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RESUMO

Os lipopolissacarideos (LPS) estdo envolvidos nas fases iniciais da
colonizagdo das plantas pelas bactérias. Uma vez que L-ramnose € um
monossacarideo normalmente encontrado no LPS, dois genes de H.
seropedicae, rbB e rfbC, responsaveis por sua biossintese foram
mutagenizados para verificar seu papel no processo de colonizacdo. Analises
prévias da cadeia de oligossacarideos do LPS da estirpe selvagem de H.
seropedicae mostraram que D-glucose, L-ramnose e N-acetil D-glucosamina
sao 0s monossacarideos predominantes, enquanto ramnose e N-acetil
glucosamina ndo foram encontrados nas estirpes mutantes B e rfbC. O
padrao eletroforético do LPS dos mutantes foi drasticamente alterado quando
comparado com o tipo selvagem. A mutagénese de B ou rfbC de H.
seropedicae aumentou o sensibilidade para SDS, sulfato de polimixina B e
acido salicilico. A capacidade de adesado dos mutantes a superficie radicular de
plantulas de milho foi de 100 vezes menor que o do tipo selvagem. Essa
capacidade do tipo selvagem de adesao as raizes de milho foi reduzida a um
nivel semelhante ao dos mutantes quando o ensaio foi realizado na presenca
de LPS isolado do tipo selvagem, D-glucosamina ou N-acetil D-glucosamina. As
estirpes mutantes também foram significativamente menos eficientes na
colonizagao endofitica de milho. As analises de expressao génica indicaram
que B é induzido por naringenina, apigenina e CaCly. Juntos, estes
resultados sugerem que o LPS intacto € necessario para a adesao eficiente de
H. seropedicae a raiz de milho e para a colonizagdo interna dos tecidos

vegetais.
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ABSTRACT

Lipopolysaccharides (LPS) are involved in the early stages of plants
colonization by bacteria. Since L-rhamnose is a monosaccharide commonly
found in LPS, two genes of H. seropedicae, rfbB and rfbC, responsible for its
biosynthesis pathway have been knocked out to verify their role in the
colonization process. GC-MS analysis of the H. seropedicae wild type strain for
LPS oligosaccharide chain showed that L-rhamnose, D-glucose and N-acetyl D-
glucosamine are the predominant monosaccharides, whereas L-rhamnose and
N-acetyl D-glucosamine were not found in the 7B and rfoC strains. The LPS
electrophoretic pattern of the mutants was drastically altered when compared
with the wild type. Knock-out of 768 or rfbC increased the sensitivity towards
SDS, polymyxin B sulfate and salicylic acid treatments. The mutants attachment
capacities to maize root surface plantlets were 100-fold lower than the wild type.
The wild type capacity to attach to maize roots was reduced to a similar level of
the mutants when the assay was performed in the presence of isolated wild
type LPS, D-glucosamine or N-acetyl D-glucosamine. The mutant strains were
also significantly less efficient in endophytic colonization of maize. Gene
transcriptional analysis indicated that the B gene is upregulated by
naringenin, apigenin and CaCl,. Together, these results suggest that intact LPS
is required for H. seropedicae efficient attachment to maize root and internal

colonization of plant tissues.
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1. INTRODUGCAO

Gramineas como arroz (Orysa saftiva), trigo ( Triticum aestivum) e milho (Zea
mays) sao 0s cereais mais importantes para consumo humano. Estima-se que o
arroz alimenta cerca de 50% da populagdo mundial (LADHA ef a/,, 1997). Entretanto,
esta populacdo esta crescendo a uma alta taxa, portanto a producao de cereais
também deve crescer para acompanhar o aumento do consumo humano e animal.
Depois da agua, o nitrogénio é o principal fator limitante da produtividade vegetal.
Assim, ocorre intensa utilizagcdo de fertilizantes nitrogenados industriais para
assegurar uma alta produtividade na agricultura moderna. A produgéo e uso destes
fertilizantes, no entanto, causa grandes impactos ambientais. Sua produgao requer
um grande consumo de combustiveis fosseis, que além de ser um recurso nao
renovavel, apresenta alto custo e produz gases responsaveis pelo efeito estufa.
Quando aplicados no solo, mais da metade € perdido através de desnitrificacao,
volatilizagdo da aménia e lixiviagdo, podendo inclusive contaminar lengois freaticos,
representando um risco a saude humana (PEDROSA, 1987; STOLTZFUS, 1997).
Além disso, 0 excesso de nitrogénio pode induzir a formagao de 6xido nitroso (N20),
um gas estufa que também contribui para a destruicdo da camada de ozbnio
(LADHA & REDDY, 2003; STOLTZFUS, 1997).

Uma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos € a exploragao da fixagao
bioldgica de nitrogénio realizada por bactérias associadas as culturas de gramineas

(WU et al, 1995; LADHA & REDDY, 2003).



1.1.  FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

Aproximadamente 80% da atmosfera terrestre é composta por nitrogénio
molecular (N2). Entretanto, a maioria dos organismos ndo consegue capta-lo e
utiliza-lo metabolicamente. Para tal, € necessario que o nitrogénio esteja disponivel
como, por exemplo, na forma de amdnia (NH4*), podendo assim ser utilizado na
biossintese de aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos e demais compostos
nitrogenados.

A fixacao biologica de nitrogénio € o processo pelo qual o N2 é reduzido
enzimaticamente a amoénia, forma metabolicamente utilizavel pela maior parte dos
organismos. O catalisador biolégico deste processo é o complexo enzimatico da
nitrogenase (BURRIS, 1991). Em condi¢des 6timas, este complexo cataliza a reagao

estequiometricamente balanceada mostrada abaixo (SIMPSON & BURRIS, 1984):

N2 + 8H* + 8e- + 16Mg2*.ATP— 2NH3 + H> + 16Mg.ADP + 16P;

A fixacdo biologica de nitrogénio é realizada apenas por procariotos
denominados diazotrofos, distribuidos nos dominios Bacteria e Archaea (YOUNG,
1992). As bactérias fixadoras de nitrogénio sdo comumente classificadas em trés
grupos: (i) diazotrofos de vida livre, que fixam N2 para seu proprio consumo; (ii)
diazotrofos simbidticos, que estabelecem intima relacdo com a planta hospedeira
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formando estruturas especializadas na fixacdo de nitrogénio denominadas noédulos;
(iii) diazotrofos associativos, que também colonizam plantas porém nao formam
estruturas especializadas.

As bactérias diazotroficas constituem a principal via de incorporagao de
nitrogénio ao ecossistema. Estima-se que sejam fixados por ano aproximadamente
1,8 x 108 toneladas de nitrogénio através do processo de fixagdo biolégica no
mundo, correspondente a pelo menos duas vezes mais do que O montante
compreendido pela fixagdo quimica e industrial (PEOPLES & CRASWELL, 1992).
Esses numeros demonstram a importancia ambiental destes microrganismos, além
de indicar o enorme potencial econémico de sua utilizacdo na agricultura.

Segundo dados de 2008 da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria,
a utilizacdo de inoculantes em culturas de leguminosas como soja proporciona uma
economia em fertilizantes nitrogenados de aproximadamente R$ 10 bilhdes/ano.
Esta relevancia econbémica seria ainda maior se tecnologias similares fossem
utilizadas para as culturas de gramineas. Experimentos de inoculagdo destas
culturas com microrganismos diazotrofos demonstraram o fornecimento da ordem de
30% do nitrogénio necessario para planta (BALDANI ef al, 1995), implicando,
portanto, que o uso destes na agricultura brasileira representara uma economia
anual de R$ 3 bilhdes em fertilizantes nitrogenados (DEL VILLAR, GAMEIRO &
DABAT, 2004; EMBRAPA, 2008; CNA, 2008).

A capacidade dos microrganismos diazotrofos de fixar o nitrogénio e
fornecé-lo para a planta depende intimamente da sua interagdo com o hospedeiro.

3



Desta forma, a compreensdo dos mecanismos de colonizagdo € importante para
esclarecer as etapas envolvidas na interagao planta-bactéria visando a utilizagdo da

fixagao biologica de nitrogénio na agricultura.

1.2.  INTERACAO PLANTA-BACTERIA

Praticamente todas as plantas vivem em intima associagdo com
microrganismos, 0s quais podem colonizar sua superficie (colonizagao epifitica) ou
ocupar espagos em tecidos internos (colonizagao endofitica) (BRENCIC & WINANS,
2005). As plantas podem estabelecer associacbes com varias bactérias
diazotroficas, sendo que todas ou algumas destas bactérias podem ser responsaveis
pelo suprimento de nitrogénio fixado a planta (DOBEREINER ef al, 1992;
BARRAQUIO ef al, 1982;LADHA & REDDY, 1995; MALIK ef al, 1997). Além dos
microrganismos cultivaveis associados externamente e internamente as plantas,
uma grande diversidade de fixadores de nitrogénio nado cultivaveis pode ser
encontrada, baseado em analise de sequencias parciais dos genes nif (nitrogen
fixation genes) obtidas de amplificado de DNA das raizes (UEDA et al, 1995).
Através do grau de expressao destes genes nifpelos diazotrofos na planta, Ladha e
colaboradores (1998) propuseram que a contribuicdo de bactérias diazotroficas
associadas externamente as plantas € insuficiente para sustentar o desenvolvimento
das mesmas e sua alta produtividade. Portanto, é possivel que as bactérias
endofiticas estejam melhor protegidas das mudancas ambientais que sofrem as
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bactérias da rizosfera, enfrentando uma competicdo diminuida e apresentando um
maior potencial de fornecimento de nitrogénio para a planta hospedeira (REINHOLD-
HUREK & HUREK, 1998).

Entre os microrganismos diazotréficos endofiticos encontram-se
representantes dos géneros Herbaspirillum, Azospirillum, Gluconacefobacter,
Burkholderia e Azoarcus (GILLIS ef al, 1995; BALDANI ef al., 1997; REINHOL-
HUREK & HUREK, 1998), além de cianobactérias e actinomicetos (POSTGATE et
al., 1982).

Os organismos endofiticos podem interagir intimamente com o hospedeiro,
uma vez que sua localizagao facilita a captacdo de fontes de carbono produzidas
pela planta e proporciona as condigdes ideais para a fixagdo biolégica de nitrogénio.
Essa associagdo em geral ndo causa danos aos hospedeiros, pelo contrario, pode
trazer vantagens para a planta como, por exemplo, biocontrole de patdgenos e
repressdo de doencas por inducdo de resisténcia sistémica e localizada
(KLOEPPER & BEAUCHAMP, 1992; BALDANI ef al., 1995; JAMES & OLIVARES,
1998; WELLER, 1988). Além disso, os endofitos estimulam o crescimento vegetal e
sua produtividade através da producdo e secreciao de fitohormbnios e pelo
suprimento de nitrogénio fixado (BALDANI ef a/, 1995; BASHAN & HOLGUIN,
1997).

O estimulo efetivo do crescimento vegetal, a fixagao de nitrogénio /n planta
e a transferéncia deste nitrogénio fixado para a planta dependem de uma
colonizagcao eficiente. Entretanto, os mecanismos da colonizacdo pelo endofito
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associativo ndo sao claramente compreendidos, devido em parte a dispersao da
bactéria por toda a planta. Esta situagao contrasta, por exemplo, com a colonizagao
localizada que ocorre na simbiose rizébio - legume, na qual a bactéria fica confinada
em estruturas morfo-genéticas (nédulos) desenvolvidas com a finalidade especifica
de abrigar as células colonizadoras (PUHLER et a/,, 2004; HALVERSON & STACEY,
1986). Essa colonizagao de rizobios em leguminosas aparentemente inicia-se pela
quimiotaxia da bactéria em direcao as raizes, decorrente da liberagcao de flavondides
na rizosfera. Estes flavondides também induzem a expressdo de fatores de
nodulagdo (fatores Nod) pela bactéria, causando a secrecdo de
lipoquitooligossacarideos. Essas macromoléculas, por sua vez, sdo reconhecidas
por receptores protéicos vegetais, que desencadeiam alteragcdes celulares nas
raizes em contato com as bactérias, levando a formagao do pélo de infeccado. Apds a
internalizacao dos rizobios, ocorre a formacao do simbiossomo, com a diferenciagao
das bactérias em “organelas” dedicadas exclusivamente a fixagdo de nitrogénio,
denominadas bacteroides. Durante todos esses passos do processo de colonizagao,
a comunicagao da bactéria com o hospedeiro depende de diversos fatores, dentre
eles exopolissacarideos, polissacarideos capsulares (KPS), sistemas de secrecéo
de proteinas e lipopolissacarideos (MARIE ef a/., 2004; BROUGHTON ef a/., 2006;
LE QUERE et al., 2006).

Para que um microrganismo associativo endofitico seja capaz de colonizar
as raizes das plantas intercelularmente € necessario primeiramente que seja capaz
de superar os mecanismos de defesa da planta (QUISPEL, 1992). Contudo, tanto
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nas interagbes associativas como nas simbidticas, o evento chave parece ser a
colonizagéo da rizosfera (PUHLER ef al,, 2004). Dentre os estagios deste processo
estdo a percepgao da planta pelo microrganismo, a quimiotaxia em dire¢ao a raiz, a
aderéncia e a colonizacao da superficie da mesma. Pseudomonas fluorescens exibe
quimiotaxia em resposta a exudatos de plantas, como flavondides, que s&o
considerados dirigentes da interagdo planta-microrganismo (DE WEERT ef al,
2002). A adesao e colonizacdo de raizes de milho por Azospirillum brasilense
exigem a presenca do flagelo, biossintese de lipopolissacarideos e polissacarideos
fibrilares, além da secrecdo de exopolissacarideos (BURDMAN, OKON &
JURKEVITCH, 2000; JOFRE et al., 2004).

Qualquer que seja o tipo da interacdo planta-bactéria, o crescimento
competitivo e a sobrevivéncia do microrganismo em diversas partes do hospedeiro
necessitam de respostas adaptativas por parte da bactéria. Esta e outras pressoes
seletivas parecem ter direcionado a evolugao de sistemas especializados de
regulagdo que controlam a expressdo dos fatores de colonizagcdo (MILLER,
MEKALANOS & FALKOW, 1989). O controle da colonizagdo da planta por bactérias
endofiticas provavelmente envolve a interagcdo molecular de produtos génicos de
origem vegetal e bacteriana. Portanto, a identificacdo e analise dos genes
envolvidos na colonizagcdo de diazotrofos endofiticos em plantas de interesse
econdmico sado importantes para melhorar a utilizagcdo e aplicagdo da fixagcéo

biolégica de nitrogénio nestas culturas.



1.3.  Herbaspirillum seropedicae

O género Herbaspirillum, pertencente ao Grupo B do Filo Proteobacteria,
compreende bactérias gram-negativas, em forma de espiral, geralmente vibridides,
algumas vezes helicoidais, sendo mdveis em presengca de oxigénio. As células
podem apresentar de 1 a 3 flagelos em um ou ambos os poélos. O didmetro destas
bactérias foi determinado de 0,6 e 0,7 um e o comprimento celular pode variar entre
1,5 e 5,0 um. Estes organismos sao aerobios, ndo fermentam acucares, fixam
nitrogénio atmosférico sob condi¢cdes de microaerofilia e crescem utilizando N2 como
unica fonte de nitrogénio (BALDANI ef a/,, 1986; BALDANI et al., 1992).

