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RESUMO

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

Em vérias plantas a viruléncia das bactérias patogénicas é em parte
dependente de um grupo de proteinas que séo injetadas nas células do hospedeiro
pelo Sistema de Secre¢do do Tipo Il (SST3). Esta € uma maquinaria altamente
conservada capaz de injetar proteinas bacterianas dentro de células eucarioticas.
Recentemente, genes hrp/hrc que codificam as proteinas do SST3, foram
identificados no genoma de H. rubrisubalbicans. Neste trabalho também
identificamos provaveis proteinas efetoras e possiveis regibes promotoras dentro
deste cluster.

Os genes hrpE e hrcN que foram mutagenizados gerando os mutantes TSE e
TSN que foram incapazes de causar a doenca da estria mosqueada na cana de
acucar B-4362. A cana-de-agucar B-4362 quando inoculada com a estirpe selvagem
M1 materna apresenta sintomas da doenca.

A caracterizacao do funcionamento do SST3 foi feita inoculando os mutantes
em outras variedades de gramineas, como o0 arroz e milho. Sua capacidade de
colonizacéo e de promover o crescimento vegetal foi determinado, permitindo que o
mutante no SST3 além de nédo ter conseguido colonizar arroz, cana de aguUcar e
milho com tanta eficiéncia quanto o selvagem, também nao foi capaz de promover o
crescimento destas plantas.

O secretoma de H. rubrisubalbicans foi realizado afim de determianrmos quais
proteinas estariam sendo secretadas na presenca do caldo da cana B-4362 durante
o cultivo, diferentes padrdes proteicos foram encontrados sendo que 5 proteinas
diferentemente expressas nas duas condi¢cbes puderam ser identificadas.

Estes resultados mostram que o produto dos genes hrpE ou hrcN é essencial
para o funcionamento do SST3 em H. rubrisubalbicans ou ainda que este produto
faz reacéo cruzada com outros sistemas interferindo assim na fisiologia da interacéo
desta bactéria com as plantas.



ABSTRACT

The Herbaspirillum rubrisubalbicans is an endophytic diazotrophic bacterium
and belongs to the class B of proteobacteria that can be associated with several
Poaceae of economic interest such as maize, rice, sorghum, wheat and sugar cane.
This bacterium is capable of causing mottled strip disease in B-4362 variety of cane
sugar and the Red Stripe disease in some sorghum varieties.

In several plants the virulence of pathogenic bacteria is partly dependent on a
group of proteins that are injected into host cells by Type Il Secretion System
(T3SS). This is a highly conserved machinery capable of injecting bacterial proteins
into eukaryotic cells. Recently, hrp/hrc genes that encod to proteins of T3SS were
identified in the genome of H. rubrisubalbicans. This work also identified probable
effector proteins and putative promoter regions of this cluster.

hrpE and hrcN genes were mutated generating mutants TSE and TSN, they
were unable to cause mottled strip disease in sugarcane B-4362. The cane sugar B-
4362 when inoculated with the wild type M1 maternal symptoms of the disease.

The characterization of operation of T3SS was made by inoculating mutants in
other varieties of grasses, such as rice and maize. The ability to colonize and
promote plant growth was determined by allowing the mutant of T3SS in addition to
failing to colonize rice, sugarcane and maize as efficiently as the wild, was not able to
promote the growth of these plants.

The secretome of H. rubrisubalbicans was performed in order to determine
which proteins were being secreted in the presence of B-4362 sugarcane juice during
cultivation, different protein patterns were found with 5 proteins differentially
expressed in the two conditions could be identified.

These results show that the product of gene hrpE or hrcN is essential for the
functioning of T3SS of H. rubrisubalbicans or that this product is cross-reaction with
other systems interfering in the physiology of these bacteria interact with plants.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio é um dos principais fatores limitantes do crescimento
vegetal. O ganho na produtividade de grdos apos a revolucdo verde foi
consequéncia principalmente do uso de enormes quantias de pesticidas e
fertilizantes quimicos. A producdo e uso destes fertilizantes, no entanto,
causam grandes danos ambientais (Reddy et al, 2002). A fixac&do biolégica de
nitrogénio, realizada por bactérias diazotréficas, € uma alternativa viavel para
suprir nitrogénio para as plantas, sem causar danos (Alves et al, 2003).

Entre os microrganismos diazotroficos endofiticos, ou seja que sao
capazes de colonizar internamente os tecidos vegetais e fixam o nitrogénio
atmosférico em amobnia, encontram-se representantes dos géneros
Herbaspirillum, Azospirillum, Gluconacetobacter, Burkholderia e Azoarcus
(Baldani et al., 1997), além de cianobactérias e actinomicetes (Postgate et al.,
1982). Experimentos de inoculacdo de gramineas com alguns destes
microrganismos demonstraram o fornecimento da ordem de 30% do nitrogénio
necessario para planta (Baldani et al, 1996), implicando, portanto, que 0 uso
destes na agricultura brasileira representara uma economia anual de US$
1,339 bilhdo em fertilizantes nitrogenados.

As Dbactérias Herbaspirillum  seropedicae e  Herbaspirillum
rubrisubalbicans s&o bactérias diazotroficas-associativas, endofiticas, Gram-
negativas, vibridides, membros da classe das Proteobactérias (Baldani et al.,
1986; Baldani et al., 1996). Essas bactérias colonizam o interior das raizes de
milho, trigo, arroz e sorgo (Boddey et al., 1995) e também foram encontradas
em colmos e folhas de arroz e cana de agucar (Pimentel et al, 1991).

O Herbaspirillum rubrisubalbicans promove o crescimento vegetal
(James et.al., 1997), mas também € capaz de atuar como um fitopatdgeno
causando a doenca da estria mosqueada na variedade norte-americana B-
4362 de cana-de-agucar e na variedade chinesa Taiwang de cana de agucar, e
estrias vermelhas em variedades de sorgo (Tan et. al., 2010, Pimentel et al.,
1991). O nome da espécie deriva de ruber, vermelho, e subalbicans,

esbranquicado, uma referéncia ao sintoma da doenca estria mosqueada,



caracterizada pelo desenvolvimento de estrias vermelhas com manchas
brancas nas folhas de cana-de-agucar. O ponto de inoculacdo da bactéria
torna-se vermelho e necrético (Olivares et al, 1997).

Como o H. rubrisubalbicans é uma bactéria promotora do crescimento
vegetal que pode ter um comportamento fitopatogénico dependendo da
variedade da planta, ele tornou-se um interessante modelo de estudo de
interagdo planta bactéria.

O sequenciamento parcial do genoma de H. rubrisubalbicans M1 revelou
a presenca de genes homologos aos dos genes hrc/hrp que codificam para as
proteinas do Sistema de secrec¢do do tipo 3 (SST3). Este sistema esté presente
nas bactérias Gram-negativas simbibticas, saprofiticas e endofiticas patdbgenos
de animais e vegetais, (Hueck, 1998) e secreta proteinas efetoras diretamente
no citoplasma das células eucaribticas. Essas proteinas efetoras controlam o
metabolismo da célula hospedeira para obter vantagens para a bactéria e para
reprimir os mecanismos de defesa (Mota et al, 2005).

Estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans M1 nos genes hrpE e hrcN
foram incapazes de causar a doenca da estria mosqueada na variedade de
cana de acgucar B-4362, indicando que o SST3 é importante para 0
desenvolvimento desta doenca (Schmidt et al, 2012). Nosso desafio foi
determinar se este sistema de secrecdo (SST3) estd envolvido com o
comportamento endofitico. Além disso a capacidade destas bactérias mutantes
de se comportar como promotor do crescimento vegetal em plantas de arroz e

milho foi determinada.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Herbaspirullum rubrisubalbicans

Herbaspirullum rubrisubalbicans € uma bactéria diazotrofica e endofitica,
pertencente a classe B do filo Proteobactéria. E uma espécie fitopatogénica
originalmente descrita como Pseudomonas rubrisubalbicans e que foi incluida
no género Herbaspirillum com base em estudos moleculares (Baldani et al,
1996). O H. rubrisubalbicans pode ser isolado do interior de raizes, caule e
folnas de varias gramineas de interesse econdmico como cana-de-acgucar,
arroz e sorgo (Baldani et al, 1996).

