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RESUMO

O Herbaspirillum rubrisubalbicans é uma bactéria diazotrofica e endofitica
pertencente a classe 3 das proteobacterias que € capaz de se associar com varias
Poaceae de interesse econémico como milho, arroz, sorgo, trigo e cana-de-acgucar.
Esta bactéria € capaz de causar a doenca da estria mosqueada na variedade B-
4362 de cana-de-acucar e a doenga da estria vermelha em algumas variedades de
sorgo.

Em vérias plantas a viruléncia das bactérias patogénicas é em parte
dependente de um grupo de proteinas que séo injetadas nas células do hospedeiro
por um Sistema de Secrecao do Tipo Il (SST3). Esta € uma maquinaria altamente
conservada capaz de secretar proteinas bacterianas em células eucarioticas.
Recentemente, genes hrp/hrc que codificam as proteinas do SST3, foram
identificados no genoma de H. rubrisubalbicans. Esse conjunto de genes foi
parcialmente sequénciado neste trabalho tendo identificados 14 proteinas ja
descritas do SST3 e sete proteinas hipotéticas.

Dentre eles foram identificados os genes hrpE e hrcN que foram
mutagenizados com a insercdo do transposon EZ-Tn5™ <TET-1> contendo um
gene de resisténcia a tetraciclina. As constru¢cdes foram transferidas para o
cromossomo do H. rubrisubalbicans M1 por recombinacdo homdloga e as colbénias
resistentes a tetraciclina foram selecionadas. Dois mutantes chamados TSE (hrpE) e
TSN (hrcN) foram caracterizados.

A cana-de-acucar B-4362 foi inoculada com a estirpe selvagem M1 e estirpe
mutante TSE. Duas semanas ap0s a inoculacdo foram observados sintomas
caracteristicos da doenca da estria mosqueada nas folhas das plantas inoculadas
com as estirpes do tipo selvagem. Plantas inoculadas com TSE, no entanto, ndo
desenvolveram quaisquer sintomas da doenca, sugerindo que o produto do gene
hrpE estad envolvido no desenvolvimento da doenca da estria mosqueada por H.
rubrisubalbicans em cana-de-aglcar B-4362. Os mutantes TSN e TSE também
foram inoculadas em Vigna unguiculata cv. Red Coloonis e diferentemente da
estirpe selvagem, nado foi observado o desenvolvimento de uma resposta
hipersensitivas nestas folhas.

Estes resultados comprovam que o SST3 é funcional em H. rubrisubalbicans
e 0s genes hrpE e hrcN sao elementos estruturais da maquinaria do SST3.



ABSTRACT

Herbaspirillum rubrisubalbicans is a diazotrophic, endophytic B Proteobacteria
which associates with several Poaceae such as maize, rice, sorghum, wheat and
sugar cane. H. rubrisubalbicans causes the mottled stripe disease in the B-4362
variety of sugar cane, and red stripe disease in susceptible varieties of sorghum.

In several plant bacterial pathogens virulence is in part dependent on a group
of proteins that are injected into the host cells by a type Il secretion system (T3SS).
This is a highly conserved secretion machinery to deliver bacterial proteins into
eukaryotic cells. Recently, the hrp and hrc genes, which code for the proteins of the
T3SS, were identified in the genome of H. rubrisubalbicans. This cluster was partially
sequenced in this work has already identified 14 proteins belonging of SST3 and
seven hypothetical proteins.

Among them were identified the hrpE and hrcN genes who were mutated by
inserting the transposon EZ-Tn5™<TET-1> containing a tetracycline resistance
gene. The constructions were transferred into the chromosome of H.
rubrisubalbicans M1 strain by homologous recombination and tetracycline resistant
colonies were selected. Two mutants named TSE (hrpE) and TSN (hrcN) were
characterized.

Sugar cane B-4362 was inoculated with the wild type M1 and mutant strain
TSE. Two weeks after inoculation characteristic symptoms of the mottled stripe
disease were observed in the leaves of the plant inoculated with the wild-type strain.
Plants inoculated with TSE, however, failed to develop any symptoms of the disease,
suggesting that the hrpE gene product is involved in promoting the mottled stripe
disease by H. rubrisubalbicans in sugar cane B-4362. The mutants TSE and TSN
were also inoculated in Vigna unguiculata cv. Red Coloonis and differently than the
wild strain, they cannot develop the hipersensitive response in these leaves.

These results comprove that T3SS is functional in H. rubrisubalbicans and the
genes hrpE and hrcN are a structural element of the T3SS machinery.
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1. INTRODUCAO

O género Herbaspirillum pertencente a Classe B do Filo Proteobacteria,
compreende bactérias gram-negativas, em forma de espiral, geralmente vibridides,
podendo se apresentar em forma helicoidal, sendo mdveis em presenca de oxigénio.
As células podem apresentar de 1 a 3 flagelos em um ou ambos os pélos. O
diametro destas bactérias varia entre 0,6 e 0,7 um e o comprimento celular pode
variar entre 1,5 e 5,0 um. Estes organismos sao aerébios, ndo fermentam acucares,
e alguns deles fixam nitrogénio atmosférico sob condicbes de microaerofilia e
crescem bem utilizando N, como Unica fonte de nitrogénio (BALDANI et al., 1986;
BALDANI et al., 1992).

Parte dos microrganismos deste género sdo diazotréficos endofiticos e
associam-se com varias plantas de interesse econdmico, como milho (Zea mays),
arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum bicolor), trigo (Triticum aestivum), cana-de-
acucar (Saccharum officinarum), bananeiras (Musa sp.), palmeiras e abacaxizeiros
(Ananas comosus) (BALDANI et al.,, 1986; BALDANI et al., 1992; CRUZ et al.,
2001).

A associacdo de Herbaspirillum com gramineas aparentemente inicia-se
com a adesdo da bactéria a superficie radicular, seguida de colonizacdo dos pontos
de emergéncia das raizes secundarias e penetracdo por descontinuidades da
epiderme. Ocorre entdo rapida colonizacdo e ocupacao de espacos intercelulares da
raiz, assim como do aerénquima, xilema e, finalmente, por¢cdes aéreas (JAMES,
1997).

Ja foram descritas dez espécies de Herbaspirillum: H. rizosphaerae, H.
autotrophicum, H. chlorophenolicum, H. frisingense, H. hiltneri, H. huttiense, H.
lusitanum, H. putei, H. rubrisubalbicans e H. seropedicae (BALDANI et al., 1986;
BALDANI et al., 1996; DING & YOKOTA, 2004; IM et al., 2004; KIRCHHOF et al.,
2001; ROTHBALLER et al., 2006; VALVERDE et al., 2003; JUNG et al., 2007)

Apesar de serem reconhecidos como organismos benéficos, o
Herbaspirillum rubrisubalbicans em especial pode causar sintomas de doencas em
cultivares de sorgo e cana-de-acucar (BALDANI et al., 1996; OLIVARES et al, 1996).

O H. rubrisubalbicans é uma espécie fitopatogénica originalmente descrita

como Pseudomonas rubrisubalbicans e foi incluida no género Herbaspirillum com



base em estudos moleculares (BALDANI et al, 1996).

Com isso, o H. rubrisubalbicans tornou-se um interessante modelo de estudo
entre este microrganismo e a planta. Seu modelo de colonizagdo, seguido de
aparecimento de sintomas de doenca € uma forma viavel de visualizar a capacidade
de colonizagéo e de causar doengas em plantas.

H. rubrisubalbicans teve o seu genoma parcialmente sequienciado pelo
Programa GENOPAR (www.genopar.org), e agora 0s genes envolvidos nos
processos de patogenicidade e de colonizacdo estdo sendo estudados a fim de se

desvendar como se da o processo de interacdo planta-bactéria.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Herbaspirullum rubrisubalbicans

Herbaspirullum rubrisubalbicans é uma bactéria diazotréfica e endofitica,
pertencente a classe B do Filo Proteobactéria. E uma espécie fitopatogénica
originalmente descrita como Pseudomonas rubrisubalbicans, foi incluida no género
Herbaspirillum com base em estudos moleculares (BALDANI et al, 1996).

O H. rubrisubalbicans pode ser isolado do interior de raizes, caule e folhas de
varias gramineas de interesse econdmico como cana-de-agucar, arroz e sorgo
(BALDANI et al, 1996).

Este microrganismo nao pode ser isolado do solo sugerindo que ele
estabelece uma interacdo endofitica com gramineas, que pode ser ndo patogénica
ou patogénica. O H. rubrisubalbicans pode causar a doenca da estria mosqueada na
variedade B-4362 de cana-de-agucar e estrias vermelhas nas variedades de sorgo.
O nome da espécie deriva de ruber, vermelho, e subalbicans, esbranquicado,
referindo-se aos sintomas da doenca estria mosqueada, caracterizado pelo
desenvolvimento de estrias vermelhas com manchas brancas nas folhas da cana-
de-acUcar (OLIVARES et al, 1997). E uma doenca de pouca importancia econdmica,
que afeta poucas variedades e ndo mata a planta, apenas diminui a area
fotossintética e a vida util da folha (CHRISTOPHER & EDGERTON, 1992;
OLIVARES et al, 1997).

2.2 DOENCA DA ESTRIA MOSQUEADA

A doenca da estria mosqueada, causada pelo H. rubrisubalbicans, foi descrita
primeiramente no estado da Louisiana (EUA) em 1932 e é caracterizada pelo
desenvolvimento de estrias vermelhas com manchas brancas nas folhas de cana-
de-aclcar. E uma doenca de pouca importdncia econdmica e afeta somente
algumas variedades de cana-de-acucar (CRISTOPHER & EDGERTON, 1992).

A variedade de cana-de-agucar B-4362, de Barbados, é suscetivel a esta
doenca (OLIVARES et al, 1997). A inoculacdo de H. rubrisubalbicans nas folhas



desta variedade provoca sintomas tipicos da doenca. O ponto de inoculagdo torna-
se vermelho e necrdtico e no sétimo dia ocorre a formacao de estrias vermelhas ao
longo dos vasos perto do ponto de inoculacdo, acompanhado de clorose (FIGURA
1). Neste estadgio a bactéria € encontrada preenchendo completamente o
protoxilema e parcialmente o xilema da regido que foi afetada com as estrias
vermelhas. No vigésimo dia a bactéria bloqueia os vasos do meta e protoxilema e
ocorre uma necrose ao redor do ponto de inoculacéo. A estria mosqueada aumenta
desde o ponto de inoculacdo em direcdo ao topo da folha, a medida que a bactéria

avanca no interior dos vasos da folha (OLIVARES et al, 1997).

FIGURA 1 — CANA-DE-ACUCAR B-4362 INOCULADA COM H.
rubrisubalbicans ESTIRPE M1.

('S

Sintomas tipicos da doenca da estria mosqueada em cana-de-acucar. FONTE: OLIVARES
et al. 1997.

A extensa colonizacdo bacteriana resulta na expansdo dos espacos
intercelulares e subsequiente compressao das células do hospedeiro. As colbnias
bacterianas podem eventualmente passar dos vasos para dentro do mesofilo

circundante, podendo atingir os estdmatos reduzindo o tempo de vida das folhas em



aproximadamente 75 dias. A planta hospedeira responde com producdo de
compostos fendlicos intercelulares e de goma para provavelmente restringir o
desenvolvimento bacteriano dentro dos vasos e confinar as bactérias em grandes
colonias. Além disso, ocorre morte localizada de células, um processo denominado
de Resposta Hipersensitiva (RH) (OLIVARES et al, 1997). Esta resposta €
consequéncia da comunicacdo entre a bactéria e a planta.

Muitas bactérias gram-negativas dependem do Sistema de Secrecdo do Tipo
[l (SST3) para interagir com as células do hospedeiro eucaridtico. Este sistema
pode estar envolvido na translocacdo de proteinas responsaveis pela
patogenicidade da bactéria através da parede celular vegetal (GHOSH, 2004).

2.3 SISTEMAS DE SECRECAO DE PROTEINAS

O termo secrecédo é utilizado para descrever o transporte ativo de proteinas
do citoplasma, através da membrana para a superficie ou ainda no interior das
células eucaritticas. O Sistema de Secrecdo do Tipo Ill é capaz de entregar as
proteinas efetoras dentro das células eucaridticas, fazendo com que as vias de
sinalizacdes das células da planta sejam alteradas. Essas mudancas podem resultar
em um desarmamento da resposta imune criando um nicho celular para a
estabilizacdo e colonizacédo da bactéria no interior da planta (HUECK, 1998).

Nas bactérias gram-negativas os sistemas de secrecdo de proteinas podem
ser divididos em seis diferentes tipos (I-VI). Essa classificacdo foi primeiramente
baseada nas caracteristicas de secrecdo das proteinas pela membrana externa
(GERLACH & HENSEL, 2007). Os sistemas de secrecao I, Ill, IV e VI podem
exportar proteinas através das membranas internas e externas através de um unico
passo acoplado ao consumo de energia. Os sistemas de secrecéo do tipo Il e V
exportam proteinas através das duas membranas em dois passos distintos,
utilizando o sistema geral de secrecdo (Sec) ou sistema Tat para a passagem

através da membrana interna (SAIER, 2006).



2.3.1Sistemas Sec

As proteinas translocadas pelo sistema sec-dependente sdo traduzidas como
pré-proteinas e possuem um peptideo sinal N-terminal caracteristico. Estas preé-
proteinas sdo reconhecidas por chaperonas citoplasmaticas SecB ou pela SRP
(sinal recognition particle). O complexo SecB-préproteina tem como alvo a
translocase formada pela proteina SecA, um motor molecular ao qual este complexo
se liga, e pelas proteinas SecY, SecG e SecE que formam o canal condutor (ESER
& EHRMANN, 2003).

Depois desta primeira etapa o peptideo sinal é clivado por peptidases
periplasmaticas e entdo a proteina se encontra no seu estado maduro (FIGURA 2).
Esta proteina podera atravessar a membrana externa por diferentes caminhos: (i)
por um complexo de secrecdo ou Sistema de Secrecdo do Tipo IlI, (i) por um

sistema auto-transportador ou Sistema de Secregao do Tipo V.

FIGURA 2 - ESQUEMA GERAL DO SISTEMA Sec DE SECRECAO
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No passo 1 a proteina pré-secretada (laranja), com peptideo sinal - retangulo), se liga a
proteina SRP (azul) ou a chaperona SecB (rosa) e € enviada para as translocases SecYEG
(amarelo). SecA (vermelho) reconhece o peptideo sinal e fornece a energia necesséria para
a translocacdo. Nesta etapa (fase 2) a proteina secretada perde o peptideo sinal e segue
para a fase 3 onde é translocada para o espaco periplasmatico (PAPANIKOU et al, 2007).



2.3.2 Sistema Tat

O Sistema Tat (Twin-arginine Translocator) € uma via de transporte de
proteinas presente em Bacteria, Archea e em cloroplastos. Proteinas transportadas
por este sistema possuem um motivo de argininas geminadas no peptidio sinal. O
sistema Tat esta localizado na membrana interna e de maneira geral € composto por
3 tipos de proteinas integrais de membrana: TatA, TatB e TatC (CLINE &
MCCAFFERY, 2007) (FIGURA 3).

Em E. coli foram identificados dois complexos de alta massa molecular
diferentes. Um dos complexos, formado por protdbmeros da proteina TatA, é
chamado de moddulo transportador. O outro complexo, chamado de modulo de
reconhecimento de sinal é formado pelas proteinas TatB e TatC (SARGENT, 2007,
BUCK, LAMMERTYN & ANNE, 2008).

Na auséncia de proteinas transportadas por este sistema, os dois complexos
encontram-se separados. Quando um motivo de argininas geminadas no peptidio
sinal é reconhecido pelo complexo TatBC ocorre a associacdo dos dois complexos
de uma maneira dependente da forca proton motriz. A proteina alvo € entéo
translocada para o periplasma passando pelo canal formado pelas proteinas TatA e
entdo os dois complexos se dissociam novamente (PALMER, SARGENT & BERKS,
2005; BUCK, LAMMERTYN & ANNE, 2008).