Esses microrganismos diazotroficos endofiticos associam-se com varias
plantas de interesse econdmico, como milho (Zea mays), arroz (Oryza safiva), sorgo
(Sorghum  bicolon), trigo (Trificum aestivum), cana-de-agucar (Saccharum
officinarum), bananeiras (Musa sp.), palmeiras (Roystonia sp.) e abacaxizeiros
(Ananas comosus) (BALDANI et al, 1986; BALDANI ef al, 1992; CRUZ et al,
2001).

A associacdo de Herbaspiriflum com gramineas aparentemente inicia-se
com a adesao da bactéria a superficie radicular, seguida de colonizagdo dos pontos
de emergéncia das raizes secundarias e penetracdo por descontinuidades da
epiderme. Ocorrem entdo rapida colonizagao e ocupagao de espacos intercelulares
da raiz, assim como de aerénquima, xilema e, finalmente, partes aéreas (JAMES,

1997; RONCATO-MACCARI et al., 2003; MONTEIRO ef al., 2008).



Herbaspirillum seropedicae foi originalmente isolado de raizes lavadas e ou
esterilizadas de milho, sorgo e arroz por Baldani e colaboradores (1986), mas nao foi
isolado de solo nao cultivado (BALDANI et al., 1992).

Gyaneshwar e colaboradores (2002) demonstraram que a colonizagao de H.
seropedicae em variedades de arroz tolerante a aluminio aumentou
significativamente o crescimento vegetal e o acumulo de nitrogénio. Baldani e
colaboradores (1995) inocularam diferentes estirpes desta bactéria em sementes de
arroz e observaram aumento de pelo menos 30% do nitrogénio total acumulado pela
planta. O uso de estirpes de H. seropedicae imuno-marcadas ou com genes
reporteres revelou que este expressa os genes nif ao colonizar raizes e partes
aéreas de arroz (JAMES et al., 2002; RONCATO-MACARI et al, 2003), indicando
que este enddfito é capaz de fixar nitrogénio /n planta.

Em cana-de-acucar, a fixagado de nitrogénio tem sido atribuida as bactérias
Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspiriflum spp, que sao aquelas
encontradas em numero suficiente para responder as taxas de fixacao observadas
(URQUIAGA et al,, 1992; DOBEREINER et al,, 1993; JAMES ef al, 1994; DONG et
al, 1994; BODDEY, 1995). Entretanto, somente Herbaspirillum parece colonizar
rapidamente esta e outras gramineas. Por essa raz&o, esta bactéria apresenta
grande potencial para ser utiizada como Dbiofertiizante em gramineas
(DOBEREINER et al., 1995; JAMES et al., 1997; OLIVARES et al., 1996).

Ao contrario dos organismos diazotréficos que habitam a rizosfera e que
necessitam competir com a microflora do solo por fontes de carbono, os organismos
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diazotréficos endofiticos, como H. seropedicae, podem ser encontrados no interior
dos tecidos das plantas nos espagos intercelulares, ambientes mais uniformes e
protegidos. Isto pode explicar a alta contribuicdo da fixagao biolégica de nitrogénio
em cana-de-acucar e arroz associada a H. seropedicae (URQUIAGA et al., 1992;
BALDANI et al,, 1996; ELEBELTAGY et al., 2001).

A associagao H. seropedicae - graminea em geral ndo causa prejuizos as
plantas hospedeiras; pelo contrario, promove o crescimento vegetal e aumento da
produtividade provavelmente pela secre¢ao de fitohormdnios e fornecimento de
nitrogénio fixado, além de contribuir no controle de patéogenos e repressao de
doencgas por inducdo de resisténcia sistémica e localizada e antagonismo (DE
WELLER, 1988; KLOEPPER & BEAUCHAMP, 1992; BALDANI et al, 1993;
FUENTES-RAMIREZ et al,, 1993; JAMES & OLIVARES, 1998).

Genes potencialmente envolvidos na interacao planta-H. seropedicae foram
identificados no banco de dados do projeto de sequenciamento gendmico de H.
seropedicae (GENOPAR <www.genopar.org>). Até o presente momento, foram
encontrados genes envolvidos na biossintese de acido indol-acético e giberilinas,

sistema de secrecao do tipo 3, exopolissacarideos e lipopolissacarideos.

1.4. LIPOPOLISSACARIDEOS

Na maioria das células bacterianas a parede celular protege o protoplasma

de choques mecanicos e osmoticos. A parede celular também atua como uma
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barreira molecular, impedindo que muitos compostos atinjam a superficie da
membrana plasmatica, diminuindo o estresse quimico sobre a célula (TORTORA et
al., 2005). Apesar da aparente fungao de protegao inerte, a parede celular possui
papel ativo na regulagao e captagao de moléculas pela célula e no reconhecimento
celular por outros organismos (SINGLETON, 1992). A estrutura basica da parede
celular bacteriana é formada por moléculas de peptideoglicano, as quais recobrem
toda superficie celular como uma rede de polissacarideos ligados por pontes
peptidicas, conferindo grande rigidez a estrutura (GLASER, 1973). As bactérias em
que o peptideoglicano € o principal constituinte da parede celular sdo denominadas
gram-positivas. A parede celular de bactérias gram-negativas apresenta uma fina
camada de peptideoglicano e uma membrana externa a esta camada (Fig. 1). Este
conjunto, descrito como envelope celular, mantém-se unido por ligagdes nao-
covalentes. Esta membrana apresenta em sua composicao proteinas, fosfolipideos e
lipoproteinas. Contudo, os responsaveis por aproximadamente 60% do peso seco

desta camada sao os lipopolissacarideos (LPS) (COLLINS & FERRIER, 1995).
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FIGURA 1 — ESTRUTURA DO ENVELOPE DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS. A esquerda,
eletromicrografia de E. coli K30 marcada com ferritina cationizada, e a direita, esquema da

organizagao do envelope bacteriano (modificado de WHITFIELD, 2006).

Os LPS sdo macromoléculas de estrutura extremamente complexa
encontrados exclusivamente formando a monocamada da membrana externa de
bactérias gram-negativas (COLLINS & FERRIER, 1995). Esses glicoconjugados sao
formados por trés regides estruturalmente distintas: a por¢cdo denominada lipideo-A,

o nucleo oligossacaridico e o antigeno-O (Fig. 2) (SUTHERLAND, 1985).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA DO LIPOPOLISSACARIDEO. A direita, esquema do envelope bacteriano

(modificado de TORTORA ef al, 2006) e posicionamento do LPS, e a esquerda, esquema da

estrutura do LPS.

O lipideo-A é a porcgao lipidica do LPS, responsavel por ancorar toda a

estrutura na membrana externa das bactérias. Esta porcédo é estruturalmente

conservada entre as classes de bactérias, sendo composta de duas unidades de 2-
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amino-2-deoxi-D-glucose (GIcN) ligadas entre si por ligagdes do tipo B-(1-6) e
fosforiladas nas posi¢cdes 1 e 4’, além de apresentarem substituicbes por acidos
graxos de cadeia longa nas demais posi¢cdes (ZAHRINGER et al,, 1999). A ligacdo
entre o lipideo-A e o nucleo oligossacaridico € realizada normalmente por uma
unidade de acido 3-deoxi-D-mano-oct-2-ulosénico (Kdo), ligado ao C-6 livre de uma
das GIcN (RAETZ & WHITFIELD, 2002). O nucleo oligossacaridico pode ser dividido
em nucleo interno, composto pelo Kdo e heptoses, e em nucleo externo, composto
de hexoses piranosidicas (JANNSON ef a/, 1981; RAETZ, 1990). O antigeno-O é
geralmente constituido de unidades oligossacaridicas repetitivas. Diferentes niveis
de polimerizagado produzem cadeias com massas moleculares diferentes, fenbmeno
constantemente observado pelo padrdo de bandas na analise eletroforética de LPS
(ERRIDGE ef al., 2002). Essas cadeias polissacaridicas formadas, de composigéo e
estrutura espacial extremamente variaveis, projetam-se a partir da membrana
externa da bactéria para o meio ambiente, constituindo a superficie molecular que
realiza o primeiro contato com um possivel hospedeiro. Devido a esta caracteristica,
os LPS exercem uma importante funcdo nos processos de reconhecimento e
comunicagao celular (KANNENBERG ef a/,, 1998).

No caso de Pseudomonas syringae, a perda ou alteragado da estrutura do
antigeno-O esta relacionada com a perda da viruléncia (SMITH ef al, 1994).
Alteracdes nesta porgcao do LPS em Pseudomas putida diminuem drasticamente sua
colonizagdo em plantas de batata (WEGER ef a/., 1989). Alguns trabalhos sugerem
que os LPS estado envolvidos no processo de adesao de Agrobacterium tumefaciens
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as células hospedeiras (PUEPPKE, 1984; MATHYSSE, 1986). Mutantes desta
bactéria que produzem um LPS deficiente na regido do nucleo, mas que sintetizam a
por¢cao antigeno-O sem defeitos, sdo capazes de aderir as células de cenoura
normalmente (METTS ef al, 1991), mostrando que a estrutura total do LPS néo é
fundamental para o processo. O processo de nodulagcdo em leguminosas realizado
durante a simbiose com rizobios parece ser alterado na auséncia de LPS intactos
(CARLSON et al., 1995; MAAGD et al., 1998). A prépria expressao do LPS nessas
bactérias parece ser modulada simbioticamente, sendo que varios polissacarideos
sao modificados durante a transicdao de células de vida livre para bacterdides
(BROUGHTON ef al,, 2006). Estas mudancas podem ser induzidas por extratos de
plantas, principalmente por flavondides encontrados em tais extratos (DUELLI ef a/.,
1997). Rizobios mutantes na producédo de LPS permanecem nos corddes de
infeccao, sem diferenciarem-se em bacterodides fixadores de nitrogénio (NOEL ef a/,
1986), ndo completando o desenvolvimento dos ndédulos em diversos legumes
(NOEL ef al, 1986; CAMPBELL ef al, 2002; BROUGHTON ef al, 2006). Esses
resultados sugerem que alteracbes nos LPS de rizobios ndo afetam os primeiros
estagios da colonizagdo, como o enrolamento do pélo radicular e formacao do
cordao de infecgcao, mas afetam a manutencao das células viaveis no interior da
planta (KANNENBERG ef a/, 1998; NOEL ef al/, 2000). Além disso, os bacteridides
dentro dos nddulos apresentam variagdes drasticas na estrutura do LPS em relagéo
as células antes da infec¢do, como demonstrado /n sifu para os LPS de R.
leguminosarum durante a simbiose com Pisum sativum, Vicia sativa e Phaseolus
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vulgaris (KANNENBERG ef al, 1994; GOOSEN-DEROO ef al, 1991). Bacterdides
de R. eftli retirados de nédulos de Phaseolus vulgaris (TAO et al., 1992), e de
Sinorhizobium meliloti retirados de alfafa (REUHS ef al/, 1999) apresentaram
diferengas estruturais na porcao antigeno-O do LPS similares aquelas observadas
quando essas bactérias sao cultivadas em baixos niveis de oxigénio e baixo pH,
indicando que mudancgas estruturais na por¢do de antigeno-O do LPS podem ser
uma consequéncia das condigdes fisioldgicas a que as células estdo expostas nos
nddulos (KANNENBERG ef a/, 1998). Mutantes de R. efli que produzem uma
estrutura truncada de LPS formam nodulos defeituosos e nao fixam nitrogénio
(NOEL e DUELLI, 2000). Esses dados indicam que o grau de alteragao estrutural do
LPS influencia as chances de sobrevivéncia dos bacteridides e o efetivo

desenvolvimento de um noédulo ativo (CARLSON ef a/., 1995; RIDLEY, 2000).

1.4.1. Biossintese de lipopolissacarideos

A reacdo inicial da biossintese do antigeno-O envolve uma ligacao
fosfodiéster entre NAcGlc ou Gal ao acido graxo undecaprenil-PP (Fig. 3). Essa
molécula serve de suporte inicial para a ligagdo de NTP-agucares por
glucosiltranferases ancoradas na face citosolica da membrana interna. Apos
formagdo de uma unidade oligossacaridica ligada ao Und-PP, a molécula é
translocada para a face periplasmatica da membrana interna com o auxilio da
proteina Wzx (antigeno-O flipase) (Fig. 3.1). As unidades oligossacaridicas do
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antigeno-O sao entdo polimerizadas pelas proteinas Wzy e Wzz (antigeno-O
polimerases), e o produto € transferido ao lipideo-A ligado ao oligossacarideo central
por Waal (antigeno-O ligase). A biossintese desta porcdo de lipideo-A ligada ao
oligossacarideo central ainda € incerta, porém sabe-se que a proteina MsbA é
necessaria para o deslocamento da molécula da face citosdlica para a face
periplasmatica da membrana interna (Fig. 3.2). A proteina periplasmatica LptA,
juntamente com as proteinas YrbK e LptB, podem agir como auxiliadoras no
direcionamento da molécula de LPS para o transportador Imp/RIpB, que desloca o
LPS para a face externa da membrana externa (VALVANO, 2003; RAETZ et al.,

2007).
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FIGURA 3 — BIOSSINTESE E EXPORTACAO DO LPS. Proteinas envolvidas na biossintese do LPS
sdo mostradas em preto, e as proteinas envolvidas no transporte do LPS sao mostradas em

vermelho. Modificado de RAETZ et a/., 2007.

As alteracdes estruturais no LPS podem ser ocasionadas pelo impedimento
de sua exportagao para a membrana externa, inibicado da polimerizagao do antigeno-
O ou mutagénese das vias de biossintese dos monossacarideos capsulares.

Alteracbes na biossintese dos monossacarideos constituintes do LPS
geralmente modificam a interacdo da bactéria com o hospedeiro. Os genes 1
participam da biossintese de L-ramnose (Fig. 4), um monossacarideo

frequentemente encontrado no antigeno-O. A via bacteriana de biossintese de L-
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ramnose requer o produto de quatro genes: A, que codifica para glucose-1-fosfato
timidililtransferase, B (dTDP-D-glucose 4,6-dehidratase), C (dTDP-4-keto-6-
deoxi-D-glucose 3,5-epimerase) e D (dTDP-4keto-L-ramnose redutase). Em
varias bactérias, estes genes sao encontrados agrupados com outros genes
necessarios para a biossintese de antigeno-O (SAMUEL e REEVES, 2003),
sugerindo que eles estdo especificamente envolvidos na biossintese de LPS. Em
suporte a esta hipétese, uma estirpe mutante C de Pseudomonas aeruginosa
apresenta diferengas na composi¢cao do LPS (RAHIM ef al., 2000). A ruptura da
biossintese de ramnose modifica o LPS, aumenta a produc¢ao de exopolissacarideos
e diminui a colonizagéo de milho por Azospirillum brasilense (JOFRE et al., 2004).
Mutantes de Rhizobium sp. NGR234 no gene rfbB nao sdo capazes de completar a

nodulagao em diversas leguminosas (BROUGHTON ef al., 2006).
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FIGURA 4 — BIOSSINTESE BACTERIANA DE dTDP-.-RAMNOSE A PARTIR DE GLUCOSE-1-
FOSFATO. A enzima RfbA promove a ativagdo da glucose-1-fosfato pela ligagao do grupo dTTP,
formando dTDP-D-glucose. Com o auxilio do co-fator NAD*, RfbB cataliza a oxidagdo do C4 de dTDP-
glucose, e em seguida sua desidratagdo a dTDP-4-ceto-6-deoxiglucose. RfbC promove a
epimerizagao deste substrato em C3 e C5, seguido de uma torgdo ndo enzimatica do anel glicosidico
que forma dTDP-L-lyxo-6-deoxi-4-hexulose. Finalmente, RfbD reduz o grupo ceto em C4 gerando

dTDP-L-ramnose.