O H. rubrisubalbicans pode causar a doenca da estria mosqueada na
variedade B-4362 e na variedade chinesa Taiwang de cana de acucar e estrias
vermelhas em sorgo (James et al, 1997; Tan et. al.,, 2010; Pimentel et. al.,
2001). O nome da espécie deriva de ruber, vermelho, e subalbicans,
esbranquicado, referindo-se aos sintomas da doenca estria mosqueada nas
folnas da cana-de-aguUcar (Olivares et. al., 1997). E uma doenca que perdeu a
importancia econdmica, que afeta poucas variedades e ndo mata a planta,
apenas diminui a area fotossintética e a vida util da folha (Christopher &
Edgerton, 1992; Olivares et. al., 1997).

2.2 DOENCA DA ESTRIA MOSQUEADA

A doenca da estria mosqueada, causada pelo H. rubrisubalbicans, foi
descrita primeiramente no estado da Louisiana (EUA) em 1932. E uma doenca
de pouca importancia econdmica e afeta somente algumas variedades de
cana-de-acucar (Cristopher & Edgerton, 1992).

A variedade de cana-de-acUcar B-4362, de Barbados, € suscetivel a
esta doenca (Olivares et al, 1997). A inoculacdo de H. rubrisubalbicans nas
folnas desta variedade provoca sintomas tipicos da doenca. O ponto de
inoculacao torna-se vermelho e necrotico e no sétimo dia ocorre a formacao de

estrias vermelhas ao longo dos vasos perto do ponto de inoculagéo,



acompanhado de clorose (Figura 1). Neste estagio, a bactéria € encontrada
preenchendo completamente o protoxilema e parcialmente o metaxilema da
regido que foi afetada com as estrias vermelhas. No vigésimo dia a bactéria
bloqueia os vasos do meta e protoxilema e ocorre uma necrose ao redor do
ponto de inoculacdo. A estria mosqueada aumenta desde o ponto de
inoculacdo tanto em direcdo ao topo como para a base da folha, a medida que
a bactéria avanca no interior dos vasos da folha (Olivares et al, 1997).

FIGURA 1 — CANA-DE-ACUCAR B-4362 INOCULADA COM H.
rubrisubalbicans ESTIRPE ML1.

|
-
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Sintomas tipicos da doenga da estria mosqueada em cana-de-agucar da variedade B-
4362 sete dias depois de inoculada com H. rubrisubalbicans. A estrela aponta a
doenca, a seta larga o espalhamento e a seta menos o ponto de inoculacdo. FONTE:
OLIVARES et al. 1997.

A extensa colonizagcdo bacteriana resulta na expansdo dos espacgos
intercelulares e subsequente compressdo das células do hospedeiro. As
colonias bacterianas podem eventualmente passar dos vasos para dentro do
mesofilo circundante, podendo atingir os estdmatos reduzindo o tempo de vida

meédio das folhas em aproximadamente 75 dias. A planta hospedeira responde



com producdo de compostos fendlicos intercelulares e de goma para
provavelmente restringir o desenvolvimento bacteriano dentro dos vasos e
confinar as bactérias em grandes colbnias. Além disso, ocorre morte localizada
de células, um processo denominado de Resposta Hipersensitiva (RH) (Hueck,
1998). Esta resposta é consequéncia da comunicacado entre a bactéria e a
planta quando elas ndo estdo em uma relacdo compativel.

Muitas bactérias gram-negativas dependem do Sistema de Secrecao do
Tipo 3 (SST3) para interagir com as células do hospedeiro eucariotico. Este
sistema pode estar envolvido na translocacédo de proteinas responsaveis pela

patogenicidade da bactéria através da parede celular vegetal (Ghosh, 2004).

2.3 SISTEMAS DE SECRECAO DE PROTEINAS

O termo secrecdo da bactéria utilizado para descrever o transporte ativo
de proteinas do citoplasma, através da membrana para a superficie ou ainda
no interior das células eucarioticas. Nas bactérias gram-negativas, 0s sistemas
de secrecdo de proteinas podem ser divididos em seis diferentes tipos (1-6).
Essa classificacdo foi primeiramente baseada nas caracteristicas de secrecdo
das proteinas pela membrana externa (Gerlach & Hensel, 2007). Os sistemas
de secrecédo 1, 3, 4 e 6 podem exportar proteinas através das membranas
internas e externas através de um Unico passo acoplado ao consumo de
energia. Os sistemas de secrecao do tipo 2 e 5 exportam proteinas através das
duas membranas em dois passos distintos, utilizando o sistema geral de
secrecdo (Sec) ou sistema Tat para a passagem através da membrana interna
(Saier, 2006). A Figura 2 resume as principais caracteristicas dos sistemas de
secrecéo conhecidos.



FIGURA 2 — SISTEMAS DE SECRECAO — PRINCIPAIS CARACTERISTICA
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Tipos de sistemas de s ecrecdo presentes em bactérias gram -negativas
MH:Membrana do hospedeiro, ME: Membrana externa; MI: Membrana Interna;MFP:
proteina de fusado de membranas; OMP: proteina da membrana externa. ATPases e
chaperonas sdo mostradas em amarelo (Fonte: TSENG, 2009).

2.3.1 Sistemas Sec

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

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

(ii) por um sistema auto-transportador ou Sistema de Secrecao do Tipo 5.
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FIGURA 3 - ESQUEMA GERAL DO SISTEMA Sec DE SECRECAO
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No passo 1 a proteina pré-secretada (laranja), com peptideo sinal (retangulo), se liga a
proteina reconhecedora SRP (azul) ou FstY(Pink) e a chaperona SecB (rosa) €
enviada para as translocases SecYEG (amarelo). SecA (vermelho) reconhece o
peptideo sinal e fornece a energia necessaria para a translocagéo. Nesta etapa (fase
2) a proteina secretada perde o peptideo sinal e segue para a fase 3 onde é
translocada para o espaco periplasmatico (PAPANIKOU et al, 2007).

2.3.2 Sistema Tat

O Sistema Tat (Twin-arginine Translocator) é uma via de transporte de
proteinas presente em Bacteria, Archea e em cloroplastos. Proteinas
transportadas por este sistema possuem um motivo de argininas geminadas no
peptidio sinal. O sistema Tat esta localizado na membrana interna e de maneira
geral é composto por 3 tipos de proteinas integrais de membrana: TatA, TatB e
TatC (Cline & McCaffery, 2007) (Figura 4).

Em E. coli foram identificados dois complexos de alta massa molecular
diferentes. Um dos complexos, formado por protdmeros da proteina TatA, é
chamado de mdédulo transportador. O outro complexo, chamado de modulo de
reconhecimento de sinal € formado pelas proteinas TatB e TatC (Sargent,
2007; Buck, Lammertyn & Anné, 2008).

Na auséncia de proteinas transportadas por este sistema, os dois
complexos encontram-se separados. Quando um motivo de argininas
geminadas no peptidio sinal € reconhecido pelo complexo TatBC ocorre a
associacdo dos dois complexos de uma maneira dependente da forca préton
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motriz. A proteina alvo € entédo translocada para o periplasma passando pelo
canal formado pelas proteinas TatA e entdo os dois complexos se dissociam
novamente (Palmer, Sargent & Berks, 2005; Buck, Lammertyn & Anné, 2008).

FIGURA 4 — MODELO DO TRANSLOCADOR TAT-DEPENDENTE

Modelo do sistema Tat em E. coli. (&) Na auséncia do substrato Tat, os complexos
TatA (verde) e TatBC (amarelo e vermelho) estdo presentes em forma de complexos
distintos na membrana interna (IM). (b) O ciclo de transporte Tat comeca quando as
argininas do peptideo sinal do substrato (preto) de Tat € reconhecido por TatB e TatC.
(c) O complexo associado de TatA com TatBC vinculado ao substrato. (d) O substrato
€ translocado a partir do citoplasma (CP) ao periplasma (PP), através do canal
formado pelas proteinas TatA. (e) Os dois complexos se dissociam novamente (BUCKI
LAMMERTYN & ANNE, 2008).

2.3.3 Sistema de Secrecao do Tipo 2

7

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

O primeiro SST2 caracterizado foi o de Klebsiella oxytoca por Pusgley e
colaboradores (1997) e é formado pelas proteinas Pul (Figura 5).