FIGURA 3 — MODELO DO TRANSLOCADOR TAT-DEPENDENTE
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(a) Na auséncia do substrato Tat ndo estiver presente, os complexos TatA (verde) e TatBC
(amarelo e vermelho) estdo presentes em forma de complexos distintos na membrana
interna (IM). (b) O ciclo de transporte Tat comec¢a quando as argininas do peptideo sinal do
substrato de Tat € reconhecido por TatB e TatC. (c) O complexo associado de TatA com
TatBC vinculado ao substrato. (d) O substrato é translocado a partir do citoplasma (CP) ao
periplasma (PP), através do canal formado pelas proteinas TatA. (e) Os dois complexos se
dissociam novamente (BUCK et al, 2008).

2.3.3 Sistema de Secrecao do Tipo

O SST2 é formado basicamente por 12 componentes, uma secretina de
membrana externa, pseudopilinas, a pré-pseudopilina peptidase/meltiltransfease e
proteinas envolvidas na montagem do sistema e no reconhecimento do substrato
(CIANCIOTTO, 2005).

O SST2 melhor caracterizado é o de Klebsiella oxytoca por PUSGLEY e
colaboradores (1997) e é formado pelas proteinas Pul (FIGURA 4).

Existem algumas evidéncias que sugerem que o SST2 pode estar envolvido
com patogénese. Muitas das enzimas secretadas por este sistema tém funcdes
degradativas e podem estar envolvidas com danos as células hospedeiras. Algumas
mutacbes nos genes do SST2 podem atenuar a viruléncia dos patdégenos
(CIANCIOTTO, 2005).



FIGURA 4 — ESQUEMA GERAL DO SST2 EM Klebsiella oxytoca
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A proteina efetora é carregada até o espago periplasmatico pelo sistema Sec e 0 SST2
formado pelo conjunto de proteinas Pul atravessa a proteina madura para o espaco
extracelular (HUECK, 1998).

2.3.4 Sistema de Secrecao do Tipo V

O SST5 pode ser subdividido em 3 outros sistemas ou sub-sistemas: o
sistema de autotransporte (V,), 0 sistema de secre¢ao de dois componentes (Vy) € 0
sistema V..

As proteinas que fazem parte do sistema V, sdo capazes de se translocar
através da membrana externa sem a ajuda de proteinas acessorias. Essas proteinas
geralmente contem 3 dominios: a sequéncia sinal, o dominio que sera transportado
ou dominio a, e a unidade de translocacdo ou dominio B. A sequéncia sinal &
necessaria para a passagem atraves da membrana interna, pelo sistema Sec ou Tat.
O dominio B tem uma estrutura em forma de barril que fica embebida na membrana
externa e é responséavel pela translocacdo do dominio a que € o dominio efetor. O
dominio a pode ser processado e separado dos demais dominios, ou pode continuar
ancorado nos outros dominios e exercer a sua funcéo extracelular (HENDERSON et
al, 2004).

O sistema Vp, ou TPS (two-partner secretion) é composto por duas proteinas

membros da familia TpsA e TpsB. As proteinas da familia TpsA sdo chamadas de
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exoproteinas, dominio a, ou ainda de dominio passageiro e possui a sequéncia sinal
necesséria para a translocagdo através da membrana interna. As proteinas TpsB
sdo chamadas de dominio B formador de poro ou dominio transportador e s&o
responsaveis pela translocacdo das proteinas TpsA (JACOB-DUBISSON et al,
2004).

As familias das adesinas oligoméricas — Coiled Coil — tem sido descritas como
uma superfamilia das autotransportadoras oligoméricas de superficie. Essas
proteinas devido a sua estrutura terciaria sdo secretadas diferentemente do sistema
V,, devido ao modo alternativo de secrecao elas foram designadas de sistema V.. A
proteina YadA é a adesina melhor caracterizada, sendo a principal adesina da
bactéria enteropatogénica Yersinia spp (GELARCH et al, 2007). A YedA forma
trimeros estaveis de alto peso molecular que se projetam para fora da membrana
externa, esta proteina pode ligar varias proteinas da matriz extracelular como o
colageno e é importante para o esclarecimento da patogenicidade (HOICZYK et al,
2000). Os modelos esquematicos dos tipos do SST5 estdo mostrados na FIGURA 5.
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FIGURA 5 - RESUMO ESQUEMATICO DOS TIPOS DE SST5
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Secrecao de proteinas do tipo AT ou V, esta representado do lado esquerdo do diagrama,
as TPS ou tipo V, no centro e do tipo V. ou AT-2 esquematizada a direita. SAo mostrados
guatro dominios funcionais: a sequéncia sinal, o dominio a ser transportado, a regido de
ligacdo e o dominio 3.

2.3.5 Sistemas Sec-independentes

Em contraste com os sistemas de secrecdo dos tipos Il e V, os sistemas do
tipo I, lll, IV e VI exportam proteinas através das membranas internas e externas
através de um processo continuo sem a necessidade de um sistema acessorio
(HUECK, 1998).
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2.3.5.1Sistema de Secrecao do Tipo |

7

O SST1 é um transportador do tipo ABC que forma um complexo
heterotrimérico intermembranar constituido por uma proteina exportadora de
membrana interna, uma proteina de fusdo (entre as membranas) e uma terceira
proteina formadora de poro na membrana externa. Este sistema permite a secrecao
de uma vasta gama de substratos que podem ser protéicos ou nao, a partir do
citoplasma para o espaco extracelular em uma U(nica etapa, sem um passo
intermediario periplasmatico (FIGURA 6). A maioria das proteinas ou substratos
descritos até agora possuem uma sequéncia C-terminal altamente conservada que
forma estruturas secundarias conservadas reconhecidas por este sistema e esta
porcdo ndo é clivada durante o processo de secrecdo (GERLACH & HENSEL,
2007).

FIGURA 6 — EXEMPLO DE TRANSPORTE DO SISTEMA DE SECRECAO DO
TIPO |

-

Este sistema foi estudado em detalhes com base na secrecdo das a-hemolisinas (HIyA) de
Escherichia coli. O sistema consiste na excrecdo de HIyA através do transportador do tipo
ABC HIyB, da proteina intermembranar HlyD e da formadora de poro da membrana externa
TolC. HlyB reconhece especificamente o substrato e dinamiza a translocacéo pela hidrolise
de ATP. HIyD é responséavel por fazer um canal até TolC, transportando HIyA através do
periplasma. A proteina formadora de poro de membrana externa TolC age como um canal
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trimérico hidrofilico exportador do sistema (GERLACH & HENSEL, 2007).

2.3.5.2 Sistema de Secrecao do Tipo IV

Diferentemente dos modelos de secrecdo ja descritos aqui o SST4, assim
como o Sistema de Secrecdo do Tipo lll (SST3), secretam as proteinas exportadas
diretamente dentro da célula receptora e ndo no espaco extracelular.

O SST4 é caracterizado pela capacidade de transferir proteinas ou DNA de
uma ceélula bacteriana para diferentes células alvo. A conjugacdo é um exemplo
onde DNA é transferido de uma bactéria para outra. O SST4 consiste de um canal
de translocacdo de substrato intermembranar e de um pilus que se ancora na
membrana externa e faz contato com a célula alvo (DEHIO, 2008).

Para recrutar proteinas presentes no citoplasma o sistema conta com um
homohexéamero VirD4 chamada de “coupling protein” (CP) ou proteina acopladora. A
estabilidade da interacdo com CP faz com que o substrato efetor se ligue a proteina
transmembranar VirB10, que forma um canal entre as membranas. Varias proteinas
Vir fazem parte deste canal, cada uma com funcdes diferentes como formar o canal
intermembranar, atuar como secretinas, ou ainda, formar o poro na membrana
externa da bactéria. VirB4 e VirB1l atuam como ATPases energizando a
translocagdo e a polimerizagdo do pilus. O pilus extracelular € uma estrutura de
forma alongada, composto principalmente por subunidades de VirB2, outras
proteinas como VirB5 e VirB7 também podem contribuir para a formacao do pilus

como mostra a FIGURA 7 (GERLACH & HENSEL, 2007).
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FIGURA 7 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS DIFERENTES
MECANISMOS DE SECRECAO DO SST4
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Em (a) a conjugacéo, processo que transfere DNA de uma célula bacteriana doadora para
sua receptora. Em (b) um sistema de troca de DNA com o meio extracelular independente
de contato com a célula alvo. Em (c) o SST4 entrega proteinas efetoras diretamente dentro
de células eucarioticas (CHRISTIE, 2003).
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2.3.5.3 Sistema de Secrecao Do Tipo VI

Estudos de bioinformatica identificaram um conjunto de genes altamente
conservados em diversos patdbgenos gram-negativos, estes genes devido a
homologia com o gene icmF, foram chamados IAHP do inglés IcmF-associated
homologous protein. O gene icmF codifica para uma proteina associada ao SST4.
As proteinas IAPH apesar da homologia com a IcmF nédo estdo envolvidas com o
SST4, indicando que elas formariam um sistema de secrecao diferenciado (FIGURA
8).

Em 2006 PUZATZKI e colaboradores identificaram um conjunto de genes
necessarios para a citotoxidade de Vibrio cholerae sobre o Dictyostelium
discoideum. Estes genes foram chamados de vas, do inglés “virulence associated
secretion”. As proteinas Vas juntamente com as IAHP formam um sistema que
estaria envolvido na translocacdo extracelular de proteinas que ndo possuem uma
sequéncia lider hidrofébica, na regido N-terminal e foi denominado Sistema de
Secrecao do Tipo VI. Como varias bactérias patogénicas gram-negativas possuem
esse conjunto de genes foi sugerido que a funcdo do SST6 seria o transporte
extracelular de fatores de viruléncia e sua translocacdo para a ceélula eucaridtica
(PUKATZKI et al, 2006).
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FIGURA 8 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SST6
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ATPase ClpV em laranja ajuda a transportar Hcp (amarelo) e VgrG (verde escuro) através
do envelope da célula. Lip (rosa) € uma lipoproteina putativa de membrana. O nivel de
fosforilagdo de Fha (marrom) regula a atividade do SST6. IM — Membrana Interna, P —
periplasma, OM - Membrana externa, ECM — Meio Extracelular e PM — Membrana do
Hospedeiro (FILLOUX, HACHANI & BLEVES, 2008).

2.3.5.4 Sistema de Secrecao do Tipo Il

Cerca de 25 espécies de bactérias gram-negativas com 0 genoma
sequenciado que interagem com outros organismos, tanto como patégenos quanto
como simbiontes e associativos, sdo equipadas com um aparato exportador de
proteinas denominado Sistema de Secre¢do do Tipo Il (SST3) (CORNELIS, 2006).
Este sistema permite a secrecdo de proteinas bacterianas diretamente para o
interior das células hospedeiras do eucarioto. No interior dessas células, as
proteinas bacterianas, também chamadas de efetores, modificam sinais celulares
em beneficio da bactéria.

O SST3 é formado por aproximadamente 20 proteinas, sendo que a maioria

esta localizada na membrana interna da bactéria (HUECK, 1998). Também fazem
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parte do sistema uma proteina formadora do poro da membrana externa e uma
ATPase citoplasmatica, provavelmente ancorada a membrana interna (HUECK,
1998; THANASSI & HULTGREN, 2000). Essas proteinas associam-se em uma
estrutura supramolecular que lembra uma seringa com uma agulha, denominada
injectiossoma (FIGURA 9) (CORNELIS, 2006). A agulha do injectiossoma,
denominada “pili Hrp” em fitopatdgenos, atravessa as membranas interna e externa,
fazendo contato com a membrana do hospedeiro (LI et al.,, 2002; HUECK, 1998;
GALAN & COLLMER, 1999; THANASSI & HULTGREN, 2000; BUTTNER & BONAS,
2002).

Embora as proteinas estruturais do SST3 sejam conservadas entre 0s
microrganismos que as apresentam, as proteinas secretadas variam bastante entre
as espécies. Esses efetores apresentam diversas funcgdes, tais como: reguladores
da secrecdo, facilitadores de inje¢cdo de outras proteinas e modificadores de
estrutura e funcdo de proteinas do hospedeiro (GREENBERG & VINATZER, 2003).
A expressédo das proteinas do sistema de secrecao e a secrecao em si dos efetores
parecem ser estimuladas pelo contato fisico entre a bactéria e seu hospedeiro
(HUECK, 1998).

A infeccdo de uma planta por um fitopatogeno pode desencadear uma
reacdo de hipersensibilidade (HR), que nada mais é do que morte celular
programada que limita o ataque dos patdgenos, ou pode ainda levar ao
desenvolvimento da doenca (GOODMAN & NOVACKY, 1994). A compatibilidade e
incompatibilidade entre a bactéria e a planta sao controladas por um conjunto de
genes bacterianos que codificam para proteinas efetoras secretadas pelo SST3
(GOODMAN & NOVACKY, 1994) e seus respectivos receptores vegetais
(MUDGETT & STASKAWICZ, 1998; HUECK, 1998; GOODMAN & NOVACKY,
1994). As proteinas efetoras bacterianas sdo denominadas proteinas Avr
(avirulentas) e as proteinas correspondentes nas plantas denominadas proteinas R
(de resisténcia). Os genes bacterianos necessarios para patogenicidade em plantas
suscetiveis e para desencadear a reacdo de hipersensibilidade em plantas
resistentes foram denominados hrp (de hypersensitive response and pathogenicity),
sendo que aproximadamente nove deles sdo altamente conservados e foram
chamados de hrc (HUECK, 1998; CORNELIS & van GIJSEGEM, 2000). Os genes
hrp/hrc  que codificam para as proteinas do SST3 estdo agrupados em

megaplasmideos (Ralstonia solanacearum) ou no genoma (Pseudomonas syringae,
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Erwinia amylovora e Xanthomonas campestris), nas “llhas de Patogenicidade”
(HUECK, 1998). A expressédo dos genes hrp é controlada por sinalizadores vegetais
e fatores ambientais como pH, forca osmdética e repressdo metabodlica (RAHME et
al., 1992; XIAO et al., 1992; GOODMAN & NOVACKY, 1994).

FIGURA 9 — MODELO ESQUEMATICO DO SST3
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A maior parte das proteinas formadoras deste complexo se encontram nos anéis
concéntricos da membrana interna e externa que formam o corpo basal do conjunto. Uma
proteina periplasmatica em forma de cilindro une os dois anéis e atravessa a proteina
efetora para o poro da membrana externa. Virada para a fase citoplasmatica da membrana
interna se encontra a ATPase. O anel da membrana externa € constituido de proteinas da
familia das secretinas. A partir deste anel sai a agulha, que € um complexo rigido e oco que
€ capaz de injetar as proteinas efetoras na célula alvo (THANASSI & HULTGREN, 2000).
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2.3.5.4.1 Estrutura do Complexo do SST3

O aparato do SST3 é uma estrutura complexa com varias subunidades
ligadas a membrana. Consiste em mais de 20 proteinas sendo que
aproximadamente nove delas sdo altamente conservadas e homologas as proteinas
do aparato flagelar (HUECK, 1998). As proteinas formam uma estrutura rigida e

7

longa em formato de uma seringa com uma agulha, que é ancorada na base e
atravessa a membrana interna, o espaco periplasmatico e a membrana externa da
bactéria (KUBORI et al, 1998).

O complexo da agulha é formado por trés partes principais: componentes
extracelulares, complexo da membrana externa bacteriana e o0 complexo da

membrana interna bacteriana (FIGURA 10).