Desta forma, a identificagado, isolamento e caracterizagdo dos genes r/ de
H. seropedicae permitira determinar a importancia destes na biossintese do LPS, e

consequentemente na colonizagdo de gramineas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o envolvimento dos genes B e
C na Dbiossintese do lipopolissacarideo de Herbaspirillum seropedicae,
determinando seu papel na interagao deste organismo com vegetais.

Para isto, os seguintes objetivos especificos foram realizados:
v Estudo /n silico dos genes rfb e respectivo operon;
v' Obter de estirpes de H. seropedicae mutantes dos genes rfbB e rfbC por insergao
de cassete contendo gene de resisténcia a tetraciclina ;
v' Determinar alteragdes no perfil do lipopolissacarideo das estirpes selvagem e
mutantes r7B-e rfbC- de H. seropedicae;
v' Determinar o fenétipo da colonizagdo endofitica de milho (Zea mays) pelas
estirpes selvagem e mutantes r75- e rfbC- de H. seropedicae;
v' Caracterizar o fenoétipo de resisténcia das estirpes selvagem e mutantes 75 e
bC-de H. seropedicae a estresse quimico;
v Caracterizar os possiveis efeitos pleiotrépicos das mutacées nos genes 0B e
bC de H. seropedicae,
v' Obter fusdo cromossomal do gene B com o cassete /acZ:npt/ em H.
seropedicae,

v" Determinar as condi¢des de expressao destes genes no organismo de estudo.
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3. METODOLOGIA

3.1. BACTERIAS

As estirpes bacterianas utilizadas estao listadas na Tabela 1.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS DAS ESTIRPES BACTERIANAS UTILIZADAS.

Estirpe Caracteristicas? Referéncia

F-mcrA A(merr-hsdRMS-meBC ) p80/acZAM15
Escherichia coli Top10 AlacX74 deoR recA1 endA1 araA139 A(ara,leu)
7697 gal) gaK A- rosL nupG A-

INVITROGEN
(Carlsbad, CA, EUA)

Herbaspirillum
] Estirpe tipo Z78 Smr, Nif* PEDROSA et al., 1997
seropedicae SmR1
Herbaspirillum H. seropedicae SmR1 expressando Ds-RED, Smr,
] MONTEIRO et al., 2008
seropedicae RAM4 Kmr
Herbaspirillum
] H. seropedicae SmR1 rfbB, Smr, Tcr Este trabalho
seropedicae RAMEB-B
Herbaspirillum
) H. seropedicae SmR1 rfbC-, Smr, Tcr Este trabalho
seropedicae RAMEB-C
Herbaspirillum
) H. seropedicae SmR1 rfbB::lacZ, Sm", Kmr Este trabalho
seropedicae LPEB

a Sm = estreptomicina; Km = canamicina; Tc = tetraciclina; e o sobrescrito r = resistente.

3.2. PLASMIDEOS

Os plasmideos utilizados estio listados na Tabela 2.
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS PLASMIDEOS UTILIZADOS.

Plasmideos Caracteristicasa Referéncia/Origem
puUC18/19 Ampr; /acZ INVITROGEN
HS06-FP-00-000- Contem os genes B e rfbC de H. seropedicae GENOPAR - Biblioteca
008.D02 SmR1 em pUC19, Ampr Genbmica
prBTETA Contem o gene B de H. seropedicae SmR1,

Este trabalho
com a insergao do transposon TnEZ<TET> em
pUC19. Apr, Tcr
prHCTETA Contem o gene rC de H. seropedicae SmRA1,
Este trabalho
com a insergao do transposon TnEZ<TET> em
pUC19. Apr, Tcr
pHSRAMEBB Contem o gene B de H. seropedicae SmRA1,
Este trabalho
com a inser¢gao do transposon TnEZ<TET> e
cassete nptf/em pUC19. Apr, Kmr, Tcr
pHSRAMEBC Contem o gene C de H. seropedicaec SmR1, Este trabalho
com a inser¢do do transposon TnEZ<TET> e
cassete npf/em pUC19. Apr, Kmr, Tcr
pKOK 6.1 Apr, Cm', cassete /acZ:Kmr sem promotor Kokotek and Lotz, 1989
pLPEB Contem o gene rfbB de H. seropedicae SmR1, Este trabalho

fusionado com o cassete /acZ.npf/l em pUC19.
Apr, Kmr

a Ap = ampicilina; Km = canamicina; Tc = tetraciclina; e o sobrescrito r = resistente.

3.3. CONDIGOES E MEIOS DE CULTIVO

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio liquido NFb-malato
(ANEXO 1) (KLASSEN ef al, 1997), a 30°C, sob agitacdo a 120 rpm, por 24 horas.
No momento do in6culo foram adicionados 50 mmol/L de solucido de fosfatos

(KoHPO4 17,8 g/L; KH2PO4 159,5 g/L), e 20mmol/L de cloreto de ambnio. Os meios
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NFb-malato sélido e semi-solido contém 15g/L e 1,75 g/L de agar, respectivamente.
O meio de cultivo contendo 20 mM de NH4Cl e 50 mM de fosfatos foi denominado
NFbHPN .

O meio utilizado para o cultivo de Escherichia coli foi o Luria-Bertani (LB)
(ANEXO 2) (SAMBROOK et al, 1989), ou Terrific Broth (TB) (ANEXO 3)
(SAMBROOK et al., 1989), sob agitacédo a 120 rpm, a 37° C. O meio LA, utilizado
para o cultivo de E. coliem meio soélido, € composto pelo meio LB acrescido de 15
g/L de agar.

Todos os meios foram autoclavados a 120°C, 1,2 atm, por 20 minutos apds

a preparagao.

3.3.1. Antibidticos

Os antibidticos foram utilizados de acordo com a Tabela 3.

TABELA 3 — ANTIBIOTICOS UTILIZADOS NOS CULTIVOS

Concentracgéo final para culturas de  Concentragao final para culturas

Antibidtico
E. coli de Herbaspirillum seropedicae.
Ampicilina (Amp) 250 pg/mL -
Tetraciclina (Tc) 10 pg/mL 10 pg/mL
Canamicina (Km) 50 pg/mL 500 pg/mL
Estreptomicina (Sm) 20 pg/mL 80 pg/mL

As solucdes estoques de antibidticos, exceto tetraciclina, foram preparadas

em agua destilada autoclavada e esterilizadas por filtracdo (Millipore HAWP
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0,45um). A solugao estoque de tetraciclina foi preparada em etanol 70%. Todas as

solucdes de antibidticos foram mantidas a —4°C.

3.3.2. Manutencgao das estirpes bacterianas

As estirpes de E. coliforam estocadas em glicerol 50% a -20°C. As estirpes
de H. seropedicae foram estocadas em frascos de vidros de 5mL contendo 4mL de
meio NFbHPN semi-sélido, a temperatura ambiente, sem agitacido e devidamente

lacrado com fita de silicone.

Os estoques de E. coli foram repicados uma vez ao ano, e os estoques de

H. seropedicae a cada seis meses.

3.4. TECNICAS DE MANIPULAGAO DE DNA.

3.4.1. Purificacdo de DNA gendmico de Herbaspirillum seropedicae

A purificacdo do DNA total de H. seropedicae foi realizada segundo Souza
(1990). Dez mililitros de cultura de H. seropedicae (D.O.e00 = 1,5) crescida em meio

NFbHPN na presenca dos antibiéticos adequados foram centrifugados a 5000 g por
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10 minutos, a 4 °C. As células foram lavadas com 500 pL de solugao salina (NaCl
0,9m/v) e ressuspensas em 500 uL do mesmo. A lise celular foi obtida com adi¢ao
da enzima lisozima (100 ug/mL) e incubagdo a 30 °C, durante 1 hora. Para
completar a lise das células, foi adicionado o detergente SDS 1% (m/v), e a mistura
incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. A degradagao das proteinas foi
realizada adicionando-se pronase (50 pug/mL) seguida de incubag¢do a 37 °C por 16
horas. A mistura foi extraida uma vez com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1) e duas vezes com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Apds a extracao, o
DNA foi precipitado com dois volumes de etanol absoluto, lavado com 1 mL de
etanol 70%, seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 100 puL de agua MilliQ
autoclavada. O DNA foi quantificado com o kit QBit (INVITROGEN), conforme

instrugdes do fabricante, ou por densitometria em gel de agarose.

3.4.2. Purificacdo de DNA plasmidial

A extracdo dos plasmideos das células de E. coli Top10 foi realizada
segundo o método de lise alcalina (SAMBROOK ef al/, 1989), com algumas
modificacdes. Brevemente, as células de E.coli Top10 contendo o plasmideo de
interesse foram isoladas de 1,5mL de cultura por centrifugagao por 45 s a 12.000 x
g. As células foram entado lavadas em 200ul de tamp&o GET (glucose 50 mM, EDTA
1 mM, Tris 25 mM pH 8), e ressuspensas em 150 yL do mesmo tampao. O mesmo
volume de solugéo de lise (SDS 1%, NaOH 0,2 M) foi adicionado e misturado por
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inversao. Apds homogeneizagao da mistura, a lise foi interrompida pela adi¢do de
150 yL de solucdo de acetato de sodio 3 M (pH 4,8 ajustado com acido acético).
Essa mistura foi entdo incubada em gelo por 10min, e o precipitado separado por
centrifugacéo por 10 min a 12.000 x g. Ao sobrenadante foi adicionado 150ul de
solucgao cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) para precipitagao de proteinas residuais.
Apds centrifugacao por 5min a 12000g, o DNA plasmidial do sobrenadante coletado
foi precipitado com etanol absoluto (3 volumes) ou isopropanol (0,6 volumes), e
lavado com 1mL de etanol 70%. Apods centrifugacao por 5 min a 12.000 x g, o DNA
foi seco a vacuo e ressuspenso em 30 puL de agua MilliQ. Depois da purificagcdo, os

plasmideos foram analisados por eletroforese (agarose 1% em TBE1X).

3.4.3. Extragdo de DNA a partir de gel de agarose de baixo ponto de fusao

Bandas de gel LMP 0,8%, contendo fragmentos de DNA de interesse, foram
recortadas e submetidas a uma segunda eletroforese em gel LMP (0,8%), para
eliminar contaminagdes de fragmentos de tamanhos diferentes daqueles de
interesse. Apds a segunda corrida, o DNA presente nas bandas de LMP foi
purificado utilizando o kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (GE
HealthCare). Depois da purificacdo, o tamanho dos fragmentos foi confirmado por
eletroforese (agarose 1% em TBE1X) através de comparagdo com um padrdo de

tamanho molecular.
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3.4.4. Eletroforese de DNA

As amostras de DNA foram diluidas em tampao de amostra Fsuds (Tris-HCI
65 mmol/L pH 8,0, EDTA 1,75mmol/L, Ficoll ® 10%, SDS 1%, azul de bromofenol
0,025) e aplicadas em gel de agarose (1%) ou agarose LMP (0,7%), em tampao TAE
(Tris base 40mmol/L, &cido acético 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH 8,0) ou TBE (Tris
base 40mmol/L, acido boérico 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH 8,0), em sistema
horizontal da HOEFFER. A voltagem e o tempo de corrida variaram conforme a
amostra.

Apos a eletroforese, o DNA presente nos géis foi visualizado, apés
tratamento com solugdo de brometo de etidio (0,5 ug/mL), sob luz ultravioleta 320

nm utilizando o sistema UVP (Biolmagin Systems).

3.4.5. Digestdao de DNA por enzimas de restricao

A digestdo de DNA foi realizada segundo protocolo recomendado pelo
fabricante das enzimas de restricdo (FERMENTAS ou INVITROGEN). Sistemas de
reacao de 20 pL foram utilizados para confirmacdo de tamanho de fragmentos.
Sistemas de reacdo de 100 pL foram utilizados para purificacdo dos fragmentos
gerados. A clivagem foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (tampéo
TBE 1X).
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3.4.6. Ligacgao de fragmentos de DNA aos vetores

O vetor linearizado e o fragmento de DNA de interesse, devidamente clivado
com as enzimas de restricdo adequadas, foram quantificados através de
densitometria em sistema UVP (Biolmagin Systems) apds eletroforese, usando o
padrao de peso molecular 1Kb Ladder (FERMENTAS) com referéncia. O sistema de
reacao de ligagao continha vetor linearizado e DNA inserto em uma razdo molar de
aproximadamente 1:5mol; T4 DNA ligase; e tampéao de ligacéo, perfazendo o volume
final de 10 uL. A reacéo foi incubada a 16°C durante a noite. O produto da reacgao foi

eletrotransformado em £. co/i Top 10.

3.4.7. Reacgao de transposicao /in vitro

Os plasmideos contendo genes a serem mutagenizados foram utilizados
para reagoes de transposicado /n vifro, segundo recomendagdes do fabricante do
EZ:TN<TET-1> (Epicentre Laboratories). O sistema de reacdo de transposi¢cao
continha DNA de interesse e transposon em uma razdo molar de aproximadamente
3:1 mol; transposase; e tampao de ligagao, perfazendo o volume final de 10 uL. O

produto da reagao foi utilizado para a transformagéao bacteriana.
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3.4.8. Amplificacdo de DNA

A amplificagdo do gene 16S rDNA, para confirmacgao da espécie bacteriana
utilizada, foi realizada pela técnica da reagcao em cadeia da polimerase (PCR), como
descrito por Kosher e Wilson (1991).

Foram utilizados 10 pmol dos primers Y1 (5°-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC -3") e Y3 (5°-
CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT -3°), aproximadamente 10ng de DNA
génomico das estirpes de interesse, 0,2mM dNTPs, 1,5mM MgCl> e 1 unidade de
Tag DNA polimerase em um volume final de reagdao de 50uL, nos seguintes
parametros: 1 ciclo de 95°C por 1 min e 30 ciclos com uma etapa de 94°C por 45 s,
outra de 60°C por 45 s e outra de 72°C por 1 min e 30 s, e extensao final de 72°C

por 10 min.