Existem algumas evidéncias que sugerem que o SST2 pode estar
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envolvido com patogénese. Muitas das enzimas secretadas por este sistema
tém funcbes degradativas e podem estar envolvidas com danos as células
hospedeiras. Algumas mutacées nos genes do SST2 podem atenuar a

viruléncia dos patégenos (Cianciotto, 2005).

FIGURA 5 — ESQUEMA GERAL DO SST2 EM Klebsiella oxytoca

A proteina efetora é carregada até o espaco periplasmatico pelo sistema Sec e o
SST2 formado pelo conjunto de proteinas Pul atravessa a proteina madura para o
espacgo extracelular. LspA: peptidase periplasmatica, entrega a proteina efetora no
espaco periplasmatico; PulD: componente da membrana externa (HUECK, 1998).

O SST2 ocorre em duas etapas. Em primeiro lugar, ele requer a acéo
das vias Sec ou Tat que transloca o substrato através da membrana
citoplasmatica. A partir do periplasma, 0 substrato dobrado € entédo
transportado para o exterior da membrana pelo SST2 para alcancar o meio
extracelular. Para este processo, 0 sistema se compde de 11 a 16
componentes dependendo do organismo (Shutinoski, 2010). Para a construcéo
da maquina do SST2 os componentes se distribuem por diferentes interagées,
proteina-proteina e proteina-membrana (Sandkvist, 2001; Filloux, 2004).
Também tem sido observado que o SST2 tem uma relacdo evolutiva com o
Sistema de secrecdo do tipo 4 (SST4), principalmente quanto a maquinaria

molecular envolvida na formacgao do pilus (Peabody et al, 2003;. Filloux, 2004).
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2.3.4 Sistema de Secrecao do Tipo 5

O SST5 é também conhecido como auto-transportador. Mais de 700
proteinas auto-transportadoras sdo encontradas hoje em bactérias Gram-
negativas. A analise de diferentes genomas revelou a presenca destas
proteinas em diferentes bactérias como Brucella abortus, Bartonella spp.,
Pseudomonas spp. e E. coli. As sequencias destas proteinas podem ser muito
parecidas, porém ndo deixam de ser especificas para cada organismo (Pallen
2003).

O SST5 pode ser subdividido em 3 outros sistemas ou sub-sistemas: o
sistema de autotransporte (V,), 0 sistema de secrecdo de dois componentes
(Vp) e o sistema V. (autotransporte do tipo 2).

As proteinas que fazem parte do sistema V, sdo capazes de se
translocar através da membrana externa sem a ajuda de proteinas acessorias.
Essas proteinas geralmente contém 3 dominios: a sequéncia sinal, o dominio
que sera transportado ou dominio a, e a unidade de translocacdo ou dominio
B. A sequéncia sinal é necessaria para a passagem através da membrana
interna, pelo sistema Sec ou Tat. O dominio 8 tem uma estrutura em forma de
barril que fica embebida na membrana externa e € responsavel pela
translocacdo do dominio a que € o dominio efetor. O dominio a pode ser
processado e separado dos demais dominios, ou pode continuar ancorado nos
outros dominios e exercer a sua funcéo extracelular (Henderson et al, 2004).

O sistema V, ou TPS (two-partner secretion) € composto por duas
proteinas membros da familia TpsA e TpsB. As proteinas da familia TpsA séo
chamadas de exoproteinas, dominio a, ou ainda de dominio passageiro, e
possui a sequéncia sinal necessaria para a translocacdo através da membrana
interna. As proteinas TpsB sdo chamadas de dominio B formador de poro ou
dominio transportador e sdo responsaveis pela translocacdo das proteinas
TpsA (Jacob-Dubisson et al, 2004).

As familias das adesinas oligoméricas — Coiled Coil — tém sido descritas
como uma superfamilia das autotransportadoras oligoméricas de superficie.
Essas proteinas devido a sua estrutura terciaria sdo secretadas diferentemente

do sistema V,, devido ao modo alternativo de secrecéo elas foram designadas
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de sistema V.. A proteina YadA é a adesina melhor caracterizada, sendo a
principal adesina da bactéria enteropatogénica Yersinia spp (Gelarch & Hensel,
2007). Os modelos esquematicos dos tipos do SST5 estdo mostrados na
FIGURA 6.

FIGURA 6 - RESUMO ESQUEMATICO DOS TIPOS DE SST5
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Secrecdo de proteinas do tipo AT ou V, esta representado do lado esquerdo do
diagrama, as TPS ou tipo V, no centro e do tipo V. ou AT-2 esquematizada a direita.
Sao mostrados quatro dominios funcionais: a sequéncia sinal, o dominio a ser
transportado, a regido de ligacdo e o dominio B (Fonte: Henderson, 2004)

2.3.5 Sistemas Sec- independentes

Em contraste com os sistemas de secrecdo dos tipos 2 e 5, 0s sistemas
do tipo 1, 3, 4, e 6 exportam proteinas através das membranas internas e
externas através de um processo continuo sem a necessidade de um sistema

acessorio (Hueck, 1998).
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2.3.5.1Sistema de Secrecéo do Tipo 1

O SST1 é um transportador do tipo ABC que forma um complexo
heterotrimérico intermembranar constituido por uma proteina exportadora de
membrana interna, uma proteina de fusdo (entre as membranas) e uma
terceira proteina formadora de poro na membrana externa. Este sistema
permite a secrecao de uma vasta gama de substratos que podem ser protéicos
ou ndo, a partir do citoplasma para o espaco extracelular em uma Unica etapa,
sem um passo intermediario periplasmatico (Figura 7). A maioria das proteinas
ou substratos descritos até agora possuem uma sequéncia C-terminal
altamente conservada que forma estruturas secundarias conservadas
reconhecidas por este sistema e esta por¢do ndo é clivada durante o processo
de secrecédo (Gerlach & Hensel, 2007).

FIGURA 7 — EXEMPLO DE TRANSPORTE DO SISTEMA DE SECR ECAO DO
TIPO 1

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

2.3.5.2 Sistema de Secrecéo do Tipo 4

Diferentemente dos modelos de secrecdo ja descritos aqui 0 SST4,
assim como o Sistema de Secrecdo do Tipo 3 (SST3) e o Sistema de Secrecéo
do Tipo 6 (SST6), secretam as proteinas exportadas diretamente dentro da
célula receptora e ndo no espago extracelular.

Os membros da familia do SST4 podem ser subdivididos em 3 grupos. O
primeiro é o sistema de conjugacao, que transfere DNA a células receptoras. O
segundo €é o translocador efetor, que transfere moléculas consideradas
efetoras para células eucaridticas durante a infeccdo. E finalmente o sistema
de captacéo e liberacdo de DNA, mediando troca de DNA com o meio (Ding,
2003). O sistema de conjugacédo tem por definicdo estabelecer um contato
fisico com a célula-alvo, que receberd& o DNA. Embora o sistema de
conjugacao seja conhecido por translocar moléculas de DNA entre as bactérias
ele também é capaz de translocar proteinas para células eucariéticas, tanto
vegetais quanto animais (Dehio, 2008). Esse tipo de translocacdo pode ser
reconhecido como mecanismo de viruléncia e varias cepas patdégenas
possuem este artefato como Helicobacter pilori, Brucella spp., e Bartonella spp.

Para recrutar proteinas presentes no citoplasma o sistema conta com
um homohexamero VirD4 chamada de “coupling protein” (CP) ou proteina
acopladora. A estabilidade da interacdo com CP faz com que o substrato efetor
se ligue a proteina transmembranar VirB10, que forma um canal entre as
membranas. Varias proteinas Vir fazem parte deste canal, cada uma com
funcdes diferentes, como formar o canal intermembranar, atuar como
secretinas, ou ainda, formar o poro na membrana externa da bactéria. VirB4 e
VirB11 atuam como ATPases energizando a translocacédo e a polimerizagéo do
pilus. O pilus extracelular € uma estrutura de forma alongada, composto
principalmente por subunidades de VirB2, outras proteinas como VirB5 e VirB7
também podem contribuir para a formag¢do do pilus como mostra a Figura 8
(Gerlach & Hensel, 2007).
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FIGURA 8 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS DIFERENTES
MECANISMOS DE SECRECAO DO SST4
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Em (a) a conjugacéo, processo que transfere DNA de uma célula bacteriana doadora
para sua receptora. Em (b) um sistema de troca de DNA com o meio extracelular
independente de contato com a célula alvo. Em (c) o SST4 entrega proteinas efetoras
diretamente dentro de células eucarioticas ( Cascales & Christie, 2003).
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2.3.5.3 Sistema de Secrecéo do Tipo 6

Estudos de bioinformética identificaram um conjunto de genes altamente
conservados em diversos patdégenos gram-negativos. Estes genes devido a
homologia com o gene icmF, foram chamados IAHP do inglés IcmF-associated
homologous protein. O gene icmF codifica para uma proteina associada ao
SST4. As proteinas IAPH apesar da homologia com a IcmF néo estédo
envolvidas com o SST4, indicando que elas formariam um sistema de secrec¢éo
diferenciado (Figura 9).