FIGURA 10 - ESTRUTURA DOS COMPONENTES DO SST3 E SUAS
LOCALIZACOES
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Modelo construido com base em estruturas de cristais de alta resolucdo e empacotamento
molecular (YIP & STRYNADKA, 2006).
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2.3.5.4.1.1 Complexo da membrana interna

O complexo da membrana interna é estruturalmente e funcionalmente similar
aos componentes do corpo basal flagelar. Seu complexo em forma de anel tem a
funcdo de servir como plataforma para a montagem das demais estruturas do
complexo da agulha e promover a catalisagdo de translocacdo das proteinas
efetoras (YIP et al, 2005). Outra parte proeminente da membrana interna € formada
por proteinas da familia YscQ de Yersinia. A proteina representante desta familia em
P. syringae, HrcQ teve sua estrutura determinada revelando formar um
homotetramero que se liga pela por¢cao N-terminal ao anel (YIP & STRYNADKA,
2006). Outra proteina essencial j& descrita € uma ATPase altamente conservada
que se localiza ancorada na membrana interna para o lado do citoplasma. Em
fitopatdgenos ela € denominada HrcN, e fornece a energia pela hidrolise do ATP

favorecendo a passagem da proteina efetora pelo sistema (POZIDIS et al, 2003).

2.3.5.4.1.2 Complexo de membrana externa

O complexo da membrana externa € parte do corpo basal da agulha e é
formado por subunidades concéntricas de proteinas da familia das secretinas. Estas
proteinas estdo presentes ndo somente no SST3 como também participam de varios
processos de transporte macromoleculares como nos SST2 e SST4 (THANASSI &
HULTGREN, 2000). Estas proteinas ndo possuem homologia de seqiiéncia nem de
estrutura com os componentes da membrana externa de flagelos. A comparagéo de
secretinas de diferentes sistesmas mostra similaridades estruturais de 12 a 14
subunidades de secretinas que formam um poro homomultimerico que atravessa a
membrana externa e se projeta no espaco periplasmatico (MORAES, SPRETER &
STRYNADKA, 2008). O dominio C-terminal destas proteinas esta localizado na
membrana externa e o dominio N-terminal estd no espaco periplasmatico e
provavelmente interage com outros componentes periplasmaticos ou da membrana
interna (CHAMI et al, 2005; GENIN & BOUCHER, 1994).
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2.3.5.4.1.3 Componentes extracelulares

A porcéo extracelular do SST3 pode ser subdividida em trés partes principais:
a agulha, a ponta ou extensdo da agulha e o poro de translocacdo (MORAES,
SPRETER & STRYNADKA, 2008). A agulha consiste em um polimero helicoidal
composto por aproximadamente cem copias de proteinas de uma mesma familia
(YscF para Yersinia enterolitica). Dados estruturais obtidos a partir da analise de
RMN das proteinas monoméricas BsalL (Burkholderia pseudomallei) e Prgl (S.
typhikmurium) (WANG et al, 2007), a determinagdo da estrutura cristalografica da
proteina MixH de S. flexineri (DEANE et al, 2006) e a estrutura 3D desta porcao
obtidas por microscopia eletronica (CORDES et al , 2003), permitiram a constru¢ao
de modelos atémicos desta estrutura (DEANE et al, 2006; MORAES, SPRETER &
STRYNADKA, 2008). As proteinas da ponta ou extensdo da agulha parecem estar
envolvidas no correto posicionamento do poro de translocagcdo. Como representante
dessas proteinas temos a LcrV (Y. enterolitica) a IpaD (S. flexineri), a BipD (B.
pseudomalei) e a EpsA (E. coli), que sdo translocadores hidrofilicos e podem agir
como chaperonas extracelulares ou plataformas de montagem que auxiliam na
formacdo de um poro funcional na membrana da célula eucariética (DEREWENDA
et al, 2004; YIP et al, 2005; JOHNSON et al, 2007; MULLER, BROZ & CORNELIS et
al, 2008).

2.3.5.4.2 Regulacéo da expressao dos genes hrp/hrc

Com base em similaridades genéticas a organizagdo e regulagdo dos genes
hrp/hrc em bactérias fitopatdgenas foram divididos em dois grupos: grupo | (Ex.:E.
amylovora e P. syringae) e grupo Il (Ex.. R.solanacearum e espécies
de Xanthomonas). No grupo | os operons sao ativados pela proteina HrpL, um
membro da subfamilia de fatores sigma de fung&o extra citoplasmética (FREDERICK
et al., 2001). Ja no grupo Il a expressdo é controlada por HrpX, um ativador
transcricional tipo AraC da familia das OmpR. A andlise do transcriptoma de X.
campestris revelou que HrpG, através de HrpX, controla a regulacdo da transcricao

dos genes hrp/hrc e os genes que codificam para as proteinas efetoras (FIGURA 11)
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(CUNNAC, BOUCHER & GENIN, 2003). Muitos dos genes regulados por HrpX
contem um promotor PIP (promotor induzido por planta) - TTCGC-N15-TTCGC -
esta sequéncia pode estar diretamente envolvida na regulacdo génica por HrpX.
Porém, existem ainda promotores independentes de PIP, como por exemplo os
controlados por HrpG com sua regido promotora especifica (BUTTNER & BONAS,
2002). R. solanacearum possui um gene homologo ao hrpX de X. campestris
chamado hrpB, que também é ativado por HrpG. Ja foi comprovado que a
transcricdo de hrpG é aumentada em resposta ao contato direto da bactéria com
células da planta (ALDON et al., 2000). A proteina HrpG ativa a expresséo do gene
hrpB, um ativador transcricional da familia AraC. HrpB ativa a transcricdo dos genes
hrp/hrc e de outros genes localizados fora deste grupo cujos produtos séao
secretados via maquinaria do SST3 (GENIN et al, 1992).

FIGURA 11 - MODELO DE REGULACAO GENICA DO SST3 EM X. campestris

pv. Vesicatoria

=PM
cw
environmental stimuli
{contact, metabolic
signals)
—0M N
PM )
= "
- M \) ;

-

w =
DB

Sistema de captacdo de sinal do envelope bacteriano (indicado por um ponto de
interrogacao) devido aos estimulos ambientais causando a expressao de HrpG. HrpG ativa
a expressdo dos genes hrp/hrc via HrpX. CW, parede celular; IM, membrana interna; OM,
membrana externa; PM, membrana plasmatica.
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2.3.5.5 SST3 EM H. seropedicae

Foram identificados 14 genes hrp/hrc a partir do Programa de
Sequénciamento Gendmico de H. seropedicae (GENOPAR). Além disso, 15
proteinas hipotéticas e dois genes similares a pil (do aparato de secrecdo de
bactérias patogénicas) foram identificados na mesma regido do genoma. Dois genes
envolvidos na regulacéo da transcricdo dos genes hrp/hrc foram identificados em H.
seropedicae: hrpL, um fator sigma da RNA polimerase e hrpG que codifica para um
provavel regulador transcricional localizado fora do agrupamento hrp/hrc do genoma
(DEDECEK, 2006). O grupo de genes hrp/hrc de H. seropedicae apresenta uma
organizacdo de genes e operons parcialmente conservada se comparada com
fitopatbgenos como Pseudomonas syringae e Ralstonia solanacearum. Esta
semelhanca aponta indicios de que estes genes formam uma unidade de transcricéo
e que podem estar envolvidos no processo de interacdo entre o H. seropedicae e a
planta hospedeira (SILVA, 2008).

2.3.5.6 SST3 em H. rubrisubalbicans

Dados obtidos no Programa de Sequenciamento Gendmico da bactéria
endofitica H. rubrisubalbicans (Programa GENOPAR) mostraram a presenca de
genes homélogos aos que codificam as proteinas do SST3, sugerindo que este

sistema esteja presente nesta bactéria (TABELA 1).
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TABELA 1 - CLONES IDENTIFICADOS NA BIBLIOTECA GENOM ICA DE H.
rubrisubalbicans RELACIONADOS AO SST3

GENE CLONE LOCALIZAGAO CELULAR

hrpO / hrpQ / hrcN HR02-MF-00-000-053.F11 ATPase membrana interna

hrpE HR02-MF-00-000-057.H09 Membrana interna/Citoplasma
hrcv HRO03-FP-00-000-013.B07 Membrana interna/Periplasma
hrpQ HR02-MF-00-000-052.A02 Agulha

pilN HRO03-FP-00-000-010.H02 Flagelar

hrpV / hreV HRO03-FP-00-000-049.A08 Membrana interna

pilN HRO03-FP-00-000-010.H02 Flagelar

hrpE / hrcJ HR02-MF-00-000-009.C05 Membrana interna/Citoplasma
hrcU HR02-MF-0-000-052.H011 Membrana interna

hrcT / hrpX HRO03-FP-00-000-015.H11 Membrana interna

hrcC HR02-MF-00-000-052.H10 Membrana externa

hrpR HRO03-FP-00-000-008.C01 Membrana interna

hrpO HR02-MF-00-000-051.A02

Em H. rubrisubalbicans, uma bactéria fitopatbgena, o SST3 ainda né&o
foi estudado, mas possivelmente possui uma funcdo similar aos ja descritos,
introduzindo moléculas efetoras nas células eucariéticas, permitindo a comunicacao
entre as duas células e causando a patogenicidade em algumas variedades de
plantas.

Resultados preliminares revelaram a presenca de alguns genes hrp e hrc,
aparentemente constituindo um cluster (FIGURA 12). A TABELA 2 mostra a
nomenclatura das proteinas do SST3 de H. rubrisubalbicans comparada com outros
géneros de organismos patdégenos bem como sua homologia com o sistema flagelar
e localizacdo dentro da célula. A presenca desses genes indica que o H.
rubrisubalbicans possivelmente possui um SST3. Nosso objetivo € demonstrar se

este sistema ¢é funcional em H. rubrisubalbicans e se estd envolvido na
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patogenicidade do H. rubrisubalbicans relacionado a algumas variedades de cana-

de-acucar e Vigna.

FIGURA 12 — DISPOSICAO DOS GENES hrp/hrc DE H. rubrisubalbicans BASEADA NA
SEQUENCIA DE H. seropedicae

pilo pilN hrcC hrpE  hrcd hrcU pX hrcR hrpO cN pQ hrcv

e |0 enam

A: disposicdo dos contigs obtidos de H. rubrisubalbicans, com base na analise do programa
CONSED e na comparacao com a sequéncia de H. seropedicae. B: Agrupamento hrp/hrc de
H. rubrisubalbicans. C: Agrupamento hrp/hrc de H. seropedicae. NOTA: escala 0,6cm=1Kb.
(BALSANELLLI, 2007).

TABELA 2 — COMPARACAO DE PROTEINAS DO SST3 EM ORGANISMOS
PATOGENICOS

Herbaspirillum o o . .
. . Flagelares Yersinia Pseudomonas Erwinia Xanthomonas Ralstonia Localizacao
rubrisubalbicans
HrecV FIhA LerD HreVv HreV HreVv HreV MI
HrcN Flil YscN HrcN HrcN HrcN HrcN C/ Ml
HrcQ FIiN YscQ HrcQ HrcQ HrcQ HrcQ C/ Ml
HrcR FliP YscR HrcR HrcR HrcR HrcR MI
HrcS FliQ YscS HrcS HrcS HrcS HrcS MI/P
HrpX FIiR YscT HrcT HreT HrcT HreT MI/P
HrcU FIhB YscU HrcU HrcU HrcU HrcU Ml
HreJ FliF YscJ Hred HreJ Hred HreJ P/ ME
HrpE FliH YscL HrpE HrpE HrpB5 FliH C/ Ml
HrcC YscC HrcC HrcC HrcC HrcC ME
HrpJ YopN HrpJ HrpJ Ml
HrpQ FIiG YscD HrpQ HrpQ MI/P
HrpB Yscl HrpB HrpB C
HrpO FliJ HrpO HrpO C/Mi
HrpD YscK HrpD HrpD Ml
YscF |

Proteinas da mesma linha possuem similaridade de sequéncia. Ml — Membrana
interna, C — Citoplasma, P — Periplasma, ME — membrana externa e | — Injectissoma.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

A sequéncia parcial do genoma de H. rubrisubalbicans permitiu a identificagéo
de um grupo de genes hrp. As fun¢des destes genes ainda n&o estao esclarecidas.
Em outros organismos foi mostrado que os produtos dos genes hrp compdem a
maquinaria do SST3, responsavel por injetar proteinas efetoras produzidas pela
bactéria dentro da célula hospedeira eucariotica e que esta envolvido na
patogenicidade.

Este trabalho tem como objetivo construir estirpes mutantes de H.
rubrisubalbicans nos genes hrp/hrc e determinar seu fenétipo na interacdo bactéria-
planta entre o H. rubrisubalbicans e a variedade de cana-de-aglcar B-4362 e em
folhas de Vigna unguiculata.

3.2 Objetivos especificos

= Obter uma estirpe mutante no gene hrpE de H. rubrisubalbicans por insergcéo
do transposon EZ::Tn5™<TET1>;

»= Obter uma estirpe mutante no gene hrcN de H. rubrisubalbicans por insercéo
do transposon EZ::Tn5™<TET1>;

= Confirmar a presenca do transposon EZ::Tn5"™<TET1> nos genes alvos
através de sequénciamento e hibridizacdo do DNA cromossomal;

= Determinar o fenétipo de viruléncia da estirpe selvagem M1 e seus mutantes
em plantas de Vigna unguiculata cv. Red caloona e cana-de-agucar da
variedade B-4362.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias
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As bactérias utilizadas neste trabalho estdo descritas na TABELA 3.

TABELA 3 - ESTIRPES DE Herbaspirillum rubrisubalbicans E Escherichia coli

UTILIZADAS

Estirpe

Genotipo/Fenatipo

Fonte/Referén cias

Herbaspirillum rubrisubalbicans

M1 Estirpe selvagem (BALDANI et al., 1996)

TSE M1 hrpE EZ::Tn5™<TET1>, TcR, Este trabalho
KmR

TSN M1 hrcN” EZ::Tn5™<TET1>, TcR Este trabalho

Echerichia coli

TOP10

F* mcrA A(mcrr-hsdRMS-mcrBC)
@80lacZAM15 AlacZX74 doeR recAl
endAl araA139 A(ara, leu) 7697
galU galK A" rpsL nupG A

INVITROGEN




4.2 Plasmideos
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Os plasmideos utilizados neste trabalho estdo descritos na TABELA 4.

TABELA 4 - PLASMIDEOS UTILIZADOS

009.CO5.TET.Km

Plasmideos Caracteristicas Fonte/
Referéncia
HRO02-MF-00-000- pUC19 contendo uma regidao do genoma de PROGRAMA
009.C0O5 H. rubrisubalbicans com o gene hrpE. GENOPAR
HRO02-MF-00-000- HRO02-MF-00-000-009 contendo um MONTEIRO, nédo
009.CO5.TET transposon que confere resisténcia a publicado
tetraciclina na regido codificadora do gene
hrpE de H. rubrisubalbicans
HR02-MF-00-000- HRO02-MF-00-000-009 contendo um MONTEIRO &

transposon que confere resisténcia a
tetraciclina na regido codificadora do gene
hrpE de H. rubrisubalbicans e contendo um
gene que confere resisténcia a canamicina

no sitio Stul do pUC19

PETRUZIELLO,

nao publicado

HR02-MF-00-000-
053.F11

pUC19 contendo uma regidao do genoma de

H. rubrisubalbicans com o gene hrcN

PROGRAMA
GENOPAR

HR02-MF-00-000- HRO02-MF-00-000-053 contendo um MONTEIRO, néo
053.F11.TET transposon que confere resisténcia a publicado
tetraciclina na regido codificadora do gene
hrcN de H. rubrisubalbicans
HRO02-MF-00-000- HRO02-MF-00-000-053 contendo um MONTEIRO &
053.F11.TET.Km transposon que confere resisténcia a PETRUZIELLO,

tetraciclina na regido codificadora do gene
hrcN de H. rubrisubalbicans e contendo um

gene gue confere resisténcia a canamicina.

nao publicado




4.3 Condigbes de Cultivo

4.3.1 Meios utilizados para o cultivo de  H. rubrisubalbicans

As estirpes de H. rubrisubalbicans foram cultivadas a 30C em meio NFbHP-
malato (KLASSEN et al., 1997) contendo como fonte de nitrogénio 20 mmol/L ou 2

mmol/L de NH4Cl ou 5 mmol/L de glutamato. As culturas foram crescidas sob

agitacao (120 rpm) por 18 a 24h.