3.4.9. Sequenciamento de DNA

Fragmentos de DNA de interesse foram sequenciados utilizando os
oligonucleotideos iniciadores M13F (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3')/ M13R (5°-
CAGGAAACAGCTATGAC-3) do  vetor pUC19, e/ou TET1-FP (5
GGGTGCGCATGATCCTCTAGAGT 3"/ TET1-RP (5'
TAAATTGCACTGAAATCTAGAAATA 3') do transposon EZ::Tn5™ <TET1>, ou Y7
(5 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC -3°)/ Y3 (5°-

30



CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT -3°), pelo método de terminagao de cadeia
utilizando dideoxinucleotideos marcados com fluoréforos (SANGER, NICKLEN &
COULSON, 1977). As reagdes de sequenciamento continham 200-400 ng de DNA
plasmidial, 3uL de pré-mix (ET ferminator), 5 pmol de oligonucleotideos iniciadores e
agua MilliQ para completar o volume para 7,5 pL. Como parédmetros da reacao de
sequenciamento foram utilizados 1 ciclo de 95°C por 1 min, 35 ciclos com uma etapa
de 94°C por 20 seg e outra de 60°C por 1min e 30 seg.

Os amplicons foram purificados por precipitagcdo com acetato de aménia 200
mM e dois volumes de etanol absoluto e centrifugacdo, em seguida lavada com 150
WL de etanol 70% e seca a vacuo.

O sequenciamento de bases foi realizado no sequenciador automatico de

DNA ABI PRISM 377 (Amersham Bioscience).

3.5. TRANSFORMAGCAO BACTERIANA POR ELETROPORAGAO

3.5.1. Preparo de células eletrocompetentes

As células de E. coli foram crescidas em meio SOB (SAMBROOK ef al,

1989) até a cultura atingir DOsoonm 0,7, € entdo foram incubadas em gelo por 30 min.

As células foram coletadas por centrifugacao a 3.000 x g por 5 min e lavadas 2

vezes com agua destilada estéril a 4°C e uma vez com solugdo de glicerol 15%
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estéril a 4°C. Apos estas lavagens, as células foram ressuspensas em glicerol 15%
e estocadas a -70°C.

As células eletrocompetentes de H. seropedicae foram preparadas através
de um processo similar, porém as células foram crescidas em meio NFbN com 5mM

de solugao de fosfatos, e as centrifugacdes foram realizadas por 8 min a 4.000 x g.

3.5.2. Transformacao bacteriana

O método utilizado para transformacao bacteriana foi o descrito pelo
fabricante do Cell Porator (Life Technologies). O DNA plasmidial (5 ng) foi
adicionado a 100uL da suspensdo de células eletrocompetentes, e incubado em
gelo por 1 minuto. Em seguida, a mistura de células e DNA foi transferida para uma
cubeta de eletroporacéo e submetidas a um pulso de campo elétrico (4KQ, 330uF
para E. coli e 2,8KQ, 330uF para H. seropedicae) para permitir a entrada do
plasmideo na célula. Apds a eletroporacao, as células foram ressuspensas em 1mL
do meio de cultura correspondente (SOC para E. coli e NFbHPN para H.
seropedicae) e incubadas sob agitagao por 1 hora, na temperatura adequada (37°C
para E. colie 30°C para H. seropedicae). Em seguida, aliquotas da suspensao foram
plagueadas em meio sélido correspondente contendo o antibiético adequado a

selecao dos transformantes de interesse.
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3.6. HIBRIDIZAGAO DE DNA

3.6.1. Transferéncia do DNA genémico do gel de agarose para a membrana de

nailon

O DNA gendmico purificado das estirpes selvagem e mutantes de H.
seropedicae foi digerido com as endonucleases de restricao Bgll, Sal, Smal e Sadl
(Fermentas). Os fragmentos de DNA resultantes da digestdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% (tampéao TAE 1X). Esses fragmentos foram entéo
transferidos para membranas de nailon Hybond N+ (Amersham Bioscience) por
capilaridade, segundo Sambrook (1989). A membrana foi seca a temperatura
ambiente, e o DNA fixado através da exposi¢cao a luz ultravioleta (312 nm) durante 3

minutos.

3.6.2. Marcacao das sondas

Para marcag¢ao da sonda utilizada na confirmacao da mutagénese de /0B e
bC, o plasmideo HS06-FP-00-000-008.D02 foi digerido com as endonucleases
BamH| e Sad, liberando os genes B e rfbC. aos fragmentos de DNA foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose LMP e a banda de 1,8Kb, referente
aos genes, foi purificada pelo kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (GE
HealthCare), e utilizada como molde para sonda. A marcagao desta sonda foi
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realizada com a32P-dCTP (GE HealthCare) com o sistema Megaprimer DNA
Labelling (GE Healthcare) conforme recomendagao do fabricante.

Para marcacao da sonda utilizada na confirmacido da inser¢cao do cassete
repérter /acZ::nptl, o plasmideo pLPEB foi digerido com a endonuclease Psi,
liberando o cassete /acZ:.npt/ e o gene rfbB. Os fragmentos de restricdo foram
utilizados como molde para sonda. A marca¢ao desta sonda com fluoresceina-dUTP
foi realizada com o kit “Gene Images Random Prime DNA Labeling Kit” (GE

HealthCare), conforme instru¢ées do fabricante.

3.6.3. Hibridizacao

As membranas de nailon contendo o DNA gendmico foram pré hibridizadas
em tampao fosfato 0,5 mol/L, pH 8,0 contendo 2% de SDS, a 60 °C, por 4 horas.
Apds esse periodo foi adicionado a solugédo 1 mg.mL-' de DNA de timo e as sondas
desnaturadas, a hibridizagao foi feita durante 24 horas a 60°C. Apds incubacgao, as
membranas foram lavadas com SSC 2X (0,3M NaCl e 0,03 M de citrato de sddio)
contendo 0,1% de SDS a 60°C por 15 minutos, e com SSC 0,1X (0,015M NaCl e
0,0015M de citrato de sddio) contendo 0,1% de SDS a 60°C por mais 15 minutos e

reveladas como descrito abaixo.
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3.6.4. Revelacao

A deteccao da hibridizacao foi realizada por exposicao da membrana a filme
fotografico ou com o kit “Gene Images CDP-Star Detection Kit” (GE HealthCare),
conforme instrugdes do fabricante. A captura e visualizagdo da emissdo da
fluorescéncia foram realizadas no sistema UVP (Biolmagin Systems). A captura dos
sinais de hibridizacdo radioativos no filme fotografico foi realizada com scanner
STORM 820 (Molecular Dynamics) e visualizada com o software ImageQuantll

(Amersham Bioscience).

3.7. ESTUDO /in silicoDOS GENES rfb DE H. seropedicae

A partir do banco de dados do Programa GENOPAR, foram encontradas no
organismo de estudo as sequencias com similaridade aos genes r de outras
bactérias, utilizando o programa PSI-Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Uma vez identificados os genes, a regiao gendmica e operon em que se encontram
foram caracterizados /n silico, através de comparag¢des da organizagao, estrutura e
similaridade com outros microrganismos, utilizando o programa STRING 8.0 (SNEL

et al., 2000).

Os clones da biblioteca genémica de H. seropedicae que apresentaram
como inserto os genes rf foram selecionados no banco de dados do Programa

GENOPAR e utilizados para analises moleculares subsequentes.
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3.8. OBTENGAO DAS ESTIRPES MUTANTES DE H. seropedicae

O plasmideo HS06-FP-00-000-008.D02 proveniente da biblioteca genémica
de H. seropedicae, contendo os genes 0B e rfbC, foi mutagenizado por inser¢ao do
cassete transposon EZ:Tn<TET-1> (Epicentre Laboratories), o qual confere
resisténcia a tetraciclina, e entdo eletrotransformados na estirpe selvagem H.
seropedicae SmR1. Os mutantes cromossomais que sofreram recombinagao
homologa dupla foram obtidos por selecdo negativa, e nomeados H. seropedicae
RAMEB-B (r68) e RAMEB-C (r/C). A insercdao do cassete no genoma foi
confirmada por hibridizacao (Southern blof).

O mesmo plasmideo foi utilizado para construgdo de uma fusdo do gene
reporter /acZ ao gene rfbB. Para isto, o cassete /acZ::npt/foi extraido do vetor pKOK
6.1 por digestdo com BamH| e purificagdo por LMP. O cassete purificado foi ligado
ao plasmideo HS06-FP-00-000-008.D02 previamente digerido com BamHl. Esta
construcdo, em que o cassete interrompe o gene B na base 553, foi entado
eletrotransformada na estirpe selvagem. Os mutantes cromossomais que sofreram
recombinagdo homodloga foram selecionados e nomeados H. seropedicae LPEB, e a
insercao do cassete no genoma foi confirmada por hibridizagao (Southern blol).

A espécie de todos os microrganismos foi confirmada por amplificacdo e

sequenciamento do gene 16S rDNA.
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3.9. PREPARACAO DO LPS DAS ESTIRPES DE H. seropedicac PARA

ANALISE POR SDS-PAGE

A extragcdo do LPS total para analise eletroforética foi realizada segundo
Broughton e colaboradores (2006), com algumas modificacbes. As células
bacterianas obtidas pela centrifugacdo de 2mL de culturas das estirpes de H.
seropedicae (DOeoo = 1.5) foram lisadas em 80 ul de tampéao de lise [1M Tris pH6,8;
4% pB-mercaptoetanol; 10% glicerol; 0,005% bromofenol azul] a 100°C por 10 min.
Depois de resfriado a temperatura ambiente, foram adicionados ao sistema 2% de
SDS (m/v) e 0.08 mg.mL-! de proteinase K, misturados e incubados a 60°C por 16
horas. Apos incubacéo, 2 volumes de tampao de amostra [120mM Tris pH6,8; 3%
SDS; 9% p-mercaptoetanol; 30% glicerol; 0,03% bromofenol azul] foram
adicionados, e 5ul da mistura final foram aplicados em um gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE 16% m/v), submetido a um campo elétrico de 100 V por 2 h e 30 min, e
finalmente visualizada por oxidagdo com periodato e coloragdo com prata (TSAI e
FRISCH, 1982).

Para verificar o efeito do flavonoide naringenina e de CaCl, sobre o perfil
eletroforético do LPS das estirpes de H. seropedicae, estas foram cultivadas por
16h em NFbHPN contendo 5mM de CaCl. ou (50ug.mL-") de naringenina, e o LPS
total foi extraido de 107 células como descrito anteriormente. Quantidades iguais de
amostra foram entdo separadas por SDS-PAGE (16% m/v) e visualizadas por
oxidagao com periodato e coloragdo com prata (TSAI e FRISH, 1982). As imagens

37



dos géis foram analisadas por densitometria otica utilizando o programa “LabWorks

Imaging and Analysis Software” (UVP Ltd.)

3.10. ENSAIOS /n planta

3.10.1. Desinfeccao da superficie das sementes de milho

As sementes de Zea mays cv. SHS-3031 foram esterilizadas com uma
solugéo de hipoclorito de sddio 6% (v/v) e Tween 20 0,01% (v/v) por 20 minutos e,
em seguida, em etanol 70% (v/v) por 5 minutos. As sementes foram entdo lavadas

quatro vezes com agua destilada estéril.

3.10.2. Condi¢des de cultivo das plantas e inoculagdao com as estirpes de H.

seropedicae

Apos esterilizagcao as sementes de milho foram transferidas para blocos de
96 pocos tipo deep-well (Greiner Bio-One) contendo suportes de papel filtro (3M®) e
3 mL de meio para gramineas (EGENER ef a/, 1999) e crescidas a 25°C com
periodo de luz de 12h e 1250 lux (Fig. 05). Apos trés dias de crescimento, cada
plantula foi inoculada com 105 unidades formadoras de colénias (UFC) das estirpes

de H. seropedicae por 30 min a 30°C e 50rpm.
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FIGURA 05 — CULTIVO DAS PLANTULAS DE MILHO E INOCULAGAO COM AS ESTIRPES DE H.

seropedicae.

3.10.3. Ensaios de adesao das estirpes de H. seropedicae as raizes de milho

Imediatamente apds a inoculagédo, as amostras de raiz (aproximadamente
0,05 g de raiz umida) foram cortadas, pesadas e lavadas duas vezes por imersao
em solucao salina estéril (NaCl 0,9%), e entdo vortexadas vigorosamente por 20
segundos em 1 mL da mesma solugdo (Fig. 06). O sobrenadante foi utilizado para
determinar o numero de bactérias aderidas por grama de raiz de milho umida
através de diluicao seriada e contagem em meio solido. Os resultados reportados

representam a média de pelo menos quatro experimentos independentes.
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FIGURA 06 — ESQUEMA DO ENSAIO DE ADESAO DAS ESTIRPES DE H. seropedicae EM RAIZ

DE MILHO.

3.10.4. Ensaios de colonizagao interna das raizes de milho pelas estirpes de

H. seropedicae

A determinacao do numero de bactérias endofiticas foi realizada 1, 4, 7 e 10
dias apos inoculacao. As raizes foram cortadas, pesadas e tiveram sua superficie
desinfetada por uma lavagem de 2 minutos em hipoclorito de sodio 1% (v/v), seguido
de 2 minutos em etanol 70% (v/v), e entédo lavadas duas vezes com agua destilada
estéril por 2 minutos. As amostras foram entdo maceradas em grau estéril em 1 mL
de solugdo salina (NaCl 0,9%). Os extratos foram utilizados para determinar o
numero de bactérias endofiticas colonizando os tecidos radiculares internos de
milho, através de diluicdo seriada e contagem em meio solido (Fig. 07). Os
resultados reportados representam a média de pelo menos quatro experimentos

independentes.
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FIGURA 07 - ESQUEMA DO ENSAIO DE COLONIZAGAO ENDOFITICA DAS ESTIRPES DE H.

seropedicae EM RAIZ DE MILHO.

3.10.5. Ensaios de competicdo pela colonizagcao de milho entre as estirpes de

H. seropedicae.

Ensaios de competicdo pela colonizacdo de milho foram realizados
utiizando as estirpes H. seropedicae RAM4 (Ds-RED, Sm, Km) e RAMEB-B
(rfB:Tn5<TET1>, Sm, Tc), em proporcao de 1:1 e 1:100, mantendo o total de 105
UFC.mL-" de in6culo por planta. A determinagdo das UFC foi realizada como
descrito anteriormente, e a resisténcia a antibidticos e producdo de Ds-RED foram
utilizadas para identificar a estirpe. Os valores mostrados representam a média de

pelo menos trés experimentos independentes.

3.10.6. Ensaios de competicdo quimica pela adesao a superficie radicular de

milho
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Ensaios de competicdo quimica pela adesao a superficie radicular de milho
foram realizados como descrito anteriormente, utilizando um excesso de LPS
purificado das estirpes selvagem ou mutantes (1 mg de equivalentes em D-
glucose.mL-"), ou 1 mg.mL-" de solugdo monossacaridica (D-manose, D-glucose, L-
ramnose, D-galactose, D-glucosamina ou N-acetil D-glucosamina) como
competidores durante inoculagdo da planta com bactéria. Depois da selecdo dos
competidores, o ensaio foi repetido utilizando concentracbes biologicamente
relevantes destes competidores (10 pg.mL-1).

Os LPS utilizados nestes ensaios foram purificados pelo método do fenol-
agua quente descrito por Westphal e Jann (1965). A concentracdo destes LPS foi
determinada pelo método do fenol-acido sulfurico descrito por DuBois e
colaboradores (1956), utilizando D-glucose como padrao.