Em 2006, Puzatzki e colaboradores identificaram um conjunto de genes
necessarios para a citotoxidade de Vibrio cholerae sobre o Dictyostelium
discoideum. Estes genes foram chamados de vas, do inglés “virulence
associated secretion”. As proteinas Vas juntamente com as IAHP formam um
sistema que estaria envolvido na translocacao extracelular de proteinas que
nao possuem uma sequéncia lider hidrofébica, na regido N-terminal e foi
denominado Sistema de Secre¢do do Tipo 6. Como Vvéarias bactérias
patogénicas gram-negativas possuem esse conjunto de genes foi sugerido que
a funcdo do SST6 seria o transporte extracelular de fatores de viruléncia e sua
translocacao para a célula eucariética (Pukatzki et al, 2006).

A maquinaria do SST6, assim como em outros sistemas de secrecao, é
definido por um conjunto de componentes originais. O cluster de genes do
SST6 codifica entre 12 e 25 proteinas, das quais DotU e IcmF sdo encontradas
também no SST4. Os genes que codificam para as proteinas efetoras
secretadas por esse sistema ndo se encontram neste cluster, podendo estar
bem distantes, em outro I6cus. A maioria dos genes deste cluster tem a fungéo
desconhecida. Dentre as conhecidas encontra-se uma ATPase,
frequentemente utilizada pelos sistemas de secrecdo para energizar o

processo de transporte (Neuwald et al, 1999).
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FIGURA 9 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SST6

=

Ly ™~
R

et " e |
[ Mt 00 ll

ME | i

G

Periplasma

OFIN]

=
1]
|

MI

i

) . ESBgady
—

-m_
0 ®

ATPase ClpV em laranja ajuda a transportar Hcp (amarelo) e VgrG (verde escuro)
através do envelope da célula. Lip (rosa) € uma lipoproteina putativa de membrana. O
nivel de fosforilacdo de Fha (marrom) regula a atividade do SST6 e a STP (verde
claro) é a fosfatase. IcmF (azul) e DotU (vermelho) s&o proteinas de membrana
interna. IM — Membrana Interna, P — periplasma, OM - Membrana externa, ECM —
Meio Extracelular e PM — Membrana do Hospedeiro (Filloux, Hachani & Bleves, 2008).

Citoplasma

2.3.5.5 Sistema d e Secrecdo do Tipo 3

A infeccdo de uma planta por um fitopatdégeno pode desencadear uma
reacdo de hipersensibilidade (HR), que acontece através da morte celular
programada que limita o ataque dos patégenos, ou pode ainda levar ao
desenvolvimento da doenca (Goodman & Novacky, 1994). A compatibilidade e
incompatibilidade entre a bactéria e a planta sdo controladas por um conjunto

de genes bacterianos que codificam para proteinas efetoras secretadas pelo
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SST3 (Goodman & Novacky, 1994) e seus respectivos receptores vegetais
(Mudgett & Staskawicz, 1998; Hueck, 1998; Goodman & Novacky, 1994). As
proteinas efetoras bacterianas sdo denominadas proteinas Avr (avirulentas) e
as proteinas correspondentes nas plantas denominadas proteinas R (de
resisténcia). Os genes bacterianos necessarios para patogenicidade em
plantas suscetiveis e para desencadear a reacdo de hipersensibilidade em
plantas resistentes foram denominados hrp (de hypersensitive response and
pathogenicity), sendo que aproximadamente nove deles sao altamente
conservados e foram chamados de hrc (Hueck, 1998; Cornelis & van Gijsegem,
2000). Os genes hrp/hrc que codificam para as proteinas do SST3 estédo
agrupados em megaplasmideos (Ralstonia solanacearum) ou no genoma
(Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora e Xanthomonas campestris), nas
“llhas de Patogenicidade” (Hueck, 1998). A expressdao dos genes hrp é
controlada por sinalizadores vegetais e fatores ambientais como pH, forca
osmoética e repressdo metabdlica (Rahme et al., 1992; Xiao et al.,, 1992;
Goodman & Novacky, 1994).

Muitas bactérias gram-negativas patdégenas utilizam o Sistema de
Secrecdo do Tipo 3 (SST3) para injetar as proteinas efetoras dentro das
células eucarioticas, fazendo com que as vias de sinalizacbes das células da
planta sejam alteradas. Essas mudancas podem resultar em um
desarmamento da resposta imune criando um nicho celular para a
estabilizacdo e colonizagdo da bactéria no interior da planta (Hueck, 1998).

O SST3 é uma maquinaria macromolecular que consiste de
componentes estruturais do proprio aparato, das proteinas secretadas,
chaperonas e reguladores citoplasmaticos. O aparato é composto por um corpo
basal que se distribui entre as duas membranas bacteriana e uma agulha
extracelular vinda da superficie da bactéria. O corpo basal possui simetria
rotacional e é composto por dois anéis integrados as membranas e proteinas
periplasmaticas (Yip, 2006, Moraes, 2008). A projecdo da agulha do corpo
basal se da pela polimerizagdo de uma fina agulha. Tanto o corpo basal quanto
a agulha, possuem um canal central que serve de caminho onde as proteinas
secretadas atravessam. Havendo o contato com a membrana celular do

hospedeiro, o SST3 exporta dois tipos diferentes de proteinas: as
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translocadoras, que formam um poro na membrana e as efetoras que trafegam
por este poro até a célula do hospedeiro. Conforme o SST3 funcional é
construido, diferentes estagios durante a montagem requerem substratos
especificos para serem transportados, para atravessarem e cada passo entre

os acontecimentos (Sukhan, 2001).

O SST3 é formado por aproximadamente 20 proteinas, sendo que a
maioria esta localizada na membrana interna da bactéria (Hueck, 1998).
Também fazem parte do sistema uma proteina formadora do poro da
membrana externa e uma ATPase citoplasmatica, provavelmente ancorada a
membrana interna (Hueck, 1998; Thanassi & Hultgren, 2000). Essas proteinas
associam-se em uma estrutura supramolecular que lembra uma seringa com
uma agulha, denominada injectiossoma (Figura 10) (Cornelis, 2006). A agulha
do injectiossoma, denominada “pilus Hrp” em fitopatdogenos, atravessa as
membranas interna e externa, fazendo contato com a membrana do hospedeiro
(Li et al.,, 2002; Hueck, 1998; Galan & Collmer, 1999; Thanassi & Hultgren,
2000; Bittner & Bonas, 2002).

Embora as proteinas estruturais do SST3 sejam conservadas entre 0s
microrganismos que as apresentam, as proteinas secretadas assim como as
translocadoras variam bastante entre as espécies. Esses efetores apresentam
diversas fungdes, tais como: reguladores da secrecéo, facilitadores de injecéo
de outras proteinas e modificadores de estrutura e funcdo de proteinas do
hospedeiro (Greenberg & vinatzer, 2003). A expressdo das proteinas do
sistema de secrecao e a secrecdo em si dos efetores parecem ser estimuladas
pelo contato fisico entre a bactéria e seu hospedeiro (Hueck, 1998).



FIGURA 10 — MODELO ESQUEMATICO DO SST3
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Em A a estrutura basal do sistema. Em B a regido da agulha. C e D sdo imagens de
microscopia eletrénica de varredura do complexo do SST3 de Salmonella entérica. Em
E seccao transversal dos anéis (Marlovits 2006).

2.3.5.5.1 Estrutura do Complexo do SST3
O complexo SST3 é formado por trés partes principais: componentes

extracelulares, complexo da membrana externa bacteriana e o complexo da

membrana interna bacteriana (Figura 11).