O meio NFbHP-malato tem a seguinte composicao:

gramas/Litro
MgS0O4.7H,O 0,2
NacCl 0,1
Malato de potassio 5,0
CacCl, 0,02
Acido nitrilo triacético 0,056
FeS0,4.7H,0 0,02
Biotina 0,0001
Solucéo de Oligonutrientes 10mL
Solucéo de fosfatos 50mL
Solucéo de Oligonutrientes:
gramas/Litro
NaxMo4.2H,0 1
MnSO4.H,0 1,175
HsBO3 1,4
CuS04.5H,0 0,04
ZnS04.7H0 0,12
Agua destilada g.s.p. 1 Litro
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Apoés o preparo o meio foi autoclavado por 20 minutos a 120C a 1 atm. No
momento do uso foi misturado 20 mM cloreto de amdnio (1 mol/L) e entdo o meio foi
denominado NFbHPN-malato.

Para o preparo dos meios NFbHPN semi-solido e sdlido foram adicionados

0,175 e 1,5% (p/v) de agar, respectivamente.

4.3.2 Meios utilizados para o cultivo de  E.coli

As estirpes de E. coli foram cultivadas a 37C em meio liquido Luria-Bert ani
(LB) (SAMBROOK et al.,, 1989), SOB ou SOC (SAMBROOK et al., 1989) sob
agitacao (150 rpm) ou em meio solido LA (LB contendo agar) (SAMBROOK et al.,
1989).

O meio LB (Luria Bertani) tem a seguinte composi¢do (SAMBROOK et al., 1989):

gramas/Litro
Triptona 10
Extrato de levedura 5
NacCl 10

O pH do meio foi ajustado para 6,8. Para o preparo do meio sélido (LA) foi
adicionado 1,5% (p/v) de agar no meio LB. ApGs o preparo o meio foi autoclavado
por 20 minutos a 120C a 1 atm.

O meio SOB tem a seguinte composi¢cao (SAMBROOK et al, 1989):

gramas/Litro

Triptona 20
Extrato de levedura 5
NaCl 0,5
KCI 0,186

MgCl, 0,95
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O meio SOC é feito utilizando o meio SOB como base suplementado com 20
mmol/L de glucose estéril.

4.3.3 Antibi6ticos

Os antibiéticos foram utilizados nas concentracdes descritas na TABELA 5.

TABELA 5 - ANTIBIOTICOS

Antibiotico Concentracao final para Concentracao final para
culturas de E. coli culturas de H. rubrisubalbicans
Tetraciclina (Tc) 10 pg/mL 10 pg/mL
Canamicina (Km) 100 pg/mL 500 pg/mL
Ampicilina (Amp) 200 pg/mL -

As solucdes estoque dos antibidticos ampicilina e canamicina foram
preparadas em agua destilada autoclavada, esterilizadas por filtracdo (Millipore
HAWP 0,22 um) e mantidas a -20°C. As solucdes estoque de tetraciclina foram
preparadas com etanol e igualmente armazenadas a — 20° C.

4.3.4 Condi¢cbes de armazenamento das estirpes bacte rianas

As estirpes de E. coli foram estocadas em glicerol 50%. Os estoques foram
mantidos a -20C e repicados uma vez ao ano.
As estirpes de H. rubrisubalbicans foram estocadas a temperatura ambiente

em meio NFbHPN-malato semi-solido.

4.4 PURIFICACAO DE PLASMIDEOS

A purificacdo de plasmideos foi realizada pelo método de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989).
As células de E. coli contendo o plasmideo de interesse foram cultivadas sob

agitacdo a 37T por aproximadamente 16 horas em meio LB contendo os
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antibioticos adequados. As células foram coletadas (1 mL de cultura) por
centrifugacéo a 13.400 rpm por 1 minuto, ressuspendidas em solu¢do 150 yL GET
(Tris-HCI 25 mmol/L, pH 8,0; glucose 50 mmol/L e EDTA 10 mmol/L) e lisadas com
uma solucdo contendo NaOH 0,2 mmol/L e SDS 1% (p/v). As proteinas, o DNA
cromossomal desnaturado, os restos celulares e o SDS foram precipitados pela
adicdo de 150 puL da solucdo de acetato de potassio 3 mol/L e &cido férmico 1,8
mol/L, pH 4,8 seguida da incubacdo em gelo por 15 min. As amostras foram
centrifugadas a 13.400 rpm por 5 minutos e o0 sobrenadante extraido com um
volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). O DNA plasmidial foi
precipitado com 2 volumes de etanol absoluto por 30 minutos e centrifugado por 10
minutos a 13.400 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1

mL de etanol 70%, seco a vacuo e dissolvido em agua ultra pura estéril.

4.5 PURIFICACAO DE DNA GENOMICO DE H. rubrisubalbicans

O DNA genbmico de H. rubrisubalbicans foi purificado como descrito por
SOUZA (1990).

Dez mililitros de cultura de H. rubrisubalbicans (D.O.g00 = 2,0), crescida em
meio NFbHPN-malato contendo os antibioticos necessarios, foi centrifugada por 1
min a 13.400 rpm. As células foram lavadas com tampé&o TES (50 mmol/L Tris-HCI
pH8,0; 20 mmol/L EDTA pH 8,0, 200 mmol/L NacCl), ressuspendidas em 200ul de
TES, incubadas com lisozima (100 pg/mL) a 30T durante 1 hora e lisadas pela
adicdo de SDS 1% (p/v). A solucéo foi incubada com proteinase K (50 pg/mL) a
50T por 16 horas, para a degradacéo das proteinas. A mistura foi extraida com 1
volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) centrifugada e seguida de
nova extracdo com 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Apés a
extracdo, o DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, lavado com

etanol 70%, seco a vacuo e dissolvido em agua destilada.
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4.6 ELETROFORESE DE DNA

A eletroforese de DNA foi feita em gel de agarose (0,7 a 1%) em tampao TAE
ou TBE (SAMBROOK et al, 1989) em sistema horizontal da Hoeffer. As amostras
foram diluidas em Fsuds (Tris-HCI 65 mmol/L pH 8,0, EDTA 1,75 mmol/L,
Ficoll®10%, SDS 1%, azul de bromofenol 0,02%) e foram aplicadas no gel.

O DNA foi visualizado apos tratamento com solucao de brometo de etidio (0,5
Mg/mL) sob luz UV em um transiluminador (302 nm) acoplado a um sistema de

fotodocumentacao (UVP).

TABELA 6 - COMPOSICAO DOS TAMPOES

Tris-borato-EDTA 10X (TBE):

Tris base 108 g
EDTA 0,5M pH 8,0 40 ml
Acido Borico 55 g
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Tris-acetato-EDTA 10X (TAE):

Tris base 48,4 ¢
EDTA 0,5M pH 8,0 20 ml
Acido Acético glacial 11,42 ml
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

4.7 DIGESTAO DE DNA POR ENDONUCLEASES DE RESTRICAO

A digestdo de DNA com endonuleases foi realizada conforme as condi¢oes
especificadas pelo fabricante.
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4.8 TRANSFORMACAO BACTERIANA

4.8.1 Preparo de células eletrocompetentes de  E. coli

Para o preparo de células eletrocompetentes, a estirpe TOP10 de E. coli foi
crescida em meio SOB a 37°C sob agitagdo (150rpm) até atingir uma D.O.go0 de
0,6. A cultura foi resfriada em banho de gelo por 30 minutos, as células foram
coletadas por centrifugacdo a 4000 rpm por 10 minutos a 4<C, lavada por 2 vezes
em agua ultra pura estéril gelada. Finalmente as células foram lavadas uma vez
em glicerol 15% aliquotadas e estocadas a —70C em glicerol 15%.

Trinta e cinco microlitros da suspensédo de células eletrocompetentes foram
eletroporadas com cerca de 50ng de DNA plasmidial. A mistura foi transferida para
cubetas de eletroporacéo, e submetida a um pulso elétrico de 330-400 uF, 200 Q e
4 kV/cm por cerca de 6-10 ms em eletroporador GIBCO BRL (Cat Series 1600).
Apbs o pulso elétrico as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio SOC sem
antibidgtico, incubadas a 37°C por 1 hora e plagueadas em meio LA contendo os

antibidticos adequados.

4.8.2 Preparo de células eletrocompetentes de  H. rubrisubalbicans

As células de H. rubrisubalbicans foram crescidas a 30C em meio Nfb-malato
contendo 1/10 da concentracdo normal de fosfato (5mmol/L de tampéo fosfato de
potassio) e 20mmol/L de cloreto de amonia até atingir uma D.O.g00 €ntre 0,5 a 1,0.
A cultura foi resfriada a 4C em banho de gelo por 30 minutos, centrifugada a
4000rpm por 10 minutos, lavada 2 vezes em agua ultra pura estéril gelada, e uma
vez em glicerol 15% gelado. Apds isto, as células foram ressuspensas em 400 uL
de glicerol 15% e aliquotadas.

Foram eletroporadas 35 uL da suspensédo de células com cerca de 100ng de
DNA plasmidial. A mistura foi transferida para cubetas de eletroporacdo, e
submetida a um pulso elétrico de 330-400 pF, 200 Q e 4 kV/cm por cerca de 6-10
ms. ApOs o pulso elétrico as células foram recuperadas, em meio NFbHPN-malato
sem antibidtico, incubadas a 30°C por 4 horas e plaqueadas em meio NFbHPN-

malato sélido contendo os antibiéticos adequados.
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4.9 OBTENCAO DOS MUTANTES NOS GENES hrpE E hrcN de H.

rubrisubalbicans.

A estratégia utilizada para a obtencdo dos mutantes hrpg” e hrcN foi a
recombinacdo homoéloga. Os plasmideos HR02-MF-00-000-009-CO5.TET.Km e
HRO02-MF-00-000-053-F11.TET.Km (MONTEIRO & PETRUZIELLO, ndo publicado)
contendo os genes hrpE e hrcN de H. rubrisubalbicans interrompidos pelo

transposon EZ::Tn5™

<TET1> (FIGURA 13), foram eletrotransformados na estirpe
selvagem de H. rubrisubalbicans (M1). As colbnias resistentes a tetraciclina foram
testadas para resisténcia em canamicina separadamente, para identificacdo de

recombinantes resultantes de dupla troca.

FIGURA 13 - ESQUEMA GERAL DOS PLASMIDEOS UTILIZADOS NA CONSTRUCAO
DOS MUTANTES

hrcN gene

hrpE gene

Km \
Km “6004 6895

T613

T6129 1533
53F11.TET.Km
7661 bp

7 1535
09C05.TET.Km EZ:Tn5™ <TET1> EZ:Tn5™ <TET1>

7676 bp

5363 2299

5370 2302

hrpE gene hrcN gene

Plasmideos referentes aos mutantes nos genes hrpE e hrcN, HR02-MF-00-000-009-
CO5.TET.Km e HR02-MF-00-000-053-F11.TET.Km, respectivamente.

4.10 HIBRIDIZACAO DO DNA CROMOSSOMAL DOS MUTANTES T SE E TSN DE

H. rubrisubalbicans

O DNA cromossomal da estirpe M1 e dos provaveis mutantes foi extraido,
digerido com as enzimas adequadas e os fragmentos de DNA foram separados por
eletroforese em gel de agarose 0,7%. Antes da transferéncia o gel foi tratado com 4

solugdes: solucdo de depurinacdo (HCI 125 mmol/L) por 7 minutos; solucdo de
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desnaturacdo (NaOH 5 mol/L, NaCl 5 mol/L) por 30 minutos; solucdo de
neutralizagéo (Tris-HCI pH 7,5 1mol/L, NaCl 5 mol/L) por 20 minutos; e com solugao
de transferéncia (SSC 20X) por 10 minutos. Entre estes tratamentos o gel foi lavado
com agua destilada. A transferéncia do DNA foi feita por capilaridade, através do
sistema de Southern Blotting, para uma membrana (Hybond-N* GE Health Core).
Apoés a transferéncia a membrana foi seca em camara de fluxo laminar, e o DNA

fixado por luz ultravioleta (302 nm) em transiluminador por 3 minutos.

4.10.1 Preparo da sonda

Os plasmideos HR02-MF-00-000-009.CO5.TET.Km e HR02-MF-00-000-
053.F11.TET.Km digeridos com a enzima de restricdo EcoRI foram utilizados para o
preparo da sonda. Cerca de 50 ng desse DNA foi fervido por 5 minutos e colocado
em gelo. Entdo foram adicionados tampao OLB (1X), 1 yL de BSA (10 mg/mL),2
unidades de Klenow, agua para 25 L, e a[**P]dCTP. O sistema foi incubado por 24

horas a temperatura ambiente.

4.10.2 Hibridizacéo

As membranas contendo os fragmentos de DNA preparados conforme o item
4.10, foram pré-hibridizadas em 10mL de solucdo de pré-hibridizacdo (tampéo
fosfato pH 8,0, 2% SDS e 20ug/mL de DNA de esperma de salmé&o desnaturado) por
4 horas a 65T em forno de hibridizacdo Hybaid sob agitacdo rotatéria. A sonda
marcada foi diluida em 100ul de agua e desnaturada em banho fervente por 5
minutos, resfriada rapidamente em banho de gelo e em seguida, foi adicionada para
a solucéo de preé-hibridizacéo. A hibridizacao foi realizada por 24 horas a 65T. Apés
este periodo as membranas foram lavadas uma vez com solu¢cdo SSC 20X contendo
SDS 1% por 15 minutos a 65T. Para a deteccdo dos sinais de hibridizacdo foi
utilizado o sistema Phosphorimager (Storm densitometer — GE Health Core).
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4.11 ENSAIOS DE INOCULACAO DAS ESTIRPES M1 E MUTANT ES DE H.
rubrisubalbicans EM CANA-DE-ACUCAR E VIGNA

4.11.1 Cultivares vegetais

Neste trabalho foram utilizados colmos de cana-de-agUcar do cultivar B-4362
e sementes de Vigha unguiculata cultivar Red caloona, conhecida como feijao-

fradinho.

4.11.2 Desinfeccédo das gemas e sementes

Os toletes de cana-de-agucar foram enviadas pelo Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-acucar — CECA/UFAL. Os toletes foram
previamente desinfectados superficialmente por um tratamento quimico (Karaté
100mL/10L &gua, Derosal 10MI/10 L de &gua por 2 minutos) e por um tratamento
térmico (submersdo em agua a 52<C por 30 minutos).

As sementes de Vigna foram esterilizadas com acido sulfurico 97% por 10

minutos, seguido de quatro lavagens com agua estéril (SKORPIL et al, 2005).

4.11.3 CondicOes de cultivo

ApoOs a desinfeccao superficial, as sementes foram pré-germinadas em vasos
com terra autoclavada, vasos contendo vermiculita autoclavada ou ainda em blocos
contendo envelopes individuais de papel filtro, contendo solu¢do nutritiva BD para
plantas (BROUGHTON & DILLWORTH, 1971): (TABELA 7)
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TABELA 7 - SOLUCAO NUTRIENTE BD PARA PLANTAS

Componente gramas/litro
CaCl,.2H,0 294,1
KH2PO4 136,1

Fe-citrato 6,7

MgS0O4.7H,0O 123,3
K2SO4 87,0
MnSO4.H,O 0,338
H3BO4 0,247
ZnS0,4.7H,0 0,228
CuS04.5H,0 0,100
C0S0,4.7H,0 0,056
NaMo0O,.2H,0 0,048

A solucao nutritiva para plantas foi autoclavada por 20 minutos a 120C e 1

atmosfera de presséo e entéo foi adicionado 0,05% de KNO3 autoclavado.