Os resultados reportados representam a média de pelo menos trés

experimentos independentes.

3.11. FORMAGAO DE BIOFILME EM FIBRA DE VIDRO

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em 10 mL de meio NFbHPN
com adi¢cao de 50 mg de fibra de vidro, a 30°C e 120rpm. Amostras da fibra de vidro
foram coletadas a seis, doze e dezesseis horas apo6s inoculacdo. As fibras de vidro
foram coradas com 200 pL de violeta cristal 1% (m/v), e lavadas trés vezes com
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solugao salina 0,9% (m/v). Entdo, 1 mL de etanol absoluto foi adicionado para
remover o0 corante, e esta solugao foi utilizada para determinar a absorbancia em
550 nm. O controle negativo deste procedimento foi realizado sem inoculagao
bacteriana. Os dados sdo expressos como DOsso das amostras subtraida da DOsso
do controle negativo. Os resultados reportados representam a média de pelo menos

trés experimentos independentes, cada um com amostras em duplicata.

3.12. ENSAIOS DE RESISTENCIA A ESTRESSE QUIMICO.

As estirpes de H. seropedicae foram crescidas a 30°C e 120 rpm em meio
NFbHPN, por 16 horas, até DOgoo = 1, € entdo 102-103 células foram plaqueadas em
NFbHPN sélido na presenca de concentragdes variaveis de sulfato de polimixina B,
acido salicilico, narigenina, quercitina ou extrato de cana-de-agucar. Apds 24 horas
de incubacdo a 30°C, o numero de unidades formadoras de colbnias foi
determinado. Para os ensaios de resisténcia a SDS, as células foram plaqueadas
em meio LA contendo diferentes concentracdes deste detergente, e apds 24-72
horas, o numero de UFCs foi determinado. Os resultados reportados representam a

meédia de pelo menos trés experimentos independentes.

3.13. CARACTERIZAGAO DOS EFEITOS PLEIOTROPICOS DAS MUTAGCOES

NOS GENES b EM H. seropedicae
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3.13.1.  Avaliagcédo do crescimento das estirpes selvagem e mutantes RAMEB-B

e RAMEB-C de H. seropedicae.

As estirpes de H. seropedicae foram crescidas a 30°C e 120rpm em meio
NFbHPN, por 16 horas, até DOsoo = 1. As culturas foram ajustadas para DOsoo = 0,2
em novo meio NFbHPN e incubadas a 30°C e 120rpm. Uma amostra foi retirada das
culturas a cada hora para determinacédo da absorbancia a 600nm e concentracao de
proteina (BRADFORD, 1976). A curva de crescimento gerada foi utilizada para o
calculo da taxa maxima de crescimento e tempo de geragdo das estirpes por
regressao linear. A taxa maxima de crescimento corresponde a inclinacao da reta
multiplicada pelo fator 2,303, e o tempo de geragao corresponde ao logaritmo
neperiano de 2 dividido pela taxa maxima de crescimento. Os resultados reportados

representam a média de dois experimentos independentes.

3.13.2. Avaliagdo da motilidade das estirpes selvagem e mutantes RAMEB-B e

RAMEB-C de H. seropedicae

Aliquotas de 3uL contendo 10° células das estirpes de H. seropedicae foram
inoculadas no centro de um cilindro de vidro parcialmente imerso em meio NFbHPN
semi-sélido (0,5% de agar). A cultura foi incubada a 30°C, e o movimento das
células para baixo do tubo e a formacao de biofilme na superficie do meio de cultura
circundante foi monitorada visualmente ao longo do tempo (Fig. 08).
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FIGURA 08 - ESQUEMA DO ENSAIO DE MOTILIDADE DAS ESTIRPES DE H. seropedicae EM

MEIO NFbHPN SEMI-SOLIDO.

3.13.3. Avaliagao da producao de exopolissacarideos das estirpes selvagem e

mutantes RAMEB-B e RAMEB-C de H. seropedicae

As estirpes de H. seropedicae foram crescidas em meio NFbHPN sélido
acrescido de 200 pg.mL-" do corante epifluorescente calcofluor bright 28 (Sigma). A
producédo de EPS foi avaliada visualmente pela observacao da produgéo de goma
pelas estirpes, e pela intensidade de fluorescéncia quando irradiadas com luz UV de

365nm.
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3.14. REGULAGAO DA EXPRESSAO DO GENE rB DE H. seropedicae

As estirpes de H.seropedicae LPEB4 e LPEB10, contendo a fusao
cromossomal rfbB::/acZ..npftl, foram utilizadas para definir a regulagao da expressao
dos genes r7b. Para avaliar o efeito da fonte de carbono, as estipes foram incubadas
a 30°C, 120rpm, em meio NFbHP suplementado com glutamato (5 mM) como fonte
de nitrogénio por 16h. Em seguida, as células foram lavadas com solug¢ao salina
estéril (NaCl 0,9%) e ressuspensas (DOesoo 1,0) em meio NFb-sem carbono HPG
contendo malato (2% m/v), glucose (2% m/v), manose (2% m/v) ou ramnose (2%
m/v) como unica fonte de carbono. Estas células foram incubadas por 6 horas (até
DOe0o 2,0), e entdo a atividade de B-galactosidade foi determinada segundo Miller
(1972). Aliquotas de 100 pL da cultura de bactérias foram lisadas com 50 pL de
cloroférmio, e em seguida adicionado 900 pL de tampao Z (Na:HPOs 60 mM,
NaH2PO4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4 1mM, B-mercaptoetanol 50 mM, SDS 0,1%). A
mistura foi incubada a 30°C por 10 min, e entdo foi adicionado 200 L de ONPG (4
mg. mL' em tampao Z). Ap6s estabilizacdo da coloracdo da reacao, ela foi
interrompida com 400 pL de Na>CO3 (1 M), centrifugada por 15 min a 12.000 x g e
determinada a absorbancia em 415 nm (o-nitrofenol) e 550 nm (turbidez da mistura).
A atividade especifica foi calculada como a DO415 diminuida da DOsso € normalizada
pelo produto do tempo de reagao, volume de cultura e concentragao total de
proteinas na amostra. A concentragdo de proteinas foi determinada segundo
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como padrao.
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A expressao de B também foi determinada na presenga dos seguintes
compostos: flavondides - quercetina (50 ug.mL-1), apigenina (100 pg.mL-') ou
naringenina (50 ug.mL-"), CaCl> (5 mM), MgCl> (5 mM), NaCl (100 mM), extrato de
cana-de-agucar (5% v/v), uma plantula de milho (1 plantula.mL-', aproximadamente
50 mg de raizes), sulfato de polimixina B (2.5 pg.mL-") ou acido salicilico (25 pug.mL-
7). ApOs ajuste das culturas para DOsoo = 1 em meio NFbHPG, os compostos
listados acima foram adicionados a culturas independentes. As culturas foram
incubadas por 6 horas, e entao a atividade de B-galactosidade foi determinada como
descrito anteriormente. Os resultados reportados representam a média de pelo
menos cinco experimentos independentes. O controle com uma plantula de milho

sem bactérias ndo apresentou atividade de B-galactosidade detectavel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41.

seropedicae

ANALISES /n silico DA VIA DE BIOSSINTESE DE RAMNOSE EM H.

A andlise do banco de dados do genoma de H. seropedicae

(www.genopar.org) revelou a presenca de quatro genes codificantes para proteinas

similares a RfbA, RfbB, RfbC e RfbD, responsaveis pela biossintese bacteriana de

dTDP-ramnose (TABELA 4).

TABELA 4. SIMILARIDADES DE SEQUENCIA ENTRE AS PROTEINAS Rfb PUTATIVAS DE H.

seropedicae E OUTRAS ENZIMAS DA BIOSSINTESE DE dTDP-L-Rha.

Proteinas Rfb . _ Identidade /
de H. Proteinas relacionadas Similaridade Fungéo proposta Referéncia ¢
de outros organismos
seropedicae? (%)P
RfbB RfbB Ralsfonia 71/84 dTDP-D-glucose 4,6- ZP-00943277 1
(FJ830638) solanacearum dehidratase
RfbB Burkholderia 68 /81 dTDP-D-glucose 4,6- ZP-02883286.1
graminis dehidratase
RfbB Pseudomonas 62/75 dTDP-D-glucose 4,6- YP-234022.1
syringae dehidratase
RmIB Azoarcus sp. 63/76 dTDP-D-glucose 4,6- YP-933381.1
dehidratase
RfbC RfbC Pseudomonas 62/74 dTDP-4-dehidroramnose 3,5- YP-257449.1
(FJ830638) fluorescens epimerase
RfbC Ralstonia 59/72 dTDP-4-dehidroramnose 3,5- ZP-00943274.1
solanacearum epimerase
RfbC Burkholderia 59/73 dTDP-4-dehidroramnose 3,5- YP-557250.1
xenovorans epimerase
RmIC Azoarcus sp. 60/ 71 dTDP-4-dehidroramnose 3,5- YP-158282.1
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epimerase

RfbD RfbD Pseudomonas 49/ 66 dTDP-4-dehidroramnose YP-
(FJ830636) mendocina redutase 001187365.1
RfbD Ralstonia 47 /63 dTDP-4ceto-L-ramnose CAD142131
solanacearum redutase
RmID Rickettsia typhi 47 | 67 dTDP-4ceto-L-ramnose YP-067284.1
redutase
RfbD Burkholderia 33/50 dTDP-4-dehidroramnose YP-625593.1
cenocepacia redutase
HS 283.853 PSEEN2466 52 /67 fosfo-agucar YP-608074.1
(provavel Pseudomonas nucleotidiltransferase
RfbA) entomophila L48
(FJ830637) Reut A0722 Ralsfonia 41753 fosfo-agucar YP-294948.1
eutropha JMP134 nucleotidiltransferase
Neut 0159 40/ 53 nucleotidiltransferase YP-746412.1
Nitrossomonas
eutropha C91
NTP-transferase 36 /50 nucleotidiltransferase ZP-03266916.1

Burkholderia sp. H160

a Numero de acesso do banco de dados GenBank.

b Os alinhamentos das proteinas foram realizados pelo programa PSI-Blastp no site do NCBI

(http://ncbi.nim.gov/BLAST/).

¢ Numero de acesso do banco de dados SwissProt.

D-glucose 4-epimerase)

Os genes rfbB e rfbC estao a jusante do gene gal/E (que codifica para UDP-

e G (que codifica para CDP-D-glucose 4,6-

dehidratase)(Fig. 9). O gene galE participa da biossintese de UDP- D-galactose, e o

gene rfbG da biossintese de CDP-abequose, ambos monossacarideos encontrados

na capsula de diversas bactérias. As regides intergénicas sdo muito curtas, com 768

e rfbC sobrepostos por uma base, sugerindo que esses quatro genes formam um
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unico operon. Embora nenhum gene /A tenha sido encontrado, existe um gene 3,8
kb a jusante de rC com alta homologia a fosfo-agucar nucleotidiltransferase
(TABELA 4), cujo produto poderia catalisar a transferéncia do grupo TTP (timidina
trifosfato) para a molécula de D-glucose-1-fosfato, primeiro passo da biossintese de
L-ramnose. Duas cépias de rfD foram encontradas, a mais proxima e conservada
delas foi encontrada a 36,3 kb de distdncia, a montante dos outros genes . A
proteina codificada pela segunda coépia de D apresentou maximo de 34% de
identidade com RfbD de outros organismos, e sua distancia aos demais 7 ndo pbéde

ser determinada.

| | o | | ) = i
1000 35000 37000 38000 39000 40000 43000 44000

FIGURA 9 - ORGANIZACAO DOS GENES 170 EM H. seropedicae. Valores expressos em nimeros de
bases. *provavel ortélogo de rbA. A segunda coépia de 76D nao foi representada por ndo ter sido

determinada sua distancia fisica dos demais genes.

Analises com o software STRING (SNEL ef a/, 2000) mostraram que a
organizacao rfbGgalErfbBC € unica entre Proteobacteria. A organizagao génica mais
comum dos genes microbianos de biossintese de ramnose é r"bBDAC. Em muitos
microrganismos o0s genes da biossintese de ramnose encontram-se em um
agrupamento génico juntamente com genes das vias de biossintese de antigeno-O,

como glicosiltransferases, sistemas de transporte de agucares tipo ABC, genes de
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biossintese de monossacarideos, antigeno-O polimerase, antigeno-O flipase e
outros genes relacionados (REEVES & WANG, 2006). Em H. seropedicae, estes
genes encontram-se dispersos no genoma, formando pequenos operons, assim
como rfbGgalErfbBC.

Para determinar a importancia dos genes r7b na biossintese do LPS em H.
seropedicae e na interacdo deste endofito com o hospedeiro vegetal, foram

construidas estirpes mutantes por recombinagcao homoéloga.

4.2. OBTENGAO DAS ESTIRPES MUTANTES H. seropedicae RAMEB-B E

RAMEB-C

A estratégia utilizada para a obtencdo destes mutantes foi a recombinacao
homologa. O plasmideo HS06-FP-00-000-008.D02 (Genopar), que contém os genes
B e rfbC clonados no sitio Smal do vetor pUC19, foi utilizado em uma reagao de
transposicao /n vitro utilizando o transposon EZ::Tn5™ <TET1> (o qual confere
resisténcia a tetraciclina). Apds analise de restricdo e sequenciamento foram
selecionados dois plasmideos, um deles continha o transposon inserido na base 732
no gene B (nomeado prBTET1) e o outro na base 351 do gene rC (nomeado
prfOCTET1). Os plasmideos pr/BTET1 e prfbCTET1 foram digeridos com a enzima
Scal (posigao 2177 do vetor pUC19) e um fragmento de DNA que confere
resisténcia a canamicina (npf/) foi inserido nesta posi¢cdo. Desta forma, foram
gerados os plasmideos pRAMEB-B e pRAMEB-C, que expressam genes de
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resisténcia a tetraciclina (pela insergdo do transposon no gene) e canamicina (pelo
gene npt/ no vetor), permitindo assim a futura sele¢ao dos duplos recombinantes.
Com a transformacéo destas construgdes na estirpe selvagem de H. seropedicae
(SmR1), ocorreu o fendbmeno de permuta, gerando estirpes com o gene mutado. Os
duplos recombinantes foram isolados por sele¢cao negativa (resisténcia a tetraciclina
e sensibilidade a canamicina), e a inser¢ao do transposon no genoma foi confirmada
por Southern blot (Fig. 10). O DNA genbmico da estirpe selvagem de H.
seropedicae, digerido com a enzima Smal, apresentou sinal de hibridizacdo dos
genes rfbB e rfbC de 8,7 kb, conforme previsto em anadlises /n silico. Na estirpe
mutante /705, o sinal de hibridizagao foi de 5,8 kb, referente a insercdo do cassete
EZ:Tn5<TET17> no gene rfbB. Esta inser¢ao cria um sitio adicional de restricdo da
enzima Smal, diminuindo o tamanho do fragmento que contém o gene B em 2,9
kb. Na estirpe mutante /76C, o sinal de hibridizacao foi de 5kb, referente a insercao
do cassete EZ:Tn5<TET7> no gene rfbC. Esta inser¢cao cria um sitio adicional de
restricdo da enzima Smal, diminuindo o tamanho do fragmento que contém o gene
C em 3,7 kb. Da mesma forma, o DNA genémico da estirpe selvagem de H.
seropedicae, digerido com a enzima Sad, apresentou sinal de hibridizagdo dos
genes rfbB e rfbC de 7,2 kb, conforme previsto em anadlises /n silico. Na estirpe
mutante 75, o sinal de hibridizacdo foi de 4kb, referente a insercdo do cassete
EZ:Tn5<TET17> no gene rfbB. Esta inser¢ao cria um sitio adicional de restricdo da
enzima Smal, diminuindo o tamanho do fragmento que contém o gene 7B em 3,2kb
. Na estirpe mutante 7C, o sinal de hibridizacao foi de 3,5kb, referente a insercao
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do cassete EZ:Tn5<TET7> no gene rfbC. Esta inser¢cao cria um sitio adicional de
restricdo da enzima Smal, diminuindo o tamanho do fragmento que contém o gene
mC em 3,7kb. Os mutantes, apos terem sua espécie confirmada por
sequenciamento do gene 16S rDNA, foram nomeados H. seropedicae RAMEB-B