FIGURA 11 - ESTRUTURA DOS COMPONENTES DO SST3 E SUAS
LOCALIZACOES
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Modelo do SST3 e seus componentes principais construido com base em estruturas
de cristais de alta resolucao e empacotamento molecular (Yip & Strynadka, 2006).
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2.3.5.5.2 Complexo da membrana interna

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

efetora pelo sistema (Pozidis et al, 2003).

2.3.5.5.3 Complexo de membrana externa

O complexo da membrana externa é parte do corpo basal da agulha e é
formado por subunidades concéntricas de proteinas da familia das secretinas.
Estas proteinas estdo presentes ndo somente no SST3 como também
participam de varios processos de transporte macromoleculares como nos
SST2 e SST4 (Thanassi & Hultgren, 2000). Estas proteinas ndo possuem
homologia de sequéncia nem de estrutura com os componentes da membrana
externa de flagelos. A comparacao de secretinas de diferentes sistemas mostra
similaridades estruturais de 12 a 14 subunidades de secretinas que formam um
poro homomultimerico que atravessa a membrana externa e se projeta no
espaco periplasmatico (Moraes, Spreter & Strynadka, 2008). O dominio C-
terminal destas proteinas esta localizado na membrana externa e o dominio N-
terminal esta no espaco periplasmatico e provavelmente interage com outros
componentes periplasméticos ou da membrana interna (Chami et al, 2005;
Genin & Boucher, 1994).
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2.3.5.5.4 Componentes extracelulares

A porcao extracelular do SST3 pode ser subdividida em trés partes
principais: a agulha, a ponta ou extensao da agulha e o poro de translocacdo
(Moraes, Spreter & Strynadka, 2008). A agulha consiste em um polimero
helicoidal composto por aproximadamente cem coOpias de proteinas de uma
mesma familia (YscF para Yersinia enterolitica). Dados estruturais obtidos a
partir da analise de RMN das proteinas monoméricas Bsal (Burkholderia
pseudomallei) e Prgl (S. typhikmurium) (Wang et al, 2007), a determinacdo da
estrutura cristalografica da proteina MixH de S. flexineri (Deane et al, 2006) e
a estrutura 3D desta porcao obtidas por microscopia eletrénica (Cordes et al ,
2003), permitiram a constru¢ao de modelos atdmicos desta estrutura (Deane et
al, 2006; Moraes, Spreter & Strynadka, 2008). As proteinas da ponta ou
extensdo da agulha parecem estar envolvidas no correto posicionamento do
poro de translocacdo. Como representante dessas proteinas temos a LcrV (Y.
enterolitica) a IpaD (S. flexineri), a BipD (B. pseudomalei) e a EpsA (E. coli),
que sdo translocadores hidrofilicos e podem agir como chaperonas
extracelulares ou plataformas de montagem que auxiliam na formac&do de um
poro funcional na membrana da célula eucariotica (Derewenda et al, 2004; Yip
et al, 2005; Johnson et al, 2007; Muller, Broz & Cornelis et al, 2008).

2.3.5.5.5 Regulacao da expressao dos genes hrp/hrc

Com base em similaridades genéticas, a organizacédo e regulacdo dos
genes hrp/hrc em bactérias fitopatdgenas foram divididos em dois grupos:
grupo | (Ex.:E. amylovora e P. syringae) e grupo Il (Ex.: R.solanacearum e
espécies de Xanthomonas). No grupo | os operons séo ativados pela proteina
HrpL, um membro da subfamilia de fatores sigma de funcdo extra
citoplasmatica (Frederick et al., 2001). Ja no grupo Il a expressao € controlada
por HrpX, um ativador transcricional tipo AraC da familia das OmpR. A analise
do transcriptoma de X. campestris revelou que HrpG, através de HrpX, controla
a regulacao da transcricdo dos genes hrp/hrc e os genes que codificam para as

proteinas efetoras (Figura 12) (Cunnac, Boucher & Genin, 2004). Muitos dos
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genes regulados por HrpX contem um promotor PIP (promotor induzido por
planta) - TTCGC-N15-TTCGC - esta sequéncia pode estar diretamente
envolvida na regulacdo génica por HrpX. Porém, existem ainda promotores
independentes de PIP, como por exemplo os controlados por HrpG com sua
regido promotora especifica (Buttner & Bonas, 2002). R. solanacearum possui
um gene homologo ao hrpX de X. campestris chamado hrpB, que também &
ativado por HrpG. Ja foi comprovado que a transcricdo de hrpG € aumentada
em resposta ao contato direto da bactéria com células da planta (Aldon et al.,
2000). A proteina HrpG ativa a expressdao do gene hrpB, um ativador
transcricional da familia AraC. HrpB ativa a transcricdo dos genes hrp/hrc e de
outros genes localizados fora deste grupo cujos produtos sdo secretados via
maquinaria do SST3 (Genin et al, 1992).

FIGURA 12 - MODELO DE REGULACAO GENICA DO SST3 EM X.
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Sistema de captacdo de sinal do envelope bacteriano (indicado por um ponto de
interrogacao) devido aos estimulos ambientais causando a expressédo de HrpG. HrpG
ativa a expressao dos genes hrp/hrc via HrpX. CW, parede celular; IM, membrana
interna; OM, membrana externa; PM, membrana plasmatica.

A Figura 13 mostra em resumo o funcionamento do SST3 em

patdgenos.
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FIGURA 13 — MODELO DE FUNCIONAMENTO DO SST3
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Modelo do SST3 na bacteria fitopatdgena X. campestris pv vesicatoria. O aparato de secrecéo
consiste de aproximadamente 20 proteinas, nove deles, rotulados aqui por apenas uma letra,
que seriam antecedidas por Hrc (ou Hrp conservadas). Os primeiros substratos que
atravessam o SST3 sdo as PFP - proteinas formadoras do pilus. Uma chaperona aqui
chamada de C é ativada para fazer o transporte das proteinas formadoras do translocon. A
chaperona B capaz de transportar as proteinas efetoras do citoplasma até a maquinaria do
SST3 esta entdo inibida por um chaperona A, que atravessa o sistema liberando seu lugar para
a efetora, que assim se liga e atravessa até a célula do hospedeiro. Uc: Dominio C terminal
reconhecedor. Todo esse sistema requer a atividade de uma ATPase, HrcN. MI, membrana
interna, ME, membrana externa e MH membrana do hospedeiro. (Buttner & He, 2009)

2.3.5.6 SST3 em H. rubrisubalbicans

Dados obtidos no Programa de Sequenciamento Gendmico da bactéria
endofitica H. rubrisubalbicans M1 mostraram a presenca de genes homologos
aos que codificam para as proteinas do SST3. Para investigar o envolvimento
do SST3 na interacdo entre a planta e a bactéria foram construidas duas
estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans M1 nos genes hrcN (TSN) e hrpE
(TSE) (Schmidt, 2009). A proteina HrcN é a ATPase do SST3. Durante o
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processo de exportagdo a ATPase, juntamente com outros componentes
citoplasmaticos, se associa com o complexo de exportacdo na membrana
interna aonde esta proteina forma um anel dodecamérico. O mecanismo de
translocacdo ainda ndo é conhecido, mas a ATPase parece causar dissociacao
das proteinas que serdo exportadas de suas respectivas chaperonas (Muller et
al, 2006). As proteinas que interagem com a ATPase do SST3, como por
exemplo a HrpE tem um papel importante no mecanismo e na regulagédo da
secrecédo (Jhonson & Blocker, 2008). As estirpes mutantes hrcN e hrpE né&o
causaram a doenca da estria mosqueada em cana de acUcar B-4362 (Figura
14). Essas estirpes também ndo provocaram lesdes nas folhas de Vigna
unguiculata (Schmidt et. al., 2012). Esses resultados indicam que os produtos
dos genes hrcN e hrpE estdo envolvidos com o comportamento fitopatogenico
de H. rubrisubalbicans M1. Nosso objetivo é verificar se este sistema esta
envolvido com o comportamento endofitico promotor do crescimento vegetal

desta bactéria.
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FIGURA 14 — INOCULACAO DO CULTIVAR B-4362 DE CANA-D E-ACUCAR
COM DIFERENTES ESTIRPES DE H. rubrisubalbicans

A. Plantas de cana-de-aclcar da variedade B-4362 na o inoculadas. As figuras
mostram trés plantas controle de cana-de-acucar da variedade B-4362 inoculadas com
meio sem bactérias. Os colmos foram germinados em terra autoclavada e regados
com meio nutritivo para plantas. As fotos foram tiradas cinco meses apés a
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germinacdo. B. Canas-de-acUcar da variedade B-4362 inoculadas com H.
rubrisubalbicans estirpe M1. A figura mostra trés plantas de cana-de-aclUcar da
variedade B-4362 inoculadas com H. rubrisubalbicans estirpe M1 (10° células). Os
colmos foram germinados em terra autoclavada, quatro meses depois inoculados com
H. rubrisubalbicans M1. Quinze dias depois da inoculacdo as fotos foram tiradas. As
flechas indicam pontos de colonizacdo da bactéria aonde se desenvolveu a doenca da
estria mosqueada. C. Canas-de-acucar da variedade B-4362 inoculadas com H.
rubrisubalbicans estirpe mutante TSE. Trés diferentes plantas de cana-de-aglcar da
variedade B-4362 germinadas em terra autoclavada e inoculadas com H.
rubrisubalbicans TSE (hrpE’) (10° células) quatro meses ap6s germinagéo. As fotos
foram tiradas quinze apds a inoculacdo da bactéria. Os sintomas da doenca da estria
mosqueada ndo apareceram (Schmidt et al, 2012).