4.11.4 Preparo dos inéculos de  H. rubrisubalbicans

As estirpes de H. rubrisubalbicans foram crescidas por 24 horas ou até atingir
D.O. g0 de 1,0 em meio NFbHPN-malato e antibiético. As células a serem
inoculadas foram centrifugadas, o meio descartado e as células ressuspendidas em

solucéo indicada para cada experimento.

4.11.5 Inoculacédo das plantas com H. rubrisubalbicans

Setenta dias apds a germinacdo dos colmos de cana-de-aglcar as estirpes
M1 e TSE foram inoculadas (108 células por mL) com seringa hipodérmica e agulha
fina (volume de 0,5 a 1 mL) no cartucho foliar, 2 a 3 centimetros abaixo da primeira
folha. Apdés a inoculacdo as folhas foram podadas até a metade incentivando a

passagem de seiva pelos vasos do xilema que contribui no espalhamento da bactéria pelos
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tecidos e a parte aérea foi envolvida com saco plastico (camara Umida) para evitar a

acao de agentes externos na formacao do fenétipo (FIGURA 14).

FIGURA 14 — PROCEDIMENTO DE INOCULAGCAO E INCUBAGCAO DA CANA-DE-
ACUCAR B-4362 COM ESTIRPES DE H. rubrisubalbicans.

No primeiro quadro a injecdo de aproximadamente 10° bactéria no colmo da planta. No
segindo quadro as folhas cortadas ao meio e no ultimo quadro a cAmara Umida.

As plantas de Vigna foram inoculadas pelo processo de infiltracdo (FIGURA
15). Ap6s a germinacdo das plantulas, elas foram transferidas para vasos de
Leonard. Vinte dias depois as folhas foram infiltradas com uma suspensdo de 10°
bactérias (DOgpo=1) ressuspedidas em 10mM de MgSO,. Aproximadamente 1mL
desta suspensao foi infiltrada nos tecidos foliares com auxilio de uma seringa sem

agulha, encostada na parte basal da folha.
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FIGURA 15 — PROCESSO DE INFILTRACAO NAS FOLHAS DE Vigna unguiculata.

Uma suspensdo de 10° de bactéria em solucdo de MgSO, 10mM foi infiltrada na folha com
ajuda de uma seringa na face basal da folha. De trés a cinco pontos da mesma folha foram
infiltrados.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura (30C
+5C) e umidade (70% +10%) controladas, iluminadas pela luz solar e irrigadas de

trés em trés dias.

4.11.6 Determinacao dos fenotipos de patogenicidade e colonizagao

Para determinacdo dos fenoétipos das estirpes de H. rubrisubalbicans as
folnas das plantas de cana-de-acUcar foram inspecionadas 15 dias apos a
inoculacdo e entdo fotografadas. As folhas de Vigna foram fotografadas dez dias
apos a infiltracao.

Para determinar o numero de bactérias endofiticas as folhas foram
desinfectadas superficialmente com etanol 70% por cinco minutos e maceradas em
1 mL de solugao salina esteril. Com os macerados foram feitas diluicbes seriadas
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em salina e plagueados em forma de gota (10ul) em NFbHP-malato sélido. Trinta
horas depois as microcolénias foram contadas e o niumero de bactérias por grama

de folha determinado.

4.12 CURVA DE CRESCIMENTO

Os pré-inoculos de H. rubrisubalbicans foram feitos conforme item 4.11.4.
Duzentos mililitros de meio NFbHPN foi inoculado com 4mL do pré inéculo e a DOggo
da cultura foi medida (hora zero). A DOggo da cultura foi lida de hora e hora até
completarem 15 horas de crescimento.

Para determinacdo do tempo de geracdo de cada bactéria, primeiramente o
log de valores dos DOggo foram plotados em func¢éo do tempo (h) em um grafico. Na
faixa linear do gréfico, correspondente ao crescimento exponencial, a inclinacdo foi
determinada e corresponde a taxa de crescimento (u). O tempo de geracdo (g) €

dado por:

g=1In2/u

4.13 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para completar o sequenciamento do grupo de genes hrp de H.
rubrisubalbicans foram sintetizados oligonucleotideos iniciadores utilizados nas
regides conhecidas do genoma, para amplificar as falhas utilizando DNA total de H.
rubrisubalbicans. Para a reacdo de PCR, Foi coletado 1 mL de cultura crescida de H.
rubrisubalbicans estirpe M1, por centrifugacdo, o meio foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 1 mL de agua pura ultra estéril. Essa suspenséao foi
aguecida a 95T por 10 minutos para lise das célula s e liberacdo do DNA gendmico,
apos centrifugacdo a 13400rpm por 1 minuto. O sistema de amplificacdo continha
5uL de tampéo para Taq polimerase, 0,5uL de cada oligonucleotideo iniciador
(estocado a 10 pmol), 2uL de dNTP (5mM), 1,5uL de MgCl, (50mMol), 1uL de Taq

polimerase e 38uL de agua ultra pura estéril. A reacado de amplificacdo foi feita em
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termociclador Applied Biosystem 9700 programado com 30 ciclos das seguintes
etapas:

Etapa 1: 94 30seg
Etapa 2: 50T 45seg
Etapa 3: 72T 2 minutos

O amplificado foi precipitado adicionando 26,6uL de acetato de amonio 7,5
mol/L e 133uL de etanol absoluto, centrifugado a 13400rpm por 15 minutos, lavado
com 200uL de etanol 70% e dissolvido em 10uL de agua ultra pura estéril. Dois
microlitros desta solucdo foram adicionados a 3uL de mistura para sequenciamento
ET mix (Amersham Biosciences) e 10 pmol de oligonucleotideo especifico para cada
amplificado num volume final de 7,5uL. Esta solucdo entdo foi submetida a uma
reacdo de amplificacdo do DNA para sequenciamento utilizando termociclador

Applied Biosystem 9700 com a seguinte programacéao (30 ciclos):

Etapa 1: 96T 30seg
Etapa 2: 60C 2minutos

O produto da reacdo de amplificacdo de DNA para seqienciamento foi
transferido para um tubo do tipo Eppendorf de 500uL e foram adicionados 12,5uL de
H.O, 2uL de acetato de aménio 7,5 mol/L e 60uL de etanol absoluto. O sistema foi
centrifugado (13400 rpm, 15 minutos), o sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 450puL de etanol 70%. Apods centrifugacéo o sobrenadante foi novamente
descartado e o DNA seco a vacuo. O DNA foi ressuspendido em 25mM de EDTA
(pH 8,0) e formamida deionizada, Blue Dextran 50mg/mL em uma propor¢ao de 5:1.
Este produto foi desnaturado por 2 minutos a uma temperatura de 96°C e submetido

a eletroforese em sequenciador automatico ABI377 (Applied Biosystems).
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4.14 ANALISE DAS SEQUENCIAS DO AGRUPAMENTO DE GENES hrp/hrc de H.

rubrisubalbicans

Os eletroforetogramas correspondentes as sequéncias obtidas neste
trabalho, juntamente com as sequéncias de BALSANELI (2007) foram processados
pelo programa PHRED (EWING et al., 1998a; EWING et al., 1998b). Este programa
faz a identificacdo das bases nucleotidicas considerando a intensidade do sinal,
espacamento entre picos e o espectro de emissdo de cada fluoroforo, além de
atribuir um valor de qualidade para cada base da sequéncia. Em seguida, estas
seqUéncias de bases foram alinhadas com um banco de sequéncias de vetores,
através do programa Cross_Match (desenvolvido por Phil Green). Este programa
mascara sequéncias do vetor presentes nas sequéncias de interesse, substituindo o
nucleotideo pela letra “X”. As sequéncias filtradas pelo programa Cross_Match foram
utilizadas para a montagem das sequéncias consenso, pelo programa PHRAP.

O programa PHRAP realiza a montagem das sequéncias em contigs. A
montagem das sequUéncias nas direcbes 5 e 3" sobrepostas utiliza os valores de
qualidade produzidos pelo programa PHRED (EWING et al., 1998a; EWING et al.,
1998b) para a construgcdo do alinhamento das sequéncias e para a criacdo da
segUéncia consenso. Essa montagem apresenta trés fases. Na primeira, as regides
das leituras nas direcdes 5" e 3" de baixa qualidade sao identificadas e removidas, e
as regioes restantes sdo alinhadas. Regifes de sobreposicéo parcial sdo removidas.
Na segunda fase, as sequéncias 5" e 3" sdo reunidas para a formacéao de contigs.
Na terceira fase, o alinhamento das sequéncias é construido e a sequéncia
consenso resultante tem seu valor de qualidade computado, tanto para cada base
guanto para cada contig.

A montagem foi visualizada através do programa CONSED (GORDON,
ABAJIAN & GREEN, 1998). Este programa também indica contigs fisicamente
ligados, quando as sequéncias 5" e 3" de um mesmo clone encontram-se em contigs
diferentes. Os contigs obtidos foram analisados pelo programa BLASTx (YE,
McGINNIS & MADDEN, 2006; ALTSCHUL et al., 1990), para identificar proteinas
similares no GenBank.

As comparacbes de sequéncia de proteinas foram feitas utilizando o

programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ ). As provaveis ORFS foram

identificadas pelo Programa Frameplot (http://wwwO0.nih.go.jp/~jun/cqi-




bin/frameplot.pl).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SEQUENCIAMENTO E ANALISE in silico DO GRUPO DE GENES hrp/hrc DE

H. rubrisubalbicans

A partir da montagem dos genes correspondentes ao grupo hrp/hrc feita por
BALSANELLI (2007) e acrescentando as sequéncias obtidas neste trabalho foi
possivel obter uma nova montagem do agrupamento hrp/hrc de H. rubrisubalbicans
através dos programas PRHED, PHRAP e CONSED. As sequéncias obtidas neste
trabalho foram resultado de amplificacfes feitas com primers construidos a partir de
regides conhecidas para fechamento de regides ndao conhecidas.

As sequéncias consenso obtidas foram analisadas utilizando o programa
BLASTX (YE, McGINNIS & MADDEN, 2006; ALTSCHUL et al, 1990), para busca de
produtos génicos similares e identificacdo da funcdo destas regifes. Desta forma,
foram selecionados 14 contigs, os quais apresentaram genes homologos aos genes
hrp/hrc, assim como provaveis genes codificadores de proteinas secretadas.

Como ja demonstrado por BALSANELLI (2007) esta regido apresenta 0s
genes pilN, pilO, hrcC, hrpE, hrcd, hrcU, hrpX, hrpQ, hrcN, hrcV e hrpR, todos
codificadores de proteinas estruturais do SST3. A partir das novas sequéncias foi
possivel identificar na montagem os genes hrpD, hrpB, hrpO. Além disso, sete

proteinas hipotéticas conservadas foram sequénciadas e identificadas (FIGURA 16).
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FIGURA 16 — COMPARACAO DAS REGIOES SEQUENCIADAS DOS GENES
hrp/hrc FEITAS NESTE TRABALHO

pilO  pilN hrcC hrpE  hrcd hrcU pX hrcR hrpO cN pQ hrcv

gk oty ol e

pilO  pilN hrcC pEpD cJ pB cU pXcS cR pO cN pQ hrev
|| | [ l : I : 1 1
LI \ 1

1kb

Em A o agrupamento descrito por BALSANELLI 2007. Em B as regides sequenciadas neste
trabalho. Em azul claro as proteinas hipotéticas; encontrados a jusante dos genes hrpE e
hrcJ os genes hrpD e hrpB respectivamente.

As proteinas que fazem parte do SST3 sdo divididas em trés grupos, as
citoplasmaticas, as transmembranares e as extracelulares (DEANE et al, 2006).

As proteinas PilO e PilN sdo componentes do SST4 (ROINE et al, 1996) e as
demais mostrados na FIGURA 16 correspondem ao SST3.

HrcN é uma ATPase do sistema, responsavel pela transducdo de energia
através da hidrolise de ATP e pela separagdo da proteina efetora e chaperona
(AKEDA & GALAN, 2005). A proteina HrpE se ancora na ATPase do sistema que faz
conexdo com a membrana interna, agindo como uma regido nao catalitica da
ATPase (PALLEN, BAILEY & BEATSON, 2005). HrcU, HrcV, HrpD, HrpX e HrpQ
compoem a estrutura basal do sistema (HUECK, 1998). HrcU atua no controle da
secrecdo de efetores (ALLAOUI et al., 1994). HrpX atua na montagem do pili hrp
(VAN GIJSEGEM et al., 2002). HrcV interage com chaperonas e facilita a entrada de
efetores no SST3 (ALEGRIA et al.,, 2004). HrpR, outra proteina localizada na
membrana interna, provavelmente participa da exportacao do pili hrp (HUECK, 1998;
ALFANO & COLLMER, 1997). Ja a proteina HrpO est& envolvida no reconhecimento

e translocacao das proteinas efetoras pelo anel da membrana interna (FRASER et
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al, 2003). HrcJ forma a estrutura central do sistema no periplasma (DENG &
HUANG, 1999). A proteina HrcC é responsavel pela formacdo do complexo
multimérico em forma de anel na membrana externa (DENG & HUANG, 1999). As
proteinas formadoras do injectissoma nao foram localizadas nesta sequéncia assim
como as formadoras do poro da célula eucariética. Baseando-se na funcdo de cada
proteina, um esquema pode ser montado para a disposi¢cdo delas nas membranas
interna e externa de H. rubrisubalbicans como mostra a FIGURA 17. A comparacao
e identidade destas proteinas com outro organismo estéao descritos na TABELA 8.

FIGURA 17 — ESQUEMA GERAL DA DISPOSI(;AO DO APARATO DO
SST3 EM H. rubrisubalbicans

Eukarmotic cell
me mhrane
7

onter membrane

i

=y

Esquema adaptado de Thanassi & Hultgren (2000). Onde J corresponde a HrcJ, S a HrpS e
R é HrpR.



TABELA 8

- Proteinas

relacionadas a sistemas de sec

rubrisubalbicans, funcéo e identidade com outros organismos

recao de

Organismo com

SST4

Proteina Funcéo identidade de Identidade
sequéncia
Componente da Pseudomonas 0
Hrev viridiflava 56%
estrutura basal
Pseudomonas
HrcN ATPase o 60%
viridiflava
Componente da Pseudomonas
HrcR o 52%
estrutura basal viridiflava
Componente da Pseudomonas
HrcS o 37%
estrutura basal viridiflava
Componente da Pseudomonas
HrcT o 35%
estrutura basal viridiflava
» Pseudomonas
HrpX Montagem do pili . . 27%
cichorii
Controle de Janthinobacterium
HrcU . 46%
secrecéo sp
Estrutura central Pseudomonas
HrcJ . . . 54%
no periplasma cichorii
Ancora e regula Pseudomonas
HrpE . . 30%
a ATPase cichorii
Forma o poro da Pectobacterium 3506
HrcC membrana carotovorum
externa
Componente da Erwinia
HrpQ o 27%
estrutura basal tasmaniensis
Reconhecimento
e translocagéo »
HrpO 3 Erwinia amylovora 24%
de proteinas
efetoras
Componente da Azotobacter
HrpD ) B 29%
estrutura basal vinelandii
, Componente do Burkholderia 38%
PilO pseudomallei
SST4
, Componente do Burkholderia 42%
PilN pseudomallei

5.1.1 Proteina HrpE

48

H.

O gene hrpE de H. rubrisubalbicans foi completamente seqienciado e possui

609 pb, e codifica para uma proteina de 202 aminoacidos. HrpE é uma proteina

membranar

citoplasmatica homodloga as proteinas

ligadoras de proteinas

citoplasmaticas com a membrana interna FliH (de E. coli) e YscL (de Y. enterolitica),
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gue por sua vez sdo homologas a subunidade b da Fo da ATPase FoF;1 (PALLEN,
2006). FliH regula a atividade da ATPase Flil que € homologa a HrcN de H.
rubrisubalbicans (LANE, O'TOOLE & MOORE, 2006). Além disso FliH interage com
FliJ, homdloga a HrpO. A proteina HrpE de P. syringae interage fortemente com
HrpO, na fracdo citoplasmatica da célula, com isso HrpE possui também um
importante papel na formacdo da estrutura do complexo (GAZI et al, 2008). A
FIGURA 18 mostra o alinhamento de sequéncias das proteinas HrpE e FliH de

organismos patogénicos, além de HrpE de H. seropedicae.