(5B € RAMEB-C (r7C).
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FIGURA 10 — PERFIL DE HIBRIDIZAGAO DOS GENES B E rfbC NAS ESTIRPES SELVAGEM E
MUTANTES DE H. seropedicae. A e B: esquema do mapa de restricdo da regiao gendémica dos
genes 7 e insercao do transposon nos genes /B (A) e rbC (B), no qual (<) representa sitios de
restricdo da enzima Smal e (3<) representa sitios de restricdo da enzima Sad. C: hibridizagdo de D
com a sonda HS06-FP-00-000-008.D02. D perfil eletroforético do DNA total das estirpes digerido
com Smal (1,2 e 3) ou Sad (4, 5 e 6). MW: Marcador de peso molecular (1kb); 1 e 4: DNA total de H.

seropedicae SmR1; 2 e 5: DNA total de H. seropedicae rfbB-; 3 e 6: DNA total de H. seropedicae rfbC.
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4.3. CARACTERIZAGAO DO LPS DAS ESTIRPES DE H. seropedicae

SDS-PAGE foi utilizado para determinar o perfil do LPS das estirpes de H.
seropedicae (Fig. 11). As estirpes mutantes 7B e rfbC apresentaram diferentes
perfis de LPS quando comparadas a estirpe selvagem, crescidas em meio NFbHPN.
O perfil da estirpe selvagem apresentou intensas bandas de baixa massa molecular
(BMM) e uma série de bandas de alta massa molecular (AMM) em padrdo de
degraus. Comparagdes com perfis de LPS conhecidos de outras bactérias sugerem
que as bandas de BMM correspondem ao lipideo-A ligado ao oligossacarideo
central, e as bandas de AMM as moléculas completas de LPS com diferentes
numeros de unidades de antigeno-O (CARLSON, 1984; BRAUN ef a/., 2005). O LPS
das estirpes mutantes ndo apresentaram o antigeno-O, e a porgao de lipideo-A
ligada ao oligossacarideo central apresenta um deslocamento eletroforético quando

comparada ao da estirpe selvagem.
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FIGURA 11 - PERFIL ELETROFORETICO DO LPS DAS ESTIRPES DE H. seropedicae. A anélise foi
realizada por SDS-PAGE do LPS total extraido pelo método de proteinase K/SDS da estirpe

selvagem (linha 1) e das estipes mutantes 705 (linha 2) e rfbC (linha 3).

Anadlises da composicao de monossacarideos por GC-MS da cadeia
oligossacaridica do LPS da estirpe selvagem de H. seropedicae revelaram a
presenca de L-ramnose como principal agucar (35,9%), seguido por N-acetil D-
glucosamina e D-glucose (TABELA 5, modificada de SERRATO 2008). Este
resultado demonstra que L-ramnose € o principal constituinte do antigeno-O de H.
seropedicae. Por outro lado, na cadeia oligossacaridica do LPS das estirpes
mutantes 7B e rfbC, heptose e D-galactose foram os agucares quantitativamente

predominantes (TABELA 5). Como esperado, ramnose nao estava presente na
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porcao oligossacaridica do LPS das estirpes mutantes, e também se observou a

auséncia de N-acetil glucosamina.

TABELA 5. COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DO LPS DAS ESTIRPES DE H.

seropedicae.
Razao dos derivados de per-O-TMS
Composto Selvagem rfbB- mC
L-ramnose 35,9 ND ND
4-N- L-arabinose 2,1 7.3 7.6
D-manose ND 2.8 3.4
D-galactose ND 24.7 26.6
N-acetil D-quinovosamina ND 4.8 5.1
D-glucose 27,5 ND ND
D-heptose ND 60.5 57.3

Acido 3-deoxi- D-mano-
6,2 ND ND
oct-2-ulopiranosénico

N-acetil D-glucosamina 28,2 ND ND

ND = nado detectado. ComposicOes estao expressas como percentagem do total de carboidratos

detectados representados por cada uma das porg¢des de agucar. Modificado de SERRATO (2008).

Estes resultados mostram que as mutagées nos genes 7B ou rfbC alteram
drasticamente a composicao quimica do LPS de H. seropedicae. Em Pseudomonas

aeruginosa, ramnose liga o oligossacarideo central ao antigeno-O, e a estirpe
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mutante r7bC deste organismo sintetiza um oligossacarideo central truncado que é
incapaz de atuar como ponto de adesao para o antigeno-O (RAHIM ef al, 2000).
Uma fungao similar para ramnose em H. seropedicae poderia causar a observada
reorganizacgao estrutural nas estirpes mutantes.

Quando as estirpes mutantes foram crescidas com L-ramnose com unica
fonte de carbono, o fendtipo de LPS tipo selvagem nao foi reestabelecido, indicando
que este monossacarideo é incorporado no LPS somente quando € biossintetizado
pela via r7b.

Para investigar se estas modificagées tiveram consequéncias bioldgicas,
foram realizados ensaios de colonizacdo em milho, avaliando a capacidade

endofitica das estirpes.

4.4. FENOTIPO DA COLONIZAGAO DE MILHO POR H. seropedicae RAMEB-

B, RAMEB-C e SmR1.

4.4.1. Adesao e colonizagdo de raizes de milho pelas estirpes de H.

seropedicae.

Ensaios /n planta foram realizados para comparar a capacidade de
associagao endofitica das estirpes mutantes /B e rfBC com a da estirpe selvagem.
Plantulas de milho de trés dias de idade foram parcialmente imersas em uma
suspensao de células das estirpes de H. seropedicae. Apds trinta minutos, as
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plantulas foram lavadas por imersdao em solugcao salina estéril para remogao de
bactérias ndo aderidas. As raizes foram entdo cortadas, pesadas e vortexizadas
vigorosamente por 20 segundos em 1 mL de solug¢ao salina estéril. O sobrenadante
foi utilizado para determinar o numero de bactérias aderidas por grama de raiz. O
numero de células de H. seropedicae SmR1 aderidos a superficie de raiz de milho
foi aproximadamente 100 vezes maior que o numero de células mutantes (Fig.
12).Com o intuito de investigar se as mutacdes na biossintese de ramnose
influenciariam a colonizag¢ao de tecidos internos, o numero de bactérias endofiticas
foi determinado apds 1, 4, 7 e 10 dias da inoculacdo no hospedeiro (Fig. 12).
Novamente, a estirpe selvagem colonizou os tecidos internos mais eficientemente:
24 horas depois da inoculagdo o numero de bactérias da estirpe selvagem era 100

vezes maior que o de mutantes, diferenga esta mantida nos dias subsequentes.
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FIGURA 12 - COLONIZACAO DE RAIZES DE MILHO PELAS ESTIRPES H. seropedicae
SELVAGEM SmR1 (BARRAS VERDE ESCURO), MUTANTE B8 (BARRAS VERDE AMARELADO)
E 7C (BARRAS VERDE CLARO). Para avaliagdo da adesdo das estirpes de H. seropedicae a
superficie radicular, 105 células de H. seropedicae foram inoculadas por planta, e as bactérias que se
mantiveram aderidas a planta apés lavagem foram removidas por agitagdo vigorosa em vortex e
quantificadas. Para avaliagdo da colonizacdo dos tecidos radiculares internos, 10° células de H.
seropedicae foram inoculadas por planta de milho, e 1, 4, 7 e 10 dias apds inoculagao (d.a.i), as
raizes tiveram sua superficie esteriizada e entdo foram homogeneizadas. As bactérias que
colonizaram os tecidos internos da raiz foram entdo quantificadas. Resultados mostrados como média
do Logio (nimero de bactérias.g! de raiz) + desvio padrao. (*) Valores estatisticamente diferentes dos

valores da estirpe selvagem (P<0,01; teste de multiplas classes de Duncan).
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Esses resultados mostram que a mutacao na via de biossintese de ramnose
diminuiu a capacidade de H. seropedicae aderir a superficie radicular e colonizar os
tecidos internos de plantulas de milho. Uma vez que a mutagcao em B ou rfoC
alterou drasticamente a composicao e estrutura do LPS, € provavel que esta
molécula seja requerida para a colonizacdo do hospedeiro vegetal por H.
seropedicae. Foram realizadas diversas tentativas de complementacdo das estirpes

mutantes utilizando variadas estratégias, contudo nao

4.4.2. Competicao pela colonizagdo de raizes de milho entre as estirpes de H.

seropedicae

As estirpes mutantes apresentaram capacidade de colonizagdo diminuida
em relagdo a estirpe selvagem quando inoculadas separadamente em milho (Fig.
12). Essas estirpes provavelmente utilizam os mesmos mecanismos moleculares
para interacdo com o hospedeiro, portanto algum destes mecanismos foi alterado
nas estirpes mutantes. Desta forma, experimentos de coinoculagdo mostrariam
competicdo entre elas para a colonizacdo da planta. H. seropedicae RAM4, uma
estirpe que expressa constitutivamente a proteina fluorescente ds-RED, foi utilizada
nestes experimentos para possibilitar a diferenciagdo das estirpes bacterianas
inoculadas. O padrao de colonizagao desta estirpe é idéntico ao da estirpe selvagem
SmR1 (MONTEIRO ef al,, 2008). Plantulas de milho foram inoculadas separada ou

simultaneamente com as estirpes H. seropedicae RAM4 e RAMEBB
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(rfbB:EZTn5<TET1>), em diferentes proporgdes (em um total de 10> UFC.mL") e o
numero de células de cada estirpe aderida ou colonizando os tecidos internos foi
determinado.

Quando as estirpes RAM4 e RAMEBB foram coinoculadas em uma
proporgcao de indculo de 1:1, o numero de células de RAM4 aderidas foi idéntico na
presenga ou na auséncia da estirpe competidora mutante, e similar ao da estirpe
selvagem SMR1 (Fig. 12). Por outro lado, o numero de células de RAMEBB aderidas
foi 50 vezes menor do que quando as estirpes foram inoculadas separadamente
(comparar Fig. 13B com Fig. 13A); e cerca de 1000 vezes menor que o da estirpe
RAM4 coinoculada. A estirpe mutante RAMEBB também foi menos competitiva que
a estirpe RAM4 para colonizagao de tecidos internos: o numero de células mutantes
nos tecidos internos de milho foi novamente cerca de 1000 vezes menor do que o de
RAM4 apods 1, 4, 7 ou 10 dias quando as estirpes foram coinoculadas (Fig. 13B).
Comparado a colonizagao interna quando apenas a estirpe mutante foi inoculada, a
competicdo com a estirpe RAM4 reduziu a contagem de RAMEBB 50 vezes. A
colonizacao de tecidos internos por RAM4 também foi idéntica na presenca ou

auséncia da estirpe competidora.
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FIGURA 13 - COMPETICAO ENTRE H. seropedicae RAM4 (BARRAS VERDE ESCURO) E RAMEBB
(BARRAS VERDE AMARELADO) PELA COLONIZACAO DE RAIZES DE PLANTULAS DE MILHO.
(A) As estirpes foram inoculadas separadamente em milho e a colonizagao foi acompanhada ao longo
do tempo. (B) As estirpes foram coinoculadas na propor¢do de 1:1 em milho e a colonizagdo foi
acompanhada ao longo do tempo. (C) Mesmo que B, mas a proporgédo 100:1 de RAMEBB:RAM4 foi
utilizada para inocular as plantulas de milho. Resultados mostrados como média do Log1o (nUmero de
bactérias.g-! de raiz) + desvio padrdao. Um asterisco indica diferenga significativa em P<0,01 (teste de
multiplas classes de Duncan) entre as estirpes competidoras. Dois asteriscos indicam diferenca
significativa em P<0,01 (teste de multiplas classes de Duncan) entre a colonizagdo da estirpe mutante

quando inoculada separadamente e quando é coinoculada.
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Quando uma proporcao de 100:1 células de RAM4:RAMEBB foi utilizada
para inocular plantulas de milho, ndo foram recuperadas células da estirpe mutante
da superficie radicular nem dos tecidos vegetais internos. Novamente, a adesédo e a
colonizagao dos tecidos internos pela estirpe RAM4 foram similares na presenca ou
auséncia da estirpe competidora (dados ndo mostrados).

Quando RAM4:RAMEBB foram inoculadas na propor¢cédo de 1:100 (Fig.
13C), o numero de células aderidas a superficie radicular de milho foi similar para
ambas estirpes. Um dia apds inoculagcdo, o numero de células bacterianas
colonizando a raiz internamente também foi similar para ambas as estirpes.
Entretanto, 4 dias apds inoculacido o numero de células RAM4 alcancou 106.g-1 de
raiz, que € cerca de 100 vezes maior que o da estirpe mutante coinoculada. Nos
dias subsequentes, o numero de células RAM4 continuou no mesmo nivel, em
contraste, o numero de células RAMEBB diminuiu, ficando 1000 vezes menor que o
de RAM4. E interessante notar que o nimero de células mutantes foi menor 7 e 10
dias apds inoculagdo quando coinoculado com RAM4 do que quando inoculado
separadamente. Neste experimento, o numero de células mutantes aderidas a raiz
de milho é igual ao numero de células selvagens. Nesta situagdo, a capacidade
diminuida de adesao da estirpe mutante nao interfere nos proximos passos da
colonizagao. Desta forma, a analise da colonizacdo dos tecidos internos mostra um
claro declinio na capacidade endofitica da estirpe mutante, provavelmente derivado

das alteracdes estruturais no LPS.
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Estes resultados revelaram que o defeito na biossintese de ramnose
diminuiu consideravelmente a competitividade de H. seropedicae. Ser competitiva é
uma caracteristica indispensavel para rizobactérias em seu nicho, onde a

competi¢ao para colonizar plantas é muito alta.