2.4 ORGANISMOS DIAZOTROFICOS E SUAS RELACOES COM
GRAMINEAS

Varios estudos tém mostrado o efeito positivo da inoculacdo de bactérias
diazotréficas endofiticas em gramineas, especialmente de cana-de-acUcar e
arroz, levando ao aumento da contribuicdo da Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN), além da promocdo do desenvolvimento radicular, e aumento de
biomassa e produtividade (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993; OLIVEIRA et al.,
2002). Diversas pesquisas visando desenvolver inoculantes com melhores
misturas de bactérias endofiticas tém sido realizadas. No entanto, ja estd bem
definido que o sucesso da associacdo ndo depende somente da selecéo de
melhores estirpes de bactérias, mas ele € dependente também do gendtipo da
planta (GYANESHER et al., 2002; KENNEDY et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2006).

Diferencas de comportamento entre gendtipos vegetais em relacdo a
associacdo com diazotréficos endofiticos forneceram as primeiras evidéncias
de que genes da planta controlam, pelo menos em parte, 0 sucesso da
associacdo. Estudos de diluicdo isotépica de >N mostraram que em alguns
cultivares de cana-de-acucar a obtencao de nitrogénio pela fixacéo biologica de
nitrogénio (FBN) € bem maior do que em outros, indicando que fatores
genéticos da planta participam do controle da eficiéncia do processo de FBN
(URQUIAGA et al., 1992). Além disso, para garantir o sucesso da associacéo
com os endofiticos, a planta deve manter um controle estringente sobre os

processos de invasdo e proliferagcdo das bactérias para estabelecer um tipo
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endofitico e ndo patogénico de associacdo. Evidéncias do controle da planta
sob o carater endofitico da associagdo sdo mostradas pelos gendtipos de cana
de aclUcar que s&o susceptiveis, por exemplo, a H. rubrisubalbicans,
desenvolvendo a doenca da estria mosqueada, devido a uma proliferacédo
acentuada das bactérias, que obstruem os vasos do xilema (OLIVARES et al,
1997).

No estabelecimento da associagéo, existe uma conversa inicial planta-
bactéria que indica a planta se as bactérias sdo benéficas e ndo patogénicas,
ou patogénicas e ineficientes. Em um segundo momento, entdo, vias de
sinalizacao da planta conseguem distinguir o status da associacgéo e ativar e/ou
reprimir genes envolvidos em respostas de defesa e de promocao do

crescimento vegetal.
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3. JUSTIFICATIVA

O projeto de sequenciamento do H. rubrisubalbicans M1 permitiu a
identificacdo de um “cluster” hrp, cujos produtos génicos compdem a
maquinaria do sistema de secrec¢do do tipo 3, responsavel por injetar proteinas
efetoras produzidas pela bactéria dentro da célula hospedeira eucariotica.
Estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans nos genes hrpE e hrcN foram
incapazes de causar a doencga da estria mosqueada na variedade de cana de
acucar B-4362, indicando que o SST3 é importante para o desenvolvimento
desta doenca. Neste trabalho efeitos da inoculacdo destes mutantes em outras
variedades vegetais ndo compativeis sado analisados, elucidando assim se a
participacdo do sistema de secrecdo do tipo 3 estd somente no poder
patogénico da bactéria.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Determinar se o sistema hrp estd envolvido com o comportamento
endofitico promotor do crescimento vegetal em Herbaspirillum rubrisubalbicans
M1.

4.2 Objetivos especificos

* Verificar se a inoculacdo das estirpes mutantes hrpE e hrcN de H.
rubrisubalbicans causam altera¢gBes histolégicas na folha de cana de
acucar diferentes daquelas observadas quando esta é inoculada com a
estirpe selvagem de H. rubrisubalbicans;

» Determinar o efeito da inoculacdo de plantulas de arroz e milho com as
estirpes mutantes hrpE e hrcN de H. rubrisubalbicans;

» Determinar o perfil de proteinas secretadas de estirpes selvagem de H.
rubrisulbalbicans cultivadas na presenca do extrato de cana de acgucar
B-4362;

* Identificar os spots proteicos diferencialmente expressas em H.
rubrisubalbicans  durante a  associacdo  bactéria-planta  por

espectrometria de massa.



5. MATERIAL E METODOS

5.1 Bactérias

33

As bactérias que foram utilizadas estao descritas na Tabela 1.

TABELA 1- Estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans

Bactéria Gendtipo/Fend tipo

Fonte/Referéncias

Herbaspirillum rubrisubalbicans

Estirpe

M1 Estirpe selvagem (BALDANI et al.,
1996)

TSE M1 hrpE’, Tc®, KmR (SCHMIDT, 2012)

TSN M1 hrcN, TcR (SCHMIDT, 2012)

5.2 Condicdes de cultivo

5.2.1 Meios empregados para o cultivo de H. rubrisubalbicans

As estirpes de H. rubrisubalbicans foram cultivadas a 30°C em meio
NFbHP-malato (KLASSEN et al., 1997) (TABELA 2) contendo como fonte de

nitrogénio 20 mmol/L. As culturas foram crescidas sob agitacao (120 rpm) por

18 a 24h.




TABELA 2 — COMPOSICAO DO MEIO NfbHP-Malato

Solucéo de Oligonutrientes:

gramas/Litro
MgSO,.7H,0 0,2
NacCl 0,1
Malato de sddio 5,0
CaCl, 0,02
Acido nitrilo triacético 0,056
FeS0O,.7H,0O 0,02
Biotina 0,0001
Solucéo de Oligonutrientes 10 mL
Solucéo de fosfatos 50 mL
gramas/Litro
MgS0O,.7H,0O 0,2
NacCl 0,1
Malato de sddio 5,0
CacCl, 0,02
Acido nitrilo triacético 0,056
FeS0,.7H,0 0,02
Biotina 0,0001
Solucéo de Oligonutrientes 10 mL
Solucao de fosfatos 50 mL
gramas/Litro
Na,Mo,.2H,0 1
MnSQO,4.H,0 1,175
H3BO3 1,4
CuS0,.5H,0 0,04
ZnS0O,.7H,0 0,12
Agua destilada q.s.p. 1 Litro

34

ApoOs o preparo o meio foi autoclavado por 20 minutos a 120°C a 1 atm.
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No momento do uso foi misturado o cloreto de amonio ou glutamato de sédio
(estocados a 1 mol/L) nas concentracdes adequadas, e 5% (v/v) da mistura de
fosfatos (159,4 g/L de KH,PO4 e 17,8 g/L de K;HPO,).

Para o preparo dos meios NFbHP semi-sélido e sélido foram

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

5.2.2 Antibi6ticos

Foram utilizados os antibi6ticos nas concentragdes descrita na tabela 3.

TABELA 3: ANTIBIOTICOS

Antibiético Concentracéo final para culturas

de H. rubrisubalbicans

Tetraciclina (Tc) 10 pg/mL

Estreptomicina 80 pg/mL
(Sm)

Canamicina (Km) 500 pg/mL

As solucdes estoque dos antibibticos estreptomicina e canamicina foram
preparadas em 4gua destilada autoclavada, esterilizadas por filtragdo (Millipore
HAWP 0,22 um) e mantidas a -20°C. A solucdo estoque de tetraciclina foi

preparada com etanol, e armazenada a — 20° C.