FIGURA 18 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA HrpE

e FliH
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---------------------- MKETLM.TRRSLNLPADRI TLI EPLLRRET-------- 30
--------------------------- MLAKRS| TLTAT- ALLPEPVLRRED- - - - - - - - 24
VBDPASDRAGSL T- - - AYQRAENASFDPPPPPPPPDTAAAAA: - - - AALAEE- - - - - - - - 45
VBEAL AREPVAL PRSAAWRRWQVL SFDEPAEAETPEPAAL EPEPEPAPDPEE- - - - - - - - 52
MARPPI | PRDTLV- - - DFQPVEPTDFERQAAL AAAAAAPPPPPPEPEPPEEP- - - - - - - - 49
VBDNA- - - - - - - - - SLPWORWQPNDLAQ- PKPQ- - PTEEPVQPEVSEEPLEQ - - - - - - Q41
VBDN - - - -« - - - - - LPWKTWIPDDLAP- PQAEFVPMVESEE- TI | EEAEPS- - - - - - - L 40
VBDRI N-- - - - - - - TL PWQPWSL NDFASQPEPTAVTAPPDI SM_FTDEPREDGEPTEGDK 52
--------------------------- M_TRRRI TLLNAEADLAPWSQAQL- - - ----- 25

- - MPTKEHHPSDL| RARDL EGVDVWI L PSFDPEPEPEPEPEPEPEVI EEV- - - - - - - - 48
------------------------- MNEVVTRW.APDL QLVPALPEPDYEEP- - - - - - - - 27
--------------- VBFTSLPLTEI NHKLPARNI | ESQN TLQLTLFAQEQ - - ----- 37

- - - VLR- LTGLTVTSDAEQL AAQVL AQAREEAAQVRKQ: - - - - - - AEEEAGHVWIVRQQ 68
- - - - WS- SVDFRVTEDARLAAAQLVQQAQAEAAG REQ- - - - - - - ARADALAALHDEER 72
- - - LEQSLLAEEL L EDARARARE| LDTAEAEAEALRQR: - - - - - - CEEQTRAEVQQAQ 74
- - - LEDCLLADEVLHDARTQAEA! LAEAHAEADVLRQS- - - - - - - VEEQARAEWEEAR 79
- | ANSL L ARDVL ADAQRQAEQVL VL EQQKADLVHQ: = - - - = = - - - - QALASFVENAN 69
LQRVR ----- DAAHAEGL TSGHVEGQAL GYQAGYEQ- - - - - - - - GRQUGFEAGQAEVR 90

- LLREVRAT AERAGHAAGHQAGQEQGOREGYAAGHAQGL AAGRAEGHAEGLAQGREDAR 110
- - Pl SEE- - - EWHAM_EAEL ANARDEGRRDGFAQGFQD- - = = = = = = = - - = GFEQGRRQGE 92
QF QL EEWQT QVRNEAQGQGY AEGQQRGF SEGQKAGYDAG: - - - - - - - FQUGLAESQQQQA 93
EQQL AQL QMQAHEQGYQAGH AEGRQUGHKQGYQEGLAQG: - - - - - - - LEQGLAEAKSQQA 92

QQ LIM\L QLEAEKQGRQQGFAKGL QEGLDKGYQTGLEEG - - - - - - - HQQALADAEKQLA 104
----- Cl QQQGUDI LEQARQOAQANL EEAERQAEVEMLN- - - - - - - AQQRAEQAFVOQAD 73

- - - - EEVPLEEVQPL TLEELEAI RQEAYNEGFATGEREG - - - FHSTQLKVRQEAEEALK 100
----- AMLEPVLRPPTLEE! QAl EDAAQHEGFARGHAEG - - - - - - - - - - - FAQGQSEVR 70
----- QAKSVSHAI VSSAYRKAEKI | RDAYRYQREQKVE- - - - - - QQUELACLRKNTLEK 86

EVAQQGAVL L EGLRQAQDDMLERI EEVWVDLAQEVVERLLLELTPRE- - Rl TAVLRRI RQ 126
RI AHEAGQL L ARLREREASM.EGVAGLAVDLAHS| FDRLLVDTTARE- - RVWAACRRVRE 130
------- SLLDDLREQRERTLATVVEAAEDL VQQAL QL VL GEL SDGQ - KVSAVLRQLTS 125
------- ALLEDLRTQREQALETLVETAAQLVSQALGSLLEKI PTDK- - KVRSVI RQLAL 130
------- AFLAEL QVQREVL QQQANAAVEEL L SESL RHLLDDTTLAE- - RARALVKNLAA 120
EQAAQLAAL AASFREAL AAAEHDL AADVAQLAL DI AQQVWRQHVKHDPAALVAAVRDVLA 150
QQAERL HALAQACAASVARL EDNVGQSLL TLAL DI AGQVLRTTLAEHPEAMVAAVREVLQ 170
EDSRQ AALMQSVREAI DQUNGSI AEEL VGLAL QLAQQFLRGALHAQPERI LPLVREVLG 152
PVQARMQQL VSEFHNAL EGLDSVI ASRLMQLAL EAARRVI GQAPHVDGTALLRQ QEMLQ 153
Pl HARMQQL VSEFQTTLDALDSVI ASRLMQVAL EAARQVI GQTPTVDNSALI KQ QQLLQ 152
Pl TAMWQTL VSDFQNTLDALDSVI ASRLMQVALAAAKQ LGQPAI CDGTALLAQ QQM Q 164
------- TLL QSWOQQYQQL EAQVL EVVDSVL TQALDQLLTDVPQTQ - RLAAI LRQLLR 124
TKLDSLERLMANLVEPI AEQDTQ EKSLVHLI AHVBRQVI GRELRNDSSQ TQVLREALK 160
RLTAQ DG LDNFTRPLARLENEVVGAL GELAVRI AGQLVGRAYQADPQLLADLVGEAVD 130
VEVEW. EQHVKHL QDDENQFRSL VDHAAHHI KNSI EQVL L AWFDQQSVDSVMCHRLARQA 146



Hr ubri Hr pE

Hser opedi caeHr pE
Pci chori i Hr pE
Pviridil avaHr pE
Psyri ngaeHr pE
Bubonensi sFl i H
Bpertussi sFliH
Ral st oni aFl i H
Erw ni a
EcoliFliH
YenteroliticaFliH
Eanyl ovor aHr pE
PputidaFl i H

Xant honmonasFl i H
Sent eri caHr pE

Hr ubri Hr pE

Hser opedi caeHr pE
Pci chori i Hr pE
Pviridil avaHr pE
Psyri ngaeHr pE
Bubonensi sFl i H
Bpertussi sFliH
Ral st oni aFl i H
Erw ni a

Ecoli FliH
YenteroliticaFliH
Eanyl ovor aHr pE
PputidaFl i H

Xant homonasFl i H
Sent eri caHr pE

EAPPKL HEAVLW/HPDDQPLLP- - - - - - - - ASSWEMQTDSAL APGSCRLEAASGEWRSDF 178
EAPPKLTEAVAW.HPEDAASLAQ- - - - - EDAL PWEL RTDARL AQGSCRL EAASGEVRADF 185
ASP- NEESAL| YCHPDRI TLLAQSLEEQGQL G WI'L RGDPNLEPDAI SLRTEHGDFSLSW 183
ASS- NQETAL L FCHPDQL DAVAL NLETHDQPG- WL RTDASL DPDAI SLRTENGDFSLSW 188
SQL- NEAVATL SVHPDVAEPYTEW. ADSRFAQYWOL KRDASL TTERL RLSDANGAFDI DW 179
AEPAL SGAPHL TVHPADL PVWEAYL QEEL DAL GASVRTDATI ERGGCRAHAATGEVDATL 210
| NPATGAANRLW/HPDDL EL VRTHL ADEL NEANVRL QADES| TRGGCRTETAYGDVDATL 230
DAPTAPAPAML RVHVDDAEL | RQTL GTEL AAAGWILVVDAAI ERGGCRVQTRFGETDATL 212
QEPMFSGKPTLRVHPDDL PRVESTL GATL SLHGWRL L GDSTL HPGGCKVSAEDGDLDAS! 213
QEPL FSGKPQL RVHPDDL QRVDDML GATL SL HGWRL RGDPTL HPGGCKVSADEGDLDASY 212
QEPMFAGKPQLRVNPNDLAVWEQRL GSTL SLHGWRLL GDSQl HPGGCKVSAEEGDLDASL 224
AKTLTEQGS- L YCHPAQHLEI ADW.R- SHDHLAWQL QPDESL AQDSL KLVTANGEL SLDW 182
LLPMGADNI Rl HLNPQDFEL AKAL R- - ERHEENVRLLEDSTLLPGGCRI ETAHSRI DATM 218
AVGGAGREVEVRLHPDDI TALLPHLAP- - - SSTTRVAPDVSL SRGDLRVHAESVRI DGTL 187
TAVAEEGAL YLRI HPEKEALNMRETFG - - - - KRFTLI | EPGFSPDQAELSSTRYAVEFSL 201

ALAVQALR: - - = =« = - s cce e e DGLAGASARLKEQAPS- 202
SLAAEAL RATVQQWNAPGGGAT EDACGVGQDDEL DDDPDQEEEDGEQS 233
NALQRHVWIP- - - - - = = < = - s e e e e e e e e e 192
SGLQQQI WP- - - - m e m e 197
ATLRNGLAGRDSSA- - - - = =« = =« = wox o e oeaceo e 193
PTRWQRVAAAI GKVSAW - - = = = = =« = = o x o e mme e e o 227
QTRWRRVAASL GRSAAVEETA- - = - - = =« = = s = m e mecee oo o 251
QTRWAEL TRAL GRDTAW ASER| ETERVAGGALHVA: - - - - < = - - - - - 248
ATRWHEL CRLAAPGEL - - - = - < = =« = == <« = ssmm e e o e e e e o 229
ATRWQEL CRLAAPGVV- - = = - < = = = = < x o s o e e e e e 228
ATRWHEL CRLAAPGEL - - - = - = = = = == = w o s mme e e e e o 240
QQAVRQLLPPQTAS: - = - < = - = <« = s ccm e e e e 196
ETRI EKAVTQLFDQLHDHSL HPAAPDVS| DLDAPAERAVDSPDAP- - - 263
DARLRAALETVIVRKSGAGL- - - = = = = == === = s o e e e e e o 206
SRHENAL LKW RNGEDKRGRDEY- - - = - = = = = = == == = = s o e e oo - - 224
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O simbolo ™" indica aminoacidos conservados entre as sequéncias. O simbolo “.” indica
aminodcidos semi-conservados. As letras representadas pela cor vermelha sdo aminoacidos
hidrofébicos, os azuis sdo acidos, os de cor magenta sdo os basicos. Os aminoacidos
representados pela cor verde tem caracteristicas hidroxil — amino — basico, outros tipos
estéo representados pela cor cinza.

Proteinas similares a HrpE:

HrubriHrpE — HrpE de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1
HseropedicaeHrpE — HrpE de Herbaspirillum seropedicae Smrl (PROGRAMA

GENOPAR)

PcichoriiHrpE — HrpE de Pseudomonas cichorii (ABA47306)
PviridilavaHrpE — HrpE de Pseudomonas viridiflava (AAT96357)
PsyringaeHrpE — HrpE de Pseudomonas syringae pv. syringae B728a (YP_234289)
BubonensisFliH - FliH de Burkholderia ubonensis Bu (ZP_02382352)
BpertussisFliH — FliH de Bordetella pertussis Tohama | (NP_880144)
RalstoniaFliH — FliH de Ralstonia solanacearum UW551 (ZP_00944662)
ErwiniaFliH — FliH de Erwinia tasmaniensis Et1/99 (YP_001907919)
EcoliFliH — FliH de Escherichia coli O157:H7 str. EC4115 (ZP_02771611)
YenteroliticaFliH — FliH de Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081

(CAL12580)

EamylovoraHrpE — HrpE de Erwinia amylovora (AAB49176)
PputidaFliH — FliH de Pseudomonas putida W619 (YP_001750543)
XanthomonasFliH — FliH de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10

(CAJ23673)

SentericaHrpE — HrpE de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Heidelberg
str. SL476 (ACF66423)
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Através do alinhamento da proteina HrpE de H. rubrisubalbicans com suas
homélogas, que em alguns organismos se compara com HrpE do SST3 e em outros
com FliH do sistema flagelar. Observa-se que esta proteina € pouco conservada
entre as espeécies. O alinhamento realizado com o programa ClustalW mostrou baixa
similaridade na sequencia de aminoacidos desta proteina. A identidade de HrpE de
H. rubrisubalbicans comparada com H. seropedicae, que sdo organismos do mesmo
género, € de 44%, indicando que esta proteina é pouco conservada, mesmo entre

bactérias altamente relacionadas.

5.1.2 Proteina HrcN

A proteina HrcN é uma ATPase do SST3. Durante o processo de exportacédo
a ATPase, juntamente com outros componentes citoplasmaticos, se associa com o
complexo de exportacdo na membrana interna aonde esta proteina forma um anel
dodecamérico. O mecanismo de translocacdo ainda ndo é conhecido, mas a
ATPase parece causar dissociacdo das proteinas que serdo exportadas de suas
respectivas chaperonas (MULLER et al, 2006). As proteinas que interagem com a
ATPase do SST3 tem um papel importante no mecanismo e na regulacdo da
secrecdo (JHONSON & BLOCKER, 2008).

A proteina HrcN é homoéloga a proteina YscN de Y. enterolitica, e como
descrito por STONE et al (2008), possui trés dominios cataliticos. Possui uma regiao
nao conservada N-terminal que possivelmente é importante para a oligomerizacao,
um dominio central catalitico com duas regiées de ligacdo de ATP e a regido C-
terminal de funcdo desconhecida. Esta proteina possui duas regiées conservadas de
ligacdo. A primeira regido conservada, denominada motivo Walker A, € constituida
pela sequéncia GXXXXGKT/S, onde X € comumente um aminoacido de menor
massa molecular. A segunda regido conservada é o motivo Walker B, constituida por
uma sequéncia RX,h4D de residuos hidrofébicos, seguido por um aspartato, que é
necessario para a atividade catalitica e provavelmente esta envolvido na ligacao de
Mg** (WOESTYN et al, 2004).

O gene hrcN de H. rubrisubalbicans possui 1329 pb, que codifica para uma
proteina de 442 aminoéacidos. Seu sequenciamento foi completado neste trabalho,

além do sequenciamento dos genes adjacentes, HrpQ a montante e HrpO a jusante
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na sequéncia génica. A FIGURA 19 mostra o alinhamento da proteina HrcN de H.
rubrisubalbicans com a de outros organismos evidenciando a regido central catalitica

e os motivos Walker A e B.

