: Visualizagdo da colonizagdo superficial de raiz de gramineas por

Herbaspirillum seropedicae

nilho

As pléntulas foram inoculadas com 10® células e crescidas durante 15 dias. Apés a coleta
foram incubadas durante 30 h, a 37°C, em tampé@o cacodilato de sédio 50 mmol/L, pH 7.5,
contendo 0,5 mg/mL de X-gluc.

A, D, E e H — Plantulas inoculadas com a estirpe mutante ZALRCI; B, C, F ¢ G -

Plantulas inoculadas com a estirpe selvagem ZA95.
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FIGURA 8: Visualizagdo da colonizagdo superficial de plantulas de Feijjdo por

Herbaspirillum seropedicae

'

As plantulas foram inoculadas com 10® células e crescidas durante 10 dias. Apés a coleta
foram incubadas durante 30 h, a 37°C, em tampéo cacodilato de sédio 50 mmol/L, pH 7.5,
contendo 0,5 mg/mL de X-gluc.

A — Raiz de feijdo inoculada com a estirpe mutante ZMLRC1; B — Parte aérea de feijdo
inoculada com a estirpe mutante ZMLRC1; C — Raiz de feijdo inoculada com a estirpe

selvagem ZM152; D — Parte aérea de feijdo inoculada com a estirpe selvagem ZM152.
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FIGURA 9: Visualizagdo da colonizagdo superficial de plantulas de tomate por

Herbaspirillum seropedicae
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As plantulas foram inoculadas com 10® células e crescidas durante 20 dias. Apés a coleta
foram incubadas durante 30 h, a 37°C, em tampéo cacodilato de s6dio 50 mmol/L, pH 7.5,
contendo 0,5 mg/mL de X-gluc.

A, B, C, D e E — Plantulas de tomate inoculadas com ZALRC1; F — Plantula de tomate

inoculada com ZA95; G — Plantula de tomate sem inoculagdo de H. seropedicae.
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4.6.CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

As plantulas de feijdo (10 dias apds inoculagdo) e tomate (15 dias ap6s inoculagdo),
apos desinfeccdo superficial com etanol (95%) seguido por hipoclorito de sodio (10%),
foram trituradas e a suspensdo foi plaqueada em meio NFbHPN para contagem de bactérias
que colonizaram o interior do vegetal.

Foi observado o crescimento de coldnias nas placas com diluigio 10”. Nem todas as
placas desta dilui¢do apresentaram UFC (unidades formadoras de colonia), mas a auséncia
de colonias ndo descarta a possibilidade da presenga de bactérias endofiticas, indica que a
dilui¢do foi muito alta.

Para confirmar a identidade das colonias foi adicionado o substrato cromogénico da
B-glucuronidase ao meio (diluigdo 10”) (FIGURA 10). Nestas placas foram identificadas
especificamente as bactérias marcadas com gusA associadas endofiticamente.

O resultado da tabela 2 e 3 evidenciam:

1. O mutante ZALRC1 foi capaz de colonizar endofiticamente plantas de feijdo
e tomate, com niimero de bactérias de cerca de 10° UFC/g (feijdo) a 10’ UFC/g (tomate) de
peso verde;

2. O mutante ZMLRC1 colonizou internamente feijdo;

3. O grande nimero de bactérias endofiticas gusA™ recuperadas das plantas de
tomate e feijdo sugerem que as sementes utilizadas possuiam um alto nimero de endofitos
que ndo foram eliminados pela desinfec¢do utilizada.

Estes resultados, embora complicados pela presenga de outras bactérias endofiticas,

sugerem que H. seropedicae € capaz de penetrar e colonizar dicotiledoneas.



Tabela 2: Colonizagdo endofitica de feijdo por H. seropedicae 15 dias apds inoculag@o

Estirpe Localizagdo | Peso verde do UFC UFC
macerado Total/g gusA +
(2
ZA95 selvagem Parte aérea 3,91 0,3. 10° -
ZALRCI(mutante) | Parte aérea 1,73 48.10° 2.10°
ZA95 selvagem Raiz 0,95 - -
ZALRCI1(mutante) Raiz 0,40 - -
ZM152 selvagem | Parte aérea 2,11 6.8.10° s
ZMLRCI (mutante) | Parte aérea 3,72 4,6.10° 1,5.10°
ZM152 selvagem Raiz 0,80 - -
ZMLRC1 (mutante) Raiz 0,42 - -
Naio inoculado Parte aérea 2,20 0,9.10° -
Nao inoculado Raiz 0,75 - -

Tabela 3: Colonizagdo endofitica de tomate por H. seropedicae 20 dias apds inoculagido

Estirpe Peso verde do UFC UFC
macerado Total/g gusA +
(8)
ZA95 selvagem 0,17 6,0. 10’ -
ZALRCI (mutante) 0,12 2,6.10° 1,8.107
ZM152 selvagem 0,11 6,8 .10 -
ZMLRC]1 (mutante) 0,11 1,8.10° i
Nao inoculado 0,05 1.8. 10° -




FIGURA 10: Bactérias endofiticas do tomate inoculado com ZALRC1
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Plantas de tomate desinfetadas superficialmente foram trituradas e diluidas (107 para

serem plaqueadas em meio NFbHPN, com Spm®*” e X-gluc (30pg/mL).
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5. CONCLUSOES

e A inser¢do do transposon mTnS5SSgusA20 resultou na mutagénese das estirpes
ZM152 e ZA95 de Herbaspirillum seropedicae, sendo que tais mutantes ficaram marcados
com o gene gusA.

e Os mutantes obtidos ndo diferiram das estirpes selvagens nas andlises quanto ao
crescimento em meio liquido NFbHPN, crescimento utilizando nitrato como fonte de N e
atividade de nitrogenase.

e As estirpes mutantes ZALRC1 e ZMLRC]1 foram capazes de colonizar a superficie
de plantulas de milho, trigo, sorgo, anoi, tomate e feijdo. A presenga da bactéria foi
evidenciada apds incubagdo com o substrato da beta-glucuronidase, X-gluc.

e As estirpes ZA95, ZM152, ZALRC1 e ZMLRCI1 de H. seropedicae colonizaram

endofiticamente plantulas de feijdo e tomate.
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