4.4.3. Adesao das estirpes de H. seropedicae a uma matriz inerte.

Para testar se o fendtipo de adesao das estirpes mutantes B e rfbC foi
especifico para a superficie radicular, também foram realizados ensaios de adeséao a
uma matriz de fibra de vidro. Sob as condigdes testadas, nado foi observada
diferenca de adesao a matriz de vidro entre a estirpe selvagem e as mutantes (Fig.
14), sugerindo que a redugcdo na adesdao as raizes de milho depende do
reconhecimento do hospedeiro, e que um componente importante desse

reconhecimento foi alterado nas estirpes mutantes, mais provavelmente o LPS.
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FIGURA 14 - ADESAO DAS ESTIRPES DE H. seropedicae A MATRIZ DE FIBRA DE VIDRO. Apds
crescimento bacteriano em meio NFbHPN com fibra de vidro, a matriz foi removida, e as bactérias
aderidas a ela coradas com violeta cristal. A amostra foi entdo descorada com etanol absoluto e a
absorbancia deste mensurada a 550nm. Valores expressos como DOsso das amostras subtraida da

DOsso de uma matriz de fibra de vidro corada sem bactérias.

4.4.4. A adesao de H. seropedicae a superficie radicular de milho ¢é inibida por D-

glucosamina e LPS purificado.

Os resultados dos experimentos anteriores sugeriram o envolvimento do
LPS na adeséo, colonizagdo dos tecidos radiculares internos e competicdo pela
colonizacdo de milho. Para testar a hipdtese de que as alteragcdes no LPS das
estirpes mutantes foram responsaveis pela diminuicdo na adesao a raiz de milho,
ensaios de adesédo foram realizados utilizando LPS purificado da estirpe selvagem (1

mg de equivalente em D-glucose.mL-') como competidor durante incubagdo das
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bactérias com as pléntulas de milho. Nesta condigdo, a adesao da estirpe selvagem
diminuiu para niveis similares aos das estirpes mutantes, enquanto a adesao das
estirpes mutantes nao foi afetada (Fig. 15). Em contraste, quando LPS isolado da
estirpe mutante 7B foi utilizado como competidor, ndo foram observadas diferengas
na adesao das estirpes, confirmando que o LPS selvagem é requerido para bloquear
os pontos de adesao na superficie radicular de milho.

Para determinar quais monossacarideos do LPS estédo envolvidos na ligacao
a superficie radicular da planta, foram realizados ensaios de adeséao utilizando um
excesso de diversos monossacarideos como competidores. Apenas glucosamina e
N-acetil glucosamina (1 mg.mL-') foram capazes de reduzir a adesao da estirpe
selvagem para niveis similares aos das estirpes mutantes, enquanto a adesao das
estirpes mutantes nao foi afetada por nenhum acucar (fig. 15). O ensaio de adeséao
também foi realizado utilizando uma concentracao menor de N-acetil glucosamina
(10 ug.mL-"). Nesta concentracdo biologicamente relevante, a adesao da estirpe
selvagem também foi reduzida para niveis similares aos das estirpes mutantes,
enquanto a adesao destas nao foi afetada. Estes resultados suportam firmemente o
envolvimento de N-acetil glucosamina na adesao de H. seropedicae as raizes de

milho.
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FIGURA 15 - LPS PURIFICADO DE H. seropedicae INIBE ADESAO A SUPERFICIE RADICULAR DE
MILHO. Os compostos foram adicionados no momento do in6culo das plantulas de milho com H.
seropedicae selvagem (barras verde escuro), e mutantes B (barras verde amarelado) e rbC
(barras verde claro). Os monossacarideos foram adicionados a 1mg.mL-' e o LPS purificado a 1mg
de equivalente em glucose.mL-". Resultados mostrados como média do Log1o (nUmero de bactérias.
g de raiz) + desvio padrao. Asterisco indica diferenga significativa em P<0,01 (teste de multiplas
classes de Duncan) entre adesado da estirpe selvagem a raiz de milho quando na presencga ou

auséncia do composto competidor.

O fato de que o numero de células da estirpe selvagem aderidas as raizes
foi similar ao numero de células aderidas das estirpes mutantes quando LPS
selvagem, N-acetil D-glucosamina ou D-glucosamina foram utilizados como

competidores corrobora a hipétese de que as alteragdes no LPS sdo responsaveis
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pelas diferengas fenotipicas observadas nos mutantes /. Os resultados sugerem
que o LPS de H. seropedicae participa na adesao da bactéria possivelmente
ancorando-a em receptores vegetais por seus residuos de N-acetil D-glucosamina.
Uma vez que o LPS das estirpes mutantes ndao apresenta este monossacarideo
(Tabela 5), a adesao dessas estirpes a superficie radicular do hospedeiro € menor,
nao sendo alterada pela adicao de competidores. Além disso, o LPS parece ter um
envolvimento especifico na adesao de H. sergpedicae as raizes do hospedeiro, uma

vez que a adesdo a matriz de fibra de vidro nio foi alterada pelas mutagdes.

4.5. MUTAGAO DOS GENES B OU rfbC DIMINUEM A RESISTENCIA DE

H. seropedicae A SDS, POLIMIXINA B E A METABOLITOS VEGETAIS.

Uma vez que mudangas na estrutura do LPS geralmente resultam no
aumento da sensibilidade a peptideos catiénicos, antibidticos, detergentes e outros
estresses quimicos (CAMPBELL ef a/,, 2002; LEROUGE e VANDERLEYDEN, 2001;
JOFRE et al,, 2004), a sensibilidade das estirpes mutantes a polimixina B, SDS e
aos compostos de origem vegetal naringenina, quercetina e acido salicilico foi
testada.

As estirpes mutantes B e mC foram muito sensiveis a SDS.
Concentragdes de 0,5% aboliram completamente o crescimento dos mutantes em

meio LA, enquanto o crescimento da estirpe selvagem nao foi afetado por
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concentragdes de até 1% (Fig. 16A). Este efeito também foi observado em estirpes

mutantes 7 de Azospirillum brasilense (JOFRE et al., 2004).
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FIGURA 16 - SENSIBILIDADE DAS ESTIRPES H. seropedicae SELVAGEM (QUADRADOS
PRETOS), B (LOZANGOS) E bC (TRIANGULOS) AO ESTRESSE QUIMICO. Numeros iguais de
células (aproximadamente 100 — 1000) foram espalhados em placas de meio de cultura sélido na
presenca de concentragdes variaveis de SDS (A), sulfato de polimixina B (B) e acido salicilico (C). O
meio LA foi utilizado para os testes de resisténcia a SDS; e NFbHPN sdlido foi utilizado para testar os
outros compostos. Apds 24-48h de incubagéo a 30°C, o numero de unidades formadoras de colbnias
foi determinado. Os resultados sdo mostrados como percentagem de unidades formadoras de
colénias relativa ao numero de colbnias crescidas na auséncia dos compostos testados, e
representam a média de trés experimentos independentes. Asteriscos indicam diferenca significativa

(P<0,05; teste t de Student) entre a percentagem de bactérias selvagens resistentes e mutantes.

Peptideos catidnicos antimicrobianos exibem uma afinidade intrinseca pela

carga negativa da membrana externa bacteriana, alterando sua permeabilidade
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(FREER ef al. 1996). Os resultados mostraram que a mutacdo em 7 aumentou a
sensibilidade de H. seropedicae ao peptideo catibnico polimixina B (Fig. 16B),
sugerindo que o LPS intacto tem um efeito protetor contra este antibidtico.

O acido salicilico, um metabdlito fendlico vegetal, € uma molécula sinal
chave na regulacdo da defesa vegetal em resposta a uma grande variedade de
patégenos (MARTINEZ-ABARCA et al, 1998; PRITHIVIRAJ ef al,, 2005; STACEY et
al., 2006). Apos infecgao, o acido salicilico dispara tanto uma resposta localizada
como uma resposta sistémica na qual a planta adquire resisténcia ao patogeno
(DURRANT e DONG, 2004). O acido salicilico pode também agir como um agente
bactericida (PRITHIVIRAJ ef al., 2005). Os resultados revelaram que os genes rbB e
bC sao necessarios para a resisténcia de H. seropedicae a pequenas
concentragbes de acido salicilico (até 25 pg.mL-') (Fig. 16C), similar as
concentracdes acumuladas nos locais de infecgdo bacteriana em plantas (16-23
Mg.mL-1) (HUANG ef al., 2006). Se o LPS agiu como uma barreira ao acido salicilico,
prevenindo sua entrada na bactéria, o LPS truncado das estirpes mutantes poderia
presumivelmente torna-las mais sensiveis a este composto.

Muitos flavonoides de origem vegetal também apresentam atividade
bactericida (XU e LEE, 2001). A exposi¢cao das estirpes de H. seropedicae a
diversas concentragdes de naringenina e quercetina (até 500 ug.mL-') ndo mostrou
efeitos negativos na viabilidade destas.

O fato de as estirpes mutantes B e rfbC serem mais sensiveis a alguns
compostos, inclusive a metabdlitos da defesa basal da planta, poderia explicar em
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parte a diminuicdo da capacidade de colonizagao dos tecidos radiculares internos e

da competitividade em relagao a estirpe selvagem.

4.6. EFEITOS PLEIOTROPICOS DAS MUTAGOES EM B OU rfbC DE H.

seropedicae

A mutacdo dos genes responsaveis pela biossintese de monossacarideos
capsulares é geralmente correlacionada com alteragcbées na motilidade, taxa de
crescimento e modificagdes na producéo de exopolissacarideos (ORMENO-ORRILO
et al., 2008). Essas caracteristicas, que provavelmente desempenham importantes
fungdes durante a colonizagdo do hospedeiro vegetal, também foram avaliadas nas

estirpes mutantes.

4.6.1. Avaliagcdo da motilidade das estirpes RAMEB-B, RAMEB-C e selvagem de

H. seropedicae.

Para avaliar a motilidade, as estirpes selvagem e mutantes de H.
seropedicae foram inoculadas no centro de um tubo de vidro, o qual estava
parcialmente imerso em meio NFbHPN contendo 0,5% de agar (Fig. 17). Em 6
horas, ocorre intenso crescimento bacteriano no menisco de meio de cultura do
interior do tubo de vidro, seguido de deslocamento das bactérias em busca de
nutrientes. O caminho deste deslocamento é direcionado para o fundo do frasco de
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cultivo pelo tubo de vidro. Apds 12-16 horas, o aerotropismo caracteristico de H.
seropedicae faz com que as bactérias do fundo do frasco desloquem-se para a
superficie do meio de cultura circundante ao tubo de vidro, ocorrendo entao
formacgao de um biofilme apds 24 horas. Este comportamento foi acompanhado para

as estirpes selvagem e mutantes, e ambas mostraram o mesmo padrao de

motilidade (Fig. 17).

73



FIGURA 17 - MOTILIDADE DAS ESTIRPES DE H. seropedicae EM MEIO NFbHPN CONTENDO
0,5% AGAR. 105 células das estirpes de H. seropedicae foram inoculadas no centro do tubo de vidro.
A cultura foi incubada a 30°C e o movimento das células para baixo no tubo de vidro e formacgao de
um biofilme na superficie do meio circundante foram monitorados ao longo do tempo. A estirpe

selvagem (A) e a estirpe mutante RAMEB-B (B) mostraram o mesmo padrao de motilidade.
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4.6.2. Avaliagdo da taxa de crescimento das estirpes RAMEB-B, RAMEB-C e

selvagem de H. seropedicae.

A mutagao dos genes B ou rfbC de H. seropedicae diminuem a taxa de
crescimento desta bactéria em meio NFbHPN. De acordo com a curva de
crescimento das estirpes (Fig. 18), a fase log de crescimento das estirpes mutantes
€ deslocada em relagédo a da estirpe selvagem. Este fato é claramente observado
quando se compara a taxa maxima de crescimento das estirpes mutantes (Pmax =
0,170 £ 0,005 h') com a da estirpe selvagem (Pmax = 0,305 + 0,003 h-1). Este
decréscimo no crescimento logaritmico se reflete no tempo de geragéo das estirpes
mutantes (g = 4,02 + 0,03), consideravelmente maior que da estirpe selvagem (g =

2,30 + 0,05).
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FIGURA 18 - CURVA DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE H. seropedicae EM MEIO NFbHPN.
As culturas das estirpes H. seropedicae SmR1 (quadrados negros); RAMEB-B (losangos) e RAMEB-

C (tridangulos) foram ajustadas para DOsoonm 0,2 € incubadas a 30°C e 120rpm.

O decréscimo observado na taxa de crescimento das estirpes mutantes
poderia explicar em parte os fendtipos de colonizagéo de tecidos vegetais internos e
competitividade. Se este fosse o0 caso, o numero de células mutantes colonizando os
tecidos internos de milho deveria ser menor que o de células selvagens nos estagios
iniciais, mas como o numero de células por grama de tecido estabiliza, o numero de
células mutantes deveria progressivamente aumentar e atingir o mesmo nivel da
estirpe selvagem. A comparagao do padrao de colonizagao das estirpes selvagem e
mutantes ao longo do tempo nao suporta esta suposi¢do: o numero de células da
estirpe selvagem foi 106 por grama de raiz no 3° d.a.i. enquanto o das estirpes

mutantes estabilizou em 104 até 10 d.a.i. Nos ensaios de competicéo, esta tendéncia
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torna-se mais clara: quando uma razao de RAM4:RAMEBB de 1:100 foi utilizada
para inocular as plantulas de milho, a estirpe selvagem alcangou 106 células por
grama no 3° d.a.i.,, mas o numero de mutantes continuou em 104 por grama, e até
diminuiu para 103 por grama no 7° d.a.i. Estes resultados indicam que a deficiéncia
na colonizagado apresentada pelas estirpes mutantes ndo € um simples efeito da sua

menor taxa de crescimento.

4.6.3. Avaliagdo da producado de exopolissacarideos pelas estirpes RAMEB-B,

RAMEB-C e selvagem de H. seropedicae.

Para avaliar a produgdo de exopolissacarideos, as estirpes de H.
seropedicae foram plaqueadas em meio sélido NFbHPN contendo 0,02% de
calcofluor, e apds 48 horas de crescimento, expostos a luz ultravioleta. As colbnias
das estirpes mutantes foram tdo gomosas quanto as da estirpe selvagem (Fig. 19A).
Além disso, as estirpes mutantes e selvagem mostraram intensidades de
fluorescéncia similares sobre luz UV (Fig. 19B), indicando que a producao de

exopolissacarideos nao foi afetada pela mutagao em r7b.
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FIGURA 19 — AVALIACAO DA PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS PELAS ESTIRPES DE H.
seropedicae. (A) Estirpe selvagem (1), e mutantes B (2) e rfbC (3) crescidas em meio NFbHPN

contendo 0,02% de calcofluor. (B) Mesmo que A, irradiado com luz UV a 365nm.

4.7. REGULAGCAO DA EXPRESSAO GENICA DE 5.

Para determinar a regulagdo da expressdo dos genes r/b foi construida a

estirpe H. seropedicae LPEB, que carrega a fusao cromossomal r7bB..lacZ::npli.