FIGURA 19 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA HrcN

Hrubri  eeeeeeeeeeaao MRRQLG - - - - ANRQSLNPRPG- - - - FVSFGKVSQVLGTLVE 33
Hser opedi cae MVKRDDVFQAAL EGQLAAL RARLP- - - - - AWQAALPLRPG - - - FSSQGRVAQULGTLI E 51
Etasmani ensis =~ c-eeo--meo--- M/MBALRQSLT- - - - - QMQRQQORLEGYAPVSRYGRVTG SG LI E 42
Eamyl ovora  ceeeeeeeo- M/MBALQQRLT- - - - - QMQQHORRLERYAPVSRYGRVTG SG LI E 42
Pcichorii ~ eeeeeeeeeeooa- MNSTMIPLD- - - - - TWRQEHSERL QRCAPVEVMGRI AGVSGl LLH 40
Pviridiflava ~ c-eeeeeieeoomaaa- MVNAAL D- - - - - QUKAVQAARL SQYSAVRVSGRVSAVRG LLE 38
Psyringae = cmeeeemeeecmeaoons MNAALN- - - - - LWKDAHARRL SEYCAVRVI GRVSAVRG LLE 37
Bpertussis  eeee-eeeeoeeo- NRQYHYI T- === - - - - EMVRVALQDLSTLRI KGRWQWGTI | K 36
Yenterocolitica ~  -----eeo--meoo-n M.SLDQ P---- - - - - HHI RHG VGSRLI Qf RGRVTQVTGTLLK 36
Bubonensis =~ ceeeemeeoo-aao- VBADEPL RTAEFSHLADAI EREl LAVSGVWRTGRVLEVI GTLI K 44
Xant homonas ~ seeeeeeemeeoo-a- M_AETPL- - = - - - - LETTLERELATLAVGRRYGKWEWGTM.K 37
Rsol anacearum  --ee---meo-oooo- MBHLALL- - == - - - - - ESLESAARTAPLI RRFGKWEVTGTLLR 35
Senterica = eeeeeeeeeeeeeeo- MKNELM - - = - - - - QRLRLKYPPPDGYCRWERI QDVSATLLN 34
Pputida  eeeeeeeeeeoa- MRLDRTSFG - - - - KRLGGYAEAI KLPVQPVWEGRLLRWGLTLE 40
Ecoli e MBDFSAFD- - - - - NALR- SLESI PLAR- - - VAGRLVRLNG LLE 35
Hr ubr i AHVPPVQ GEL CHLRDPHV- EGPPI LAEVWGFTDKAAI LSALSPLEGVSSSTI | EPLRRA 92
Hser opedi cae AHVPPVQ GEL CNLFNPEQ- PGKTMLAEVVGFTDKASI LSALSPLEGVSTRTVI EPLRRS 110
Et asnmani ensi s CTLPGARI GDLCRI QRSD- - - GGSVLSEI VGFSPEKI LLSALGALDG SQGAI | | PLYLP 99
Eanyl ovor a Cl LPGARI GDLCRI QRSD- - - GGSVLSEl VGFSPEKI LLSALGALDG SQGATI VPLYLP 99
Pci chori i SHVPQARI GDLCEI RRAD- - - GTEVMAEI VGFDRKHTLLAALGALDG Al GAPVRPLFQP 97
Pviridiflava CKLPAAKVGDLCEVSKAD- - - GSLLLAEI VGFTPDCTLLSALGAPDG QVGATI RPLG A 95
Psyri ngae CKI PSAKVGDLCEVSKAD- - - GSLLLAEI VGFTQECTLLSALGPPDG QUGAPI RPLGVA 94
Bpertussi s AWPM/KI GEVCLLRNPG- - EDFENHGEVWGFVRDAALLTPI GDMYGH SSATEVI PTGRT 94

Yenterocolitica

AVWPGVRI GELCYLRNPD- - NSLSLQAEVI GFAQHQALLI PLCGEMYG SSNTEVSPTGIM

Bubonensi s VSGLDVALCGELCELRTRE- - GRLLQRAEVWGFTRDVALLSPFSQLEQ SRTTQVI GLGRP 102
Xant hononas VAGVQVSLGEVCELRQRD- - GTLLQRAEVVGFSRDLALLAPFGELI GLSRETRVI GLGRP 95

Rsol anacear um VGGVDVRLGELCTLTEAD- - GTVMEGEVVG-SEHFALVAPFSGVTGLSRSTRVVPSGRA 93

Senterica AW.PGVFMGELCCl KPCGE- - - - - - ELAEVVG NGSKALLSPFTSTI GLHCGQQVVALRRR 88

Pputi da AEGLRAPVGARCLVI NDDSYHPVQVEAEVMGFAGSKI FLMPVGSI AG APGARVVPLDDS 100
Ecol i SVGCPLMIGQLCRI ESAN- - - HTLI DAQAVGENRDI TYLMPFKQPVGLMAGARVFPEEKA 92

Hr ubr i HSI EVGDHL FGCVL DGFGRWWFR- APAAAENVATWRANVEPVVRDAPKATDRPRI SVPLAT 151
Hser opedi cae HSI EVGDHL FGCVL DGFGRWW/FR- APAAQENVATWRANVEPVI RDAPPATSRPRI ATPLPT 169
Et asnani ensi s HSI CVSERL L GSVL DGFGRAL EPGGHSAFAKPGT KVRAVPVLNDAPPPTERPRI DTPLPT 159
Eanyl ovor a HSI CVSEQLL GSVL DGFGRAL EPGGHSAFAEPGT QVRAVPVLNDAPPPTERPRI TTPLPT 159
Pci chorii HSLVWGEYLLGSVLDG-GRSLSGDGPSAFALSG AAGAQPVI RDAPPATERPRI EAPLST 156
Pviridiflava HRI GVDDSL L GCVL DGFGRPL L GDAL GAFAGPDDRRTTLPVI ADALPPTQRPRI SRALPT 155
Psyri ngae HRI GVDDSL L GCVL DGFGRPL MGDCL GAFAGPEDRRTTLPVI ADALPPTQRPRI TRALPT 154
Bpertussis HWPVGPGLLGRVLDGLGRPLDAAESGPL - - - - HAHKFYPVFADAPDPLTRRI | HAPLEL 150
Yenterocolitica HQVGVGEHL L GQVL DAL GQPFDGGHLP- - - - - - EPAAWYPVYCQDAPAPNVSRKLI TTPLSL 148
Bubonensi s LSI PVGDALLGRVI DALCEPLDG - GPPL- - - - ASETLQPLI AAPPEPNVSRRM DAAMVPT 156
Xant hononas LAVPVGPALLGRVLDGLCGEPSDG - QGAI - - - - ACDTW/PI QAQAPDPMRRRLI EHPMPT 149
Rsol anacear um LSVGE GPGLLGRVLDG.GRPADG - GPPL- - - - DVWWEHVPVFANAPDPMIRRLVEHPLAT 147
Senterica HQVPVGEALLGRVI DGFGRPLDGCELP- - - - - - - DVCVWKDYDAMPPPAWRQPI TQPLMT 141
Pputi da GRLPMGVEM. GRVL DGAGRALDGKGGEWK- - - - - - AEDW/PNDGPI | NPLNRDPI SQPLDV 154
Ecol i 146

HDI LI GESW.CRVVNGLCGEPLDGKGRLN- - - - - - GNDLLPPLPPSVNPLTRRSVDEPLDV
. . . * . .

* ke ok K
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Hr ubri

Hser opedi cae
Et asmani ensi s
Eanyl ovor a

Pci chori
Pviridiflava
Psyri ngae

Bpertussis
Yenterocolitica
Bubonensi s

Xant hononas
Rsol anacear um
Senterica

Pputi da

Ecol

ELLI RLGEYKSGTDPVADRAVKL RAEQLAFL RQDTSTSAPFQPTLDKLVELQA- - - - - - -
ELLI RLGEYKSGADPVADRANMEL RPEQL SFL RQDTSGSADFQETLDTLVEMAQ: - - - - - -
EMLI RLGEYQPGNDGL TDAAVNANDI | NRFL RQSVRAPDPFEQTQYHLAEVSAHAPD- - -
EMLI RLGEYQPGNDSL TDAAVNANDI | NRFL RQSVRAPDPFEQTQYQLAEVSAHAPD- - -
EMLI KLGEYQQGNDPL TDFAVQSRDQ MDFL QQSL RDPVSLEDTLDHLI QUTADVPR- - -
EM_L RLGEYQAGSDPVTDCAVKLNEDI NAFL RQDLREPVPLEETLNALLRI TSQLPE- - -
EM_L RLGEYQAGADPVTDCAVQLNEAI NAFL RQDL REPVPLQETLDRLLQLTSQLPE- - -
ELLVKI GEYKQGADASTDEAI QKI GQl NAFLRQL TDEREAFEDTVLRVAE! | GPES- - - -
ELLLQ GEYQKGQDKEADQAI ERMGAI RGAL CQGTHEL SHENETLNLLETLTQ - - - - - -
EVLLQ GEYKAGANPLADEAI AKADAI RSFFSQRTDDYAAAEDTVARL YALSGANF - - - -
ETLVQVGEYRQGSDAVADEAI DRI DAl RDFLSQPTDQLSAYENTLELL TSVTDDA- - - - -
ETLL QVGEYKEGSDPVADAAVOWNDWYEGFL RQRTDEWCSPDETRRLLDEI ALA- - - - - -
ELLI Rl GEYQRGVDTDTDKAI DTYPDI CTFLRQSKDEVOGPELLI EKLHQ LTE- - - - - -
RDLI SVGAYVAGGDPETDLAI ALQPKLVDFL RQGL DENVGVDQSRQQL GAl FTPPANG- -

442
460
454
454
451
450
449
444
439
449
442
439
433
452

KPLI PLGGYVAGADASVDKAVKMFPAI ERFLRQEVREPASLELVQSRLQ LFPGVKKAEQ 445

S
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O simbolo “*” indica que os aminoacidos séo idénticos em todas as sequéncias, o simbolo

™" para os aminoacidos conservados. O simbolo “.” indica aminoacidos semi-conservados.
As letras representadas pela cor vermelha sdo aminoacidos hidrofébicos, os azuis s&o
acidos, os de cor magenta sdo os basicos. Os aminoacidos representados pela cor verde
tem caracteristicas hidroxil — amino — basico. A regido realcada por cinza representa o
dominio central catalitico de HrcN. Regifes realcadas por verde-agua sao sitios cataliticos,
denominados dominios Walker A e B.

Proteinas similares a HrcN:

Hrubri — Herbaspirillum rubrisubalbicans M1
Hseropedicae — Herbaspirillum seropedicae Smrl (PROGRAMA GENOPAR)
Etasmaniensis - Erwinia tasmaniensis Et1/99 (YP_001906467)
Eamylovora - Erwinia amylovora (AAB06001)

Pcichorii - Pseudomonas cichorii (ABA47275)

Pviridiflava - Pseudomonas viridiflava (AAT96141)

Psyringae - Pseudomonas syringae pv. syringae B728a (YP_234305)

Bpertussis - Bordetella pertussis Tohama | (NP_880888)
Yenterocolitica - Yersinia enterocolitica (NP_052401)
Bubonensis - Burkholderia ubonensis Bu (ZP_02382351)

Xanthomonas - Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 (YP_198730)

Rsolanacearum - Ralstonia solanacearum GMI1000 (NP_522431)

Senterica - Salmonella enterica subsp. enterica serovar Agona str.

(ACH48861)
Pputida - Pseudomonas putida (AAR21344)

Ecoli - Escherichia coli 0127:H6 str. E2348/69 (CAS09603)

SL483
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5.2 OBTENCAO DE ESTIRPES MUTANTES DE H. rubrisubalbicans M1

Os genes hrpE e hrcN foram mutagenizados para determinar a importancia
do SST3 no desenvolvimento de doencas em plantas. Esses genes sdo codificantes
para as proteinas HrpE e HrcN, uma reguladora de ATPase que se liga a membrana
interna pelo citoplasma, sendo a primeira e a Ultima a prépria ATPase.

5.2.1 Obtencé&o do mutante hrpE" de H. rubrisubalbicans M1

A estratégia utilizada para a obtencdo da estirpe hrpE” mutante foi a
recombinacdo homadloga utilizando o plasmideo HR02-MF-00-000-009.CO5.TET.Km,
que contém o gene hrpE interrompido pelo transposon EZ::Tn5™ <TET1>. Este
plasmideo foi introduzido na estirpe M1 de H. rubrisubalbicans.

Foram obtidas seis colOnias resistentes a tetraciclina onde a integragéo do
cassete no genoma da bactéria pode ter ocorrido por recombinacdo homologa dupla
ou simples. As col6nias foram resistentes a Km, indicando que s6 haviam simples
recombinantes. Um destes mutantes foi nomeado H. rubrisubalbicans TSE.

Para confirmar a insercéo e localizacdo do transposon na estirpe mutante
TSE, o DNA cromossomal desta estirpe foi purificado, digerido com a enzima EcoRl
e os fragmentos resultantes separados em eletroforose em gel de agarose. Em
seguida o DNA foi transferido para uma membrana de néilon e hibridizado com o
plasmideo HR02-MF-00-000-057-H09.TET.Km digerido com a enzima EcoRI e
marcado com *P. A FIGURA 20 mostra os perfis de hibridizacdo das estirpes
selvagem e mutante.

O DNA gendmico da estirpe selvagem digerido com EcoRI apresentou um
sinal de hibridizacdo correspondente ao fragmento de 5Kb onde esta localizado o
gene hrpE. Ja o DNA gendmico da estirpe mutante TSE apresentou quatro sinais de
hibridizacao, dois deles correspondem aos fragmentos da sonda, indicando que todo
0 plasmideo se integrou ao genoma. A interpretacdo dos outros quatro fragmentos
ficou comprometida, o que sabemos € que um deles corresponde ao gene com 0
transposon, provavelmente o fragmento maior que 6 Kb. A sequéncia do cluster e da
regido adjacente a este cluster no genoma € essencial para o entendimento desta

hibridizacao.
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FIGURA 20 — PERFIL DE HIBRIDIZACAO DO GENE hrpE DE H.
rubrisubalbicans ESTIRPES SELVAGEM M1 E MUTANTE TSE.

1,6 Kb

EcoRI (34)

ATG (1070) 1646 END (1679) 2152

A — Esquema do perfil de restricdo da regido sequenciada do gene hrpE de H.
rubrisubalbicans. Em amarelo a o gene hrpE, em laranja o tranposon EZ::Tn5™ <TET1> e
em preto o genoma. B - Hibridizacdo do DNA cromossomal da estirpe selvagem M1 e do
mutante hrpE” TSE de H. rubrisubalbicans. Neste experimento foi utilizado como sonda o
vetor HR02-MF-00-000-057.HO09.TET.Km digerido com EcoRI. MW — marcador molecular.
Linha 1 plasmideo HR02-MF-00-000-057.H09.TET.Km digerido com EcoRI. Linhas 2 e 3
mostram o DNA cromossomal digeridos com EcoRI da estirpe selvagem M1 e o mutante
TSE respectivamente.
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5.2.2 Obtencédo do mutante hrcN™ de H. rubrisubalbicans M1

O plasmideo HR02-MF-00-000-053-F11.TET.Km contendo o gene hrcN de
H. rubrisubalbicans interrompido pelo transposon EZ:Tn5™ <TET1>, foi
eletrotransformado na estirpe selvagem de H. rubrisubalbicans M1, para a
construcdo da estirpe mutante hrcN". Dez col6nias resistentes a tetraciclina onde a
integracdo do cassete no genoma da bactéria poderia ter ocorrido por recombinacao
homologa dupla ou simples foram testadas em canamicina. Quatro foram resistentes
a canamicina, indicando recombinacdo simples, e seis foram sensiveis a canamicina
indicando recombinacdo dupla. Um dos mutantes duplos foi nomeado H.
rubrisubalbicans TSN.
A confirmacdo da insercéo e localizacdo do transposon na estirpe mutante
TSN foi feita por hibridizacdo (FIGURA 21). O DNA cromossomal das estirpes
mutante e selvagem foi isolado, digerido com a enzima EcoRI e os fragmentos
resultantes separados em eletroforose em gel de agarose. ApGs a transferéncia para
uma membrana de nailon os fragmento de DNA foram hibridizados com o plasmideo
HR02-MF-00-000-053-F11.TET.Km digerido com a enzima EcoRIl. O perfil de
hibridizacdo do DNA gendmico da estirpe selvagem apresenta dois sinais de
hibridizacdo correspondente aos fragmentos de DNA contendo o gene hrcN (3,5 Kb
e 5 Kb). O DNA gendmico da estirpe mutante TSN apresentou um sinal de
hibridizacdo de 10 Kb correspondente ao fragmento contendo o gene hrcN e o
transposon EZ::Tn5™ <TET1> (1,6 Kb).
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FIGURA 21 - PERFIL DE HIBRIDIZACAO DO GENE hrcN DE H. rubrisubalbicans
ESTIRPES SELVAGEM M1 E MUTANTE TSN.