5.2.3 Manutencao das estirpes bacterianas

As estirpes de H. rubrisubalbicans foram estocadas a temperatura
ambiente em meio NFb-Malato semi-sdlido suplementado com 20 mmol/L de
NH,CI.
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5.3 MICROSCOPIA DE LUZ E ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Amostras das folhas da cana de agucar B-4362 foram coletadas 21 dias
apos a inoculagdo com a estirpe M1, TSE e TSN de H. rubrisubalbicans e Smrl
de H. seripedicae e fixadas em glutaraldeido 2,5% (v/v) e 4% de formaldeido
(em tampao fosfato 50 Mm). Os cortes foram preparados de acordo com James
e colaboradores (1994) tanto para microscopia Otica quanto para microscopia
eletrbnica de transmisséo. Os procedimentos foram executados no Laboratério

de Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense.

5.4 INOCULACAO DAS ESTIRPES DE H. rubrisubalbicans SELVAGEM M1
E MUTANTES TSN E TSE EM VEGETAIS

5.4.1 Cultivares vegetais

Neste trabalho foram utilizadas sementes de arroz dos -cultivares
Nipponbare, Soberana e Maravilha, e sementes de milho hibrido simples da
linhagem Pioneer cv. 30F53. A cana de acucar utilizada foi do cultivar B-4362 e
as plantulas de cana-de-acucar micropropagadas utilizadas nesse projeto
foram cedidas pelo Laboratério de Micropropagacdo de Plantas do Dept® de
Fitotecnia da UFPR.

5.4.2 Desinfec¢cao das sementes

As sementes de arroz, previamente descascadas e as de milho foram
esterilizadas superficialmente pela imersdo em etanol 70% por 1 minuto,
seguida de incubacdo em uma solucéo de hipoclorito de sddio 1% e Tween 20
0,02% por 20 minutos. As sementes foram entdo lavadas trés vezes com agua
destilada esteéril.
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5.4.3 Condic¢des de cultivo

ApoOs a esterilizacdo das sementes de arroz e milho foram preé-
germinadas em placas de petri contendo Agar-agua (1,5 gramas de agar para
100 ml de 4gua) autoclavado. As placas foram embrulhadas em papel aluminio
e colocadas em estufa a 25 °C por 48 horas para o milho e 5 dias para arroz.
Trinta plantulas foram inoculadas em 30 mL de cultura bacteriana (108 células)
e transferidas individualmente para tubos contendo meio Hoagland semi-solido
e bolinhas de polipropileno. Para preparacdo do meio Hoagland (Hoagland &
Arnon, 1938), solucdes estoque foram preparadas conforme a tabela 4 e a

partir dessas a solucao final era preparada.

TABELA 4 - COMPOSICAO DO MEIO HOAGLAND

Componente Solugéo estoque (g/L) mi. de estogue/L solugao
final
KNO; 2M 202 25
Ca(NOs). 4H,0 2M 472 25
Fe-EDTA 15 5
MgSO,. 7H,0 2M 293 T
NH,NO; 1M 80 T
H3BO; 286
MnCl,. 4H,0 1,81
ZnS0,. 7 H,0 0,22 1
CuSO, 0,051
H;MoO,. 2H,0 0.09
KH,PO, 1M 136 0.5

As plantas de cana de agucar micropropagadas foram cedidas em meio
minimo. Para a execucdo do experimento elas foram transferidas para tubos
contendo meio liquido MS (Tabela 5) e 14 dias depois as raizes foram

inoculadas. Para os experimentos de microscopia 0s colmos de cana de agucar
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foram plantados em vasos contendo terra autoclavada e foram regados em

dias alternados ou conforme a necessidade.

TABELA 5 - COMPOSICAO DO MEIO MS

Solucédo Concentracéo (g/L)
NH4NO; 1,65
KNO3; 19
HsBO3 6,2.10°
KH,PO, 0,17
KI 8,3.10”
Na,Mo00,.2H,0 0,44
CoCl,.6H,0 2,5.10”
Cacl,.2H,0 0,44
MgS0,.7H,0 0,37
MnSO,.H,0O 0,0169
ZnS0,.7H,0 8,6.10°
CuS0,4.5H,0 2,5.10°
Na,EDTA 0,03725
FeS0O,.7H,0O 0,02785
Tiamina 1.10°
Glicina 2.10°
Piridoxina 5.10°
Acido nicotinico 5.10°
Mio-Inositol 0,1
Sacarose 30

5.4.4 Preparo dos inoculos de H. rubrisubalbicans

As estirpes foram crescidas por 24 horas ou até atingir D.O. g0 1,0 em
meio NFbHP-malato, com adi¢cdo de 50 mmoL/L de solucdo estéril de fosfatos
(159,5 g/L de KH,PO,4 e 17,8 g/L de K;HPO,), 20 mmol/L de cloreto de amoénio
(NFbHPN) e antibiotico.
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5.4.5 Inoculacao das plantas com H. rubrisubalbicans

As plantas de cana de agucar micropropagadas foram inoculadas apés
enraizamento e tinham de 3 a 4 folhas. Apés a inoculacao elas foram mantidas
em um fotoperiodo de 12 horas com temperatura controlada (25°C).

As plantas de cana de acgucar foram inoculadas por infiltracdo direta das
bactérias no colmo. Com auxilio de uma seringa estéril, 1 mL da cultura em
uma D.O. g0 1,0, foi injetada 3 cm abaixo do inicio da primeira folha, no colmo.
As plantas controle foram inoculadas com salina estéril.

As plantulas de arroz foram inoculadas, cinco dias ap0s a germinacao,
com as estirpes de H. rubrisubalbicans. 30 plantulas foram incubadas com 30
mL de cultura D.O. g0 1,0 em placas de petri por 15 minutos. As plantas foram
transferidas para tubos individualmente e mantidas em casa de vegetacdo com
temperatura e umidade controladas, iluminadas por fotoperiodo de 16 horas.

Trés dias ap0s a germinacdo as plantulas de milho foram inoculadas.
Para cada planta foi inoculado 1 mL da cultura da bactéria em D.O. g0 1,0. As
plantas foram transferidas para tubos que foram mantidos a temperatura

constante (25°C) e fotoperiodo de 16 horas.

5.5 DETERMINACAO DO NUMERO DE BACTERIAS H. rubrisubalbicans
M1, hrpE E hrcN COLONIZANDO ENDOFITICAMENTE FOLHAS E
RAIZES DE ARROZ, MILHO E CANA MICROPROPAGADA.

Para determinar o nimero de bactérias endofiticas, as folhas e as raizes
do arroz, milho e cana de acucar micropropagada foram desinfectadas
superficialmente com hipoclorito 6% (1 minuto) e etanol 70% por mais um
minuto, lavadas com agua, cortadas, pesadas e maceradas em 1 mL de
solucéo salina estéril. Com os macerados foram feitas diluicdes seriadas em
salina e plaqueadas em forma de gota (10ul) em NFbHPN-malato solido e
incubadas em estufa a 30°C. Trinta horas depois as microcolonias foram

contadas e o numero de bactérias por grama de folha foi determinado.
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5.6 DETERMINACAO DO COMPRIMENTO E PESO SECO DAS RAIZES E
FOLHAS DE PLANTULAS DE MILHO E ARROZ INOCULADAS COM
H. rubrisubalbicans M1, hrpE E hrcN.

Para determinacdo do comprimento das folhas e raizes foi utilizado uma
régua milimétrica, sendo medidos sempre a raiz principal e a folha central de
cada planta. Quinze plantas por experimento foram medidas e o experimento
foi repetido trés vezes.

Para verificacdo do peso seco as plantas foram seccionadas em parte
aérea e raiz e colocadas em envelopes de papel. Cada envelope continha 5
plantas e trés envelopes de cada tratamento foram necessarios para a
execucdo do experimento. Esses envelopes foram secos e pesados
previamente. O peso foi determinado em balanca analitica diariamente até
alcancar valor constante. A andlise estatistica das repeti¢des foi feita utilizando
o teste t-student.