4.7.1. Obtencao da estirpe mutante H. seropedicae LPEB

A estratégia utilizada para a obtencdo deste mutante foi a recombinagao
homdloga. O clone HSO06-FP-00-000-008.D02 da biblioteca gendmica de H.

seropedicae, que contém os genes B e rfbC no sitio Smal do vetor, foi digerido
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com a enzima Bgll, que possui um unico sitio de reconhecimento dentro do gene
bB, e ligado ao cassete /acZ:npt/ originado apdés a digestdo do plasmideo
pKOK6.1 com a enzima BamHI| . A ligagdo do cassete e sua orientacdo foram
confirmadas por restricdo. Com a transformacdo desta construcdo na estirpe
selvagem H. seropedicae SmR1, ocorreu o fendbmeno de permuta, gerando estirpes
com o gene B fusionado ao gene reporter /acZ. Estas estirpes foram isoladas por
resisténcia a canamicina e expressao do gene repérter, € a inser¢gao do cassete
lacZ::npt/ no genoma foi confirmada por Southern blot (Fig. 20). O DNA genémico da
estirpe selvagem de H. seropedicae, digerido com a enzima Psid, apresentou sinal
de hibridizacado do gene B de 3,4kb, conforme previsto em analises /n silico. Nas
estirpes mutantes, o sinal de hibridizacdo foi de 2,7kb, referente a insercdo do
cassete /acZ::npt/ (n&o presente na sonda) no gene r7b5. Esta inser¢ao cria um sitio
adicional de restricdo da enzima Psd, diminuindo o tamanho do fragmento que
contém o gene B em 700pb. As estirpes mutantes sofreram recombinagao
homologa dupla, pois o vetor marcado presente na sonda n&o hibridizou com o DNA
gendmico digerido destas estirpes, o que geraria um sinal de hibridizagcao de 9,8kb.
Os mutantes, apos terem sua espécie confirmada por sequenciamento do gene 16S

rDNA, foram nomeados H. seropedicae LPEB (rfbB..lacZ:.nptl).
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facZ::nptl

FIGURA 20 — PERFIL DE HIBRIDIZAGAO DO GENE 8 NAS ESTIRPES SELVAGEM E MUTANTE
DE H. seropedicae. A: esquema do mapa de restricdo da regido gendmica dos genes r7b, no qual (3<)
representa sitios de restricdo da enzima Psi. B: hibridizacdo de C com a sonda HS06-FP-00-000-
008.D02. C: perfil eletroforético do DNA total das estirpes digerido com PsA. MW: Marcador de peso
molecular (1kb); 1: Plasmideo HS06-FP-00-000-008.D02; 2: DNA total de H. seropedicae SmR1; 3-7:

DNA total de H. seropedicae rfbB.:lacZ::npfl.

4.7.2. Regulagao da expressao do gene rfbB de H. seropedicae.

Uma vez que o LPS intacto é requerido para maximizar a interagao de H.

seropedicae com a planta, sua biossintese poderia ser regulada por sinais de origem
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vegetal. Em Rhizobium NGR234, a rizobactéria mais estudada até o momento,
flavondides exsudados por leguminosas induzem os genes de nodulagido, que
promovem a producdo e secregao de lipoquitooligossacarideos (fatores Nod), que
por sua vez direcionam o desenvolvimento dos canais de infecgao, simbiossomos e
por fim os nédulos radiculares (BROUGHTON et a/, 2006; LE QUERE et a/., 2006).
Esta comunicacgao entre Rhizobium NGR234 e seus hospedeiros inclui varios fatores
simbidticos, como exopolissacarideos, polissacarideos capsulares, sistema de
secrecado do tipo lll e LPS (MARIE et al., 2004; BROUGHTON ef al., 2006; LE
QUERE et al, 2006). Portanto, a expressdo do gene b8 de H. seropedicae foi
analisada na presenca de efetores potencialmente presentes na rizosfera, utilizando

duas estirpes rfbB..lacZ::npt/independentes (Fig. 21).
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FIGURA 21 — REGULACAO DA EXPRESSAO DO GENE r®B DE H. seropedicae. As estirpes
selvagem SmR1 (barras verde escuro) e mutantes r7bB..lacZ::npt/: LPEB3 (barras verde amarelado) e
LPEB10 (barras verde claro) foram crescidas em meio NFbHPN por 6 horas na presenga dos
compostos mostrados, e entdo a atividade de B-galactosidade das culturas foi determinada e
normalizada pela concentragdo de proteina total. Valores expressos em nmol ONP.(min.mg de
proteina)' + desvio padrdao. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (P<0,01;

teste de multiplas classes de Duncan).

Diferentes fontes de carbono como D-manose (2%), D-glucose (2%), L-
ramnose (2%) ou succinato (2%), e o flavonoide quercetina ndo induziram a
expressao diferencial de r70B. Por outro lado, os flavonoides naringenina e apigenina
aumentaram a expressao de 7B 4 vezes, e o extrato de cana-de-agucar aumentou

2 vezes. Duarte-Almeida e colaboradores (2006) mostraram que o extrato de cana-
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de-acgucar contém muitos flavonoides, que poderiam atuar como indutores de 765. A
expressao também foi aumentada 2 vezes pela presenca de uma plantula de milho;
presumivelmente o exsudado radicular também contém fatores ativos. Uma vez que
estes flavonoides ndo parecem afetar a sobrevivéncia da estirpe selvagem nem das
estirpes mutantes de H. seropedicae, estes compostos devem sinalizar para a
bactéria a presenga do hospedeiro vegetal e induzir a expressdo de genes
necessarios para a colonizacao, incluindo r7B.

Sulfato de polimixina B e acido salicilico também aumentaram 2 vezes a
expressao de rfB, sugerindo que a biossintese de LPS deve ser desencadeada por
compostos quimicos agressivos. Algumas evidéncias sugerem que o acido salicilico
deve afetar diretamente a expressdo génica bacteriana: este composto inibe
producado de fatores de viruléncia em Pseudomonas aeruginosa PA14, além de
afetar adesao e formacao de biofilme em concentragdées que nao inibem crescimento
(PRITHIVIRAJ et al., 2005). Em Agrobacterium tumefaciens, o acido salicilico inibe a
indugdo de genes relacionados a viruléncia (YUAN ef a/, 2007). A resposta da
bactéria a este composto deve ser importante para garantir sua sobrevivéncia apos
penetracao na planta.

A adicao de ions calcio (5 mM) aumentou 4 vezes a transcrigdo de 7B em
H. seropedicae. Esta capacidade de inducao nao foi causada por influéncia osmotica
ou de cations bivalentes, uma vez que NaCl (100 mM) e ions magnésio (5 mM) nao
tiveram efeito na expressdo de r7B. Este resultado sugere que os ions calcio
possivelmente atuam como indutores da expressdao de genes necessarios para a
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colonizagdo do hospedeiro por H. seropedicae. ions calcio e seus transportadores
tém uma importante funcdo como fatores de reconhecimento de hospedeiros e
especificidade em muitas bactérias (ECONOMOU ef a/., 1990; EHRHARDT ef al,
1996; GEHRING et al., 1997; FELLE et al., 1998; e BROUGHTON et al., 2006). Além
disso, Ca*? esta envolvido em uma variedade de processos celulares bacterianos,
incluindo ciclo celular e divisdo, motilidade, patogénese e quimiotaxia (MICHIELS ef
al., 2002; DOMINGUEZ, 2004). Mudangas na concentracao intracelular de Ca*2
também alteram estabilidade e atividade de varias enzimas, indicando que Ca*?
pode atuar como regulador metabdlico (RAMPERSAUD, 1991; HOLLAND, 1999;
MICHIELS ef al, 2002; e DOMINGUEZ, 2004). Em condi¢gdes naturais, H.
seropedicae poderia acessar ions calcio do apoplasto vegetal, onde sua
concentragdo varia de 1 a 10 mM (BUSH, 1995; LECOURIEUX ef al, 2006),
sugerindo que a transcricao de r/B poderia ser induzida na bactéria quando esta
penetra nos tecidos vegetais. Uma hipotese alternativa € que sinais derivados do
hospedeiro poderiam aumentar a concentracdo intracelular de Ca*2 em H.
seropedicae desencadeando a transcricao de genes envolvidos na colonizagao de
plantas inclusive em baixas concentragoes extracelulares de Ca*2. O mecanismo de
regulacdo da transcricdo dependente de Ca*2 em H. seropedicae ainda nao foi
determinado, uma vez que nao puderam ser identificadas provaveis sequéncias

promotoras ou regulatérias proximas ao agrupamento génico rfbGgalErfbBribC.
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4.7.3. Indutores da expressao de 7B alteram perfil eletroforético do LPS de H.

seropedicae.

Para determinar se o perfil eletroforético do LPS seria alterado sob as
condi¢gdes utilizadas para indugdo dos genes r7b, as estirpes de H. seropedicae
selvagem e mutantes RAMEBB e RAMEBC foram cultivadas em meio NFbHPN na
auséncia e contendo CaClz (5 mM), e o LPS total foi extraido e separado por SDS-
PAGE. O perfil do LPS da estirpe selvagem crescida na presenca de ions calcio
mostrou um aumento das porgdes contendo 12, 13, 14 e 15 unidades de antigeno-O
(Fig. 22) quando comparado ao perfil obtido na auséncia de CaCl,. Este resultado
sugere que o aumento observado na transcricdo de rfbB por estes sinais esta
relacionado ao aumento da produc¢do do antigeno-O e sua incorporagao no LPS, e é
consistente com um aumento na expressao de genes relacionados a oligomerizacao
do LPS.

O perfil do LPS das estirpes mutantes cultivadas na presenca de calcio
revelou uma banda de AMM, também presente na estirpe selvagem, diferente da
condigao controle (Fig. 22A). Além de LPS, esta banda poderia ser uma molécula de
polissacarideo capsular, usualmente encontrada com massa molecular muito alta.
Resultados similares foram observados no perfil de LPS das estirpes selvagem e
mutantes de H. seropedicae quando cultivadas na presenca de naringenina (50
Mg.mL-1). Estes resultados sugerem que metabdlitos vegetais podem modular a
sintese do LPS bacteriano para permitir o estabelecimento da associacao.
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FIGURA 22 — PERFIL DO LPS DAS ESTIRPES DE H. seropedicae CULTIVADAS EM MEIO NFbHPN
NA AUSENCIA (LINHAS 1, 3 E 5) E NA PRESENCA DE 5mM DE CaClz (LINHAS 2, 4 E 6). (A) SDS-
PAGE realizado com o LPS total extraido das estirpes selvagem (colunas 1 e 2), e mutantes B
(colunas 3 e 4) e rfbC (colunas 5 e 6). As analises de densitometria das regides do gel delimitadas
por quadrados em (A) foram plotadas em (B). Tragos vermelhos e verdes indicam o perfil de AH.
seropedicae selvagem crescido na auséncia e na presenga de calcio, respectivamente. Setas indicam
bandas contendo LPS com maior nimero de oligbmeros de antigeno-O que sdo mais abundantes
quando crescidos na presenca de Ca*2. O gel mostrado é representativo de trés experimentos

independentes.
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5. CONCLUSOES

v Neste estudo dois genes de H. seropedicae responsaveis pela
biossintese de ramnose, B e rfbC, foram mutagenizados, e revelaram que sao

importantes para a biossintese de LPS e para a associacao endofitica com milho.

v Todas as caracteristicas fenotipicas das estirpes mutantes RAMEB-B e
RAMEB-C avaliadas foram similares, sugerindo que a mutagao do gene 7B pode

exercer um efeito polar no operon, impedindo a expressao de r/C.

4 Analises por SDS-PAGE do LPS total mostraram que as estirpes
mutantes aparentemente ndo possuem antigeno-O, e o lipideo-A ligado ao
oligossacarideo central apresenta um deslocamento eletroforético, sugerindo que
este € menor ou tem carga mais negativa que o da estirpe selvagem. Estes
resultados mostram que as mutagbes nos genes rf alteram drasticamente a

estrutura e composi¢cao quimica do LPS.

4 Ensaios /n vivo mostraram que a adesao eficiente de H. seropedicae as
raizes de milho depende das moléculas da superficie da célula, uma vez que o
numero de bactérias selvagens aderidas foi aproximadamente 100 vezes maior que

o de bactérias mutantes.
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v O fato de que o numero de células da estirpe selvagem aderidas as
raizes diminuiu e foi similar ao numero de células aderidas das estirpes mutantes
quando LPS selvagem, N-acetil D-glucosamina ou D-glucosamina foram utilizados
como competidores corrobora a hipotese de que as alteragdes no LPS séo
responsaveis pelas diferengcas fenotipicas observadas nos mutantes . Os
resultados sugerem que o LPS de H. seropedicae participa na adesao da bactéria
possivelmente ancorando-a em receptores vegetais por seus residuos de N-acetil D-

glucosamina.

v O LPS parece ter um envolvimento especifico na adesdao de H.
seropedicae as raizes do hospedeiro, uma vez que a adesdo a matriz de fibra de

vidro nao foi alterada pelas mutagoes.

v A estirpe selvagem colonizou os tecidos radiculares internos de milho
também mais eficientemente: 24 horas depois da inoculagdo o numero de bactérias
selvagens era 100 vezes maior que o de mutantes, diferenca esta mantida nos dias

subsequentes analisados.

v A interrupgao na biossintese de ramnose diminuiu consideravelmente a

competitividade de H. seropedicae pela colonizagao de milho.
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v O fato de as estirpes mutantes B e rfbC serem mais sensiveis a
diversos compostos, inclusive a metabdlitos da defesa basal da planta, poderia
explicar em parte a diminuicdo da capacidade de colonizacao dos tecidos

radiculares internos e da competitividade em relagao a estirpe selvagem.

4 A mutagcdo nos genes B ou rfbC nao alterou a motilidade nem a
producao de exopolissacarideos de H. seropedicae, porém diminui a taxa de

crescimento /n vitro.

v A expressao do gene rfB é induzida pelos flavonoides naringenina e
apigenina e calcio, sinais que podem ser derivados do hospedeiro vegetal. A
expressao deste gene também é modulada por compostos quimicos agressivos.
Estes resultados sugerem que a biossintese de ramnose € alterada durante a
colonizagao do vegetal e é importante para a sobrevivéncia da bactéria no interior da

planta.

v Esses sinais biologicos (Ca?* e alguns flavonoides) parecem aumentar
quantitativamente a porgdo de antigeno-O do LPS, sugerindo que metabdlitos
vegetais podem modular a sintese do LPS bacteriano para permitir o

estabelecimento da associacao.
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ANEXO 1. Composicdao do meio de cultura NFb-malato (PEDROSA &

YATES, 1984).

ANEXO 2. Composi¢cédo do meio de cultura LB (SAMBROOK ef a/., 1989).

MgS0O4.7H20 2x101g/lL
NaCl 1x101g/L
CaClz 2x102g/L

Acido nitrilo-triacético (NTA) 5,6 x 102 g/L

FeS04.7H20 2x102g/L
Biotina 1x104g/L
Na2Mo04.2H2.0 1g/L
MnSQO4.H20 1,175 g/L
H3BO3 1,4 g/L
CuS04.5H20 4 x 102 g/L
ZnS04.7H20 1,2x 101 g/L
Malato de sodio 5g/L

Triptona 10 g/L
Extrato de Levedura 5g/L
NaCl 10 g/L
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ANEXO 3. Composi¢cado do meio de cultura TB (SAMBROOK ef al., 1989).

Triptona 12 g/L
Extrato de Levedura 24 g/L
Glicerol 4 g/L

108



109



	capa.pdf
	capas DISSERTAÇÃO
	DISSERTAÇÃO_FINAL