1,6 Kb

EcoRI (34)

ATG (945) 1528 EcoRI END (2274) 3348

A — Esquema do perfil de restricAdo da regido sequenciada do gene hrcN de H.
rubrisubalbicans. Em verde o gene hrcN, em laranja o tranposon EZ:: Tn5™ <TET1> e em
preto a regido adjacente do genoma. B - Hibridizacdo do DNA cromossomal da estirpe
selvagem M1 e o mutante hrcN" TSN de H. rubrisubalbicans. Neste experimento foi utilizado
o plasmideo HR02-MF-00-000-053.F11.TET.Km digerido com EcoRI como sonda (linha 1).
Linhas 2 e 3 mostram o DNA cromossomal digeridos com EcoRI da estirpe selvagem M1 o
mutante TSN.
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Os mutantes TSE e TSN foram analisados através de RFLP do gene 16sRNA
e o padrdo obtido (FIGURA 22) confirmam que as estirpes pertencem & espécie H.
rubrisubalbicans. A partir do DNA gendmico o 16sRNA foi sequenciado com 0s
primers Y1 e Y3. O produto de amplificacdo foi cortado com as enzimas Alul e
Haelll, mostrando um padrdo de restricdo especifico para o H. rubrisubalbicans
como mostra a FIGURA 22.

FIGURA 22 — PERFIL DE RESTRICAO DO AMPLIFICADO DO 1 6sRNA DE DIFERENTES
ESPECIES.

MW TSN TSN M1 Smrl TSE TSE M1 TSN TSN M1 Smrl TSE TSE M1

1500

1000
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500 — ——— T e e

250 mEmEmEmmmEmE=E ===

MW — Marcador de peso molecular. TSN — Restricdo do fragmento correspondente ao
16sRNA do mutante no gene hrcN de H. rubrisubalbicans. M1 — Padrdo de restricdo do
amplificado do 16sRNA do selvagem M1 de H. rubrisubalbicans. Smrl - Padréo do
amplificado do 16sRNA cortado de H. seropedicae da estirpe Smrl. TSE - Restricdo do
fragmento correspondente ao 16sRNA do mutante no gene hrpE de H. rubrisubalbicans. Da
segunda a oitava coluna amplificados cortados com Alul. Da nona a décima quinta coluna
amplificados cortados com Haelll.
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5.3 DETERMINACAO DO FENOTIPO DOS MUTANTES TSE E TSN

5.3.1 Curva De Crescimento

A curva de crescimento permite determinar qual é o tempo necessario para
gue o numero de bactérias de uma determinada cultura dupligue. Isso é calculado
pelo tempo de geracéo de cada estirpe.

A estirpe selvagem M1 de H. rubrisubalbicans, e as mutantes TSE e TSN
foram crescidas e a DOgoo ajustada para 1. Quatro mililitros desta cultura foram
adicionados em 200mL de meio novo. A a DOggo foi medida em intervalos de uma
hora durante o periodo de 15 horas (GRAFICOS 1, 2 e 3). Os ensaios foram feitos

em triplicata.

GRAFICO 1 — CURVA DE CRESCIMENTO DA ESTIRPE SELVAGE M M1

Curva de crescimento M1

D.O 600nm

0 2 4 6 8 10 12 14 16

H. rubrisubalbicans M1 foi cultivado em meio NFbHPN e a DOgyo da cultura foi determinada
a de uma em uma hora.
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GRAFICO 2 — CURVA DE CRESCIMENTO DA ESTIRPE MUTANTE TSE

Curva de crescimento TSE

D.O. 600nm

16

Horas

H. rubrisubalbicans TSE foi cultivado em meio NFbHPN e a DOgyo da cultura foi determinada
em intervalos de uma em uma hora.

GRAFICO 3 — CURVA DE CRESCIMENTO DA ESTIRPE MUTANTE TSN

Curva de crescimento TSN
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H. rubrisubalbicans TSN foi cultivado em meio NFbHPN e a DOgyo da cultura foi determinada
a cada hora.



62

A sobreposicéo destes graficos (GRAFICO 4) e o tempo de geracdo (TABELA
9) de cada estirpe revela que ndo existe diferenca no crescimento das estirpes
mutantes nos genes hrpE e hrcN e a estirpe selvagem M1, indicando que a mutacao
destes genes envolvidos com o0 SST3 néo altera a capacidade nem a velocidade de

crescimento em H. rubrisubalbicans.

GRAFICO 4 — SOBREPOSICAO DAS CURVAS DE CRESCIMENTO DAS
ESTIRPES M1, TSE E TSN DE H. rubrisubalbicans

Curva de crescimento

14 / o
1,2 ——M1

// —=— TSN
TSE

D.O. 600nm
(==Y

0,2
0 1 =1~
0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Sobreposicao das curvas de crescimento do selvagem M1 e seus mutantes TSE e TSN de
H. rubrisubalbicans. Todas as amostras foram coletados de uma em uma hora e a DOgg
medida. As culturas foram mantidas em agitador rotatério a 120rpm a 30C.

TABELA 9 — Tempo e geracdo das estirpes M1, TSE e T SN de H.

rubrisubalbicans em meio NFbHPN-Malato

Estirpe Tempo de geracao (h)
M1 1,6
TSE 1,6
TSN 1,5

Tempo de geracao (g) calculado através da formula g = In2/p, onde p é o coeficiente angular
da faixa linear da curva log DOgq Versus o tempo.
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5.3.2 Inoculacéo das plantas de Vigna com mutantes  TSE e TSN

As folhas de Vigna foram infiltradas com H. rubrisubalbicans das estirpes
selvagem M1 e seus mutantes TSE e TSN, dez dias apds a germinacao.

O tratamento controle (infiltracdo de MgSO,) mostra que a solucéo utilizada
para ressuspender as bactérias ndo resulta em resposta hipersensitiva. Como se
observa na FIGURA 23 aparece uma leve cicatriz, exatamente onde a infiltrag&o foi

feita, porém nenhum sinal apareceu na superficie da folha.

FIGURA 23 — FOLHAS DE VIGNA INFILTRADAS COM SOLUGCAO DE MgSO,10mM

Folhas de Vigna infiltrada com MgSO, 10mM vinte dias ap6s germinagao. Apenas no ponto
de contato com a seringa formou-se uma leve cicatriz, devido ao choque mecéanico. Fotos
tiradas dez dias ap6s infiltragéo.

Por outro lado plantas de Vigna inoculadas com a estirpe selvagem de H.
rubrisubalbicans M1 mostraram varios estagios de resposta hipersensitiva. Essa
resposta se inicia no ponto de inoculagdo com a necrose das células. A bactéria
continua invadindo os tecidos, formando uma ferida com didmetro cada vez maior. O
tecido foliar foi perdendo a pigmentacdo e a necrose expande-se até a morte da
folha, quando ela cai. A FIGURA 24 mostra diferentes folhas inoculadas no mesmo
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dia e fotografadas 10 dias ap0s a infiltracdo, resultando em diferentes niveis de
resposta. Desde a necrose localizada na regido da infiltragdo até a invasao quase
total da folha, fortes indicios de estarem causando doenca. Pequenos sinais de
sintomas ja comecaram a aparecer 48 horas apos a infiltracdo. Sete dias depois
sinais localizados de necrose na folha foram evidentes, dez dias depois ja
observam-se folhas totalmente doentes.

FIGURA 24 — FOLHAS DE Vigna INFILTRADAS COM A ESTIR PE SELVAGEM M1 DE H.

rubrisubalbicans

Folhas de Vigna infitradas com a estirpe selvagem M1 (10° células) de H.
rubrisubalbicans. O efeito da inoculacdo de H. rubrisubalbicans M1 na planta com o
mesmo tempo de infiltracdo (flechas). Nos pontos de inoculacdo ha formacao doenca. Nas
folhas indicadas com setas vermelhas, observa-se o espalhamento da bactéria e
aparecimento de sintomas de doenca e sinais de necrose, podendo ser interpretada como
entupimento dos vasos pela bactéria. Esta resposta foi observada dez dias apoés a infiltracéo
da bactéria na planta.

Plantas inoculadas com H. rubrisubalbicans TSE, mutante no gene hrpE nao
apresentaram fenétipo de doenca nem de resposta hipersensitiva (FIGURA 25). Isso
sugere que a mutacao no gene hrpE torna a estirpe TSE incapaz de causar resposta
hipersensitiva ou doenca e portanto hrpE € essencial para a atividade do SST3
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FIGURA 25 - FOLHAS de Vigna INOCULADAS COM MUTANTE TSE DE H.

rubrisubalbicans.

Folhas de Vigna inoculadas com 10° bactérias H. rubrisubalbicans TSE. Fotos tiradas 10
dias ap6s inoculagéo.

Mutantes no gene hrcN, assim como no hrpE ndo mostram sinais de doenca.
Sendo a proteina HrcN responsavel pelo fornecimento de energia para a maquinaria
do SST3, a auséncia desta ATPase faz com que o sistema ndo funcione, e
consequentemente, as proteinas efetoras ndo atravessam a membrana interna da
bactéria, se acumulando no citoplasma e ndo causando uma resposta de defesa por
parte da planta como mostra a FIGURA 26.
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FIGURA 26 — FOLHAS DE Vigna INOCULADAS COM O MUTANT E TSN DE H.

rubrisubalbicans

Folhas de Vigna infiltradas com mutante TSN de H. rubrisubalbicans (10° células).

O efeito da mutacdo no gene hrpE pode ser devido diretamente a perda da
funcdo deste gene ou pode ser devido a efeito polar, ou seja, genes a jusante de
hrpE podem ter sido afetados. Por exemplo, o gene hrcC, formadora do poro da
membrana externa localizado a jusante de hrpE e sem o poro externo e a agulha as
proteinas efetoras permaneceriam no citoplasma ou periplasma da bactéria, assim a
planta ndo responde a presenca da bactéria.

Este fendtipo ja foi mostrado para P. syringae, onde a estirpe mutante no
gene hrpE deixou de causar resposta hipersensitiva nas plantas de Nicotina
tabacum (RAMOS et al, 2007).
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5.3.3 Colonizacao interna das folhas de Vigna

As folhas de Vigna utilizadas como controle e aquelas inoculadas com as
estirpes selvagem M1 e os mutantes TSE e TSN foram desinfetadas
superficialmente, maceradas e diferentes diluicbes foram plaqueadas em meio
NFbHP-Malato sélido. Apds 24 horas as colbnias foram contadas.

O GRAFICO 5 mostra que foram recuperadas 10° bactérias da estirpe
selvagem M1 por grama de folha. Em contraste o nimero de bactérias das estirpes
mutantes TSE e TSN foi cerca de 100 vezes menor que o selvagem M1. Estes
resultados indicam que os genes hrpE e hrcN podem estar envolvidos no processo

de colonizag&o da bactéria na planta.

GRAFICO 5 — RECUPERACAO DE BACTERIAS DOS TECIDOS IN TERNOS DE
FOLHA DE Vigna INOCULADA COM AS ESTIRPES M1, TSE E TSN DE H.

rubrisubalbicans
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Colonizagéo interna de folhas de Vigna inoculadas ¢~ om H. rubrisubalbicans M1, TSE e
TSN. Plantas de Vigna foram infitradas com as estirpes, dez dias depois foram
desinfectadas superficialmente, maceradas, o macerado foi diluido e plagueado. As placas
foram mantidas a 30C por 24 horas e as col6nias co ntadas. Experimento feito em triplicatas
de amostras.
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5.3.4 Inoculacao das plantas de cana-de-aclucar dav ariedade B-4362 com TSE

As plantas de cana-de-acgucar, 125 dias apos a germinacgdo, foram inoculadas
com a estirpe selvagem de H. rubrisubalbicans M1 e o mutante TSE. As plantas
inoculadas com M1 comecaram a desenvolver manchas brancas 10 dias apds a
inoculacao, logo em seguida as estrias vermelhas foram aparecendo e com 15 dias
foram observados sintomas de doenga da estria mosqueada bem desenvolvida e
sinais de necrose nas folhas invadidas pela bactéria (FIGURA 27).

Em contraste, plantas inoculadas com o mutante TSE ndo apresentaram 0s
sintomas observados nas plantas inoculadas com M1. Essas plantas apresentaram
desenvolvimento comparavel as plantas ndo inoculadas com bactérias. Estes
resultados indicam que o produto do gene hrpE ou o produto de algum gene que
estd no mesmo operon pode estar envolvido com perda da capacidade de produzir a

doenca estria mosqueada na cana-de-acUcar da variedade B-4362.
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FIGURA 27 — INOCULAGCAO DO CULTIVAR B-4362 DE CANA-D E-ACUCAR COM
DIFERENTES ESTIRPES DE H. rubrisubalbicans

A. Plantas de cana-de-agUcar da variedade B-4362 nd o inoculadas. As figuras mostram
trés plantas controle de cana-de-acucar da variedade B-4362 inoculadas com meio sem
bactérias. Os colmos foram germinados em terra autoclavada e regados com meio nutritivo
para plantas. As fotos foram tiradas cinco meses ap6s a germinacdo. B. Canas-de-acucar

da variedade B-4362 inoculadas com H. rubrisubalbicans estirpe M1. A figura mostra
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trés plantas de Cana-de-agUcar da variedade B-4362 inoculadas com H. rubrisubalbicans
estirpe M1 (108 células). Os colmos foram germinados em terra autoclavada, quatro meses
depois inoculados com H. rubrisubalbicans M1. Quinze dias depois da inoculacdo as fotos
foram tiradas. As flechas indicam pontos de colonizagéo da bactéria aonde se desenvolveu a
doencga da estria mosqueada. C. Canas-de-agucar da variedade B-4362 inoculadas com

H. rubrisubalbicans estirpe mutante TSE. Trés diferentes plantas de cana-de-agUcar da
variedade B-4362 germinadas em terra autoclavada e inoculadas com H. rubrisubalbicans
TSE (10° células) quatro meses apds germinacio. As fotos foram tiradas quinze apos a
inoculacéo da bactéria. Os sintomas da doenca da estria mosqueada nao apareceram.

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho mostram que o SST3 é
importante para a patogenicidade do H. rubrisubalbicans M1, sendo os genes hrpE e

hrcN componentes essenciais deste sistema.
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. CONCLUSOES

Em H. rubrisubalbicans foram sequenciados identificados os genes pilN, pilO,
hrcC, hrpE, hrcJ, hrcU, hrpX, hrpQ, hrcN, hrcV, hrpR, e hrpD. Além disso, sete
genes, que codificam para proteinas hipotéticas conservadas, foram também
sequenciadas e identificadas.

As estirpes mutantes dos genes hrpE e hrcN de H. rubrisubalbicans possuem
taxa de duplicacdo semelhante a da estirpe selvagem M1.

As estirpes mutantes nos genes hrpE e hrcN de H. rubrisubalbicans nao
provocam sintomas de doenca diferente do que ocorre com a estirpe
selvagem M1 em folhas de Vigna.

Os produtos dos genes hrpE e hrcN podem estar envolvidos no processo de
proliferacdo nas folhas de Vigna, ja que estirpes mutantes nesses genes se
apresentam em menor numero quando comparados com a estirpe selvagem.
O mutante no gene hrpE de H. rubrisubalbicans ndo é capaz de causar
sintomas da doenca da estria mosqueada em cana-de-acUcar B-4362,
sugerindo que a proteina HrpE, ou o efeito polar da mutagénese tem
participacdo no processo de patogenicidade.

O SST3 em H. rubrisubalbicans é funcional e esta relacionado com a
capacidade deste organismo produzir doenca em folhas de Vigna e da
doenca da estria mosqueada em cana-de-acglcar da variedade B-4362.
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