5.7 ANALISE PROTEOMICA

5.7.1 Preparo da amostra para analise prote6mica

Para determinacdo das proteinas secretadas pela estirpe M1 de H.
rubrisubalbicans M1 na presenca e auséncia de extrato de cana foi feito um gel
2D e as proteinas que apresentavam um padrdo diferenciado nas condi¢des
testadas foram identificadas por espectrometria de massa.

O extrato de cana de acgucar utilizado para o cultivo da bactéria foi
obtido da cana de agucar B-4362, utilizando um moedor de cana para extragdo
do caldo. O extrato (800 mL) foi centrifugado a 15°C a 18800 g por 30 minutos
por 3 vezes para a retirada de toda a fibra, em seguida o extrato foi filtrado em
membrana de 0,22 um de espessura com o auxilio de uma bomba de vacuo e
entdo armazenado em freezer —70°C. O extrato de cana foi utilizado numa
concentracéo de 5%, sendo adicionado ao meio (NfbHPN) antes da inoculag&o
de H. rubrisubalbicans M1 no dia do preparo das células. E o tratamento
controle consistiu na inoculacdo em meio sem a suplementacdo com extrato de

cana. Apos aproximadamente 6 horas de crescimento, a cultura suplementada
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com caldo de cana atingiu D.O.gp0 de 0,4. As células sem o caldo de cana
atingiram D.O.gp de 0,36 neste mesmo tempo, quando foram submetidas ao

experimento.

5.7.2 Proteinas bacterianas secretadas

As culturas foram centrifugadas duas vezes por 20 minutos a 6.000 g de
rotacdo, o sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de policarbonato
de 0,4 pym para retirada de células remanescentes. Um inibidor de proteases
(GE) foi adicionado e as proteinas foram concentradas em coluna da Milipore,
com retencao de 10 KDa, centrifugando a 4.000 g até atingir o volume final de
2 mL. As proteinas foram precipitadas utilizando fenol (1 volume). As proteinas
foram incubadas por 12 horas em acetato de amoénio 0,1 M (preparado em
metanol). A solucéo foi centrifugada por 15 minutos a 10.000 g e o pellet
ressuspendido em 50 yL de agua. Foram adicionados 950 uL de acetona e a
amostra ficou incubando por 4 horas a -20°C. A amostra foi centrifugada
novamente a 10.000 g por 15 minutos, a acetona retirada e o precipitado de
proteina dissolvido em solucdo de lise (7 mol/L uréia, 2 mol/L tiouréia, 4%
CHAPS e 0,5% Pharmalyte pH 3 — 10).

5.7.3 Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada segundo a técnica descrita
por Bradford (1979) utilizando como padrdo a albumina de soro bovino (BSA).
Devido a interferéncia da solucdo de lise nesta técnica, a solucdo de lise

(mesmo volume da amostra a ser dosada) foi adicionada ao branco.

5.7.4 Isoeletrofocalizacéo (IEF)

A isoeletrofocalizacdo das proteinas foi realizada em aparelho IPGphor
(GE Healthcare). A IEF foi feita em tiras IPG com gradiente imobilizado de pH
(GE Healthcare). A faixa de pH foi de 4 a 7 linear em tiras de 13 cm.

Previamente a IEF, 400 pg de proteina foram misturadas com o tampao
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de reidratacdo (8,5 mol/L de uréia, 2% de TWEEN 20, 2% CHAPS, 1% de IPG
buffer pH 4-7, 20 mmol/L de DTT e 0,002% de azul de bromofenol) (SHUKLA,
2006), totalizando um volume final de 250 pL para a aplicagdo em um suporte
de tamanho correspondente a tira. Antes, porém, da aplicacdo a amostra foi
homegeneizada em vortex e em seguida centrifugada a 10000 rpm por 5
minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado no suporte
sem formar bolhas e em seguida a tira com pH imobilizado foi posicionada com
o gel voltado para a solugcéo contendo a amostra e cobertas com 1 mL de 0leo
mineral (Dry Strip Cover Fluid). A rehidratacéo foi por 16 horas a 50 V. Apés a
reidratacdo teve inicio a isoeletrofocalizacdo que ocorreu em quatro etapas:
500 Vhr, 800 Vhr, 11.300 Vhr e 16.000 Vhr, totalizando 29.400 Vhr. Apos a IEF
as tiras foram imediatamente equilibradas ou armazenadas em congelador —

70°C para posterior utilizacao.

5.7.5 Equilibrio das tiras de gradiente de pH imobi  lizado

ApOs a isoeletrofocalizagcéo as tiras foram equilibradas por 30 minutos
em 5 mL de tampéao de equilibrio, contendo 50 mmol/L Tris-HCI, 6 mol/L uréia,
30% (p/v) glicerol e 2% (p/v) SDS em 50 mmol/L de tampé&o Tris-HCI, pH 8,8 e
0,002% (v/v) de solucdo de azul de bromofenol. Esta etapa foi repetida uma
vez, sendo que na primeira etapa foram adicionados 50 mg de ditiotreitol (DTT)
ao tampao de equilibrio e ao segundo passo 200 mg de iodoacetamida. Apos
os dois passos de equilibrio as tiras foram lavadas com agua destilada,
submersas por alguns minutos em tampéao de corrida (3 g Tris-base, 14 g de
glicina, 1 g SDS por litro dH,0) (LAEMMLI, 1970) e imediatamente submetidas

a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE).

5.7.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida na pres enca de SDS (SDS-
PAGE)

A eletroforese das proteinas contidas nas tiras IPG foi feita em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) utilizando a tecnologia
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descrita por Laemmli (1970). O gel de separacao foi usado na concentracdo de
12,5% de poliacrilamida (Proporcdo de Acrilamida e Bis-acrilamida: 29:1). A
eletroforese foi feita em géis de 18 cm x 16 cm em cuba Hoefer SE 600 Ruby
(GE Healthcare). As tiras foram posicionadas horizontalmente no topo do gel
de forma a manter pleno contato com este e em seguida cobertas com 2 mL de
solugdo de agarose morna (1% de agarose, 1% de SDS e tragos de azul de
bromofenol). A corrida do gel foi feita limitando-se a corrente a 45 mA por gel
até o azul de bromofenol atingir o limite inferior do gel. Durante a corrida a
temperatura foi mantida a 11°C por meio de refrigeracdo com circulador

termostastico.

5.7.7 Visualizacéo dos geéis

Os géis bidimensionais foram primeiramente fixados por no minimo 60
minutos na solucdo de 5 mL de acido o-fosférico 85%, 100 mL de metanol e
agua g.s.p 500 mL. Em seguida os géis com as proteinas fixadas foram
visualizados através da coloracdo por Coomassie Blue. Os géis corados com
Coomassie permaneceram pelo menos 12 horas em solucdo de Coomassie
Brilliant Blue G-250 (NEUHOFF et al. 1985) foram descorados pela lavagem

sucessiva com agua.

5.7.8 Captura das imagens

As imagens dos géis bidimensionais foram digitalizadas utilizando o

scanner ImageScannner da GE Healthcare.

5.7.9 Andlise dos géis

A analise dos géis bidimensionais foi realizada utilizando o Programa
Imagemaster 2D Platinum, versao 6.0 (GE Healthcare). A subtracdo do fundo
foi feita utilizando o modo no spot. A deteccdo de pontos protéicos foi feita
automaticamente seguida de correcbes manuais. O volume dos pontos
protéicos detectados foi normalizado utilizando o modo de normalizacdo de

volume total de pontos protéicos, no qual o volume de cada ponto € dividido
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pelo volume total dos pontos detectados e multiplicado por 100. Os géis
representativos de cada condigdo foram comparados para verificar diferencas
de expressdo. Pontos protéicos com relacdo de volume normalizado inferior a

0,6 ou superior a 1,5 foram considerados como expressos diferencialmente.

5.7.10 Retirada de proteinas dos géis bidimensionai s

A retirada de proteinas para andlise por espectrometria de massa foi
feita com auxilio de uma ponteira de 1 mL estéril e com a ponta cortada. As
proteinas foram retiradas e armazenadas em tubos tipo eppendorf ou placas de
96 pocos em freezer —70°C.

5.7.11 Preparo das amostras para analise espectromé trica

Os pontos proteicos foram digeridos no gel com tripsina como descrito
por Shevchenko e colaboradores em 1996. As bandas foram cortadas do gel e
divididas em pedacos menores (1 mm?). Os pedacos do gel foram descorados
em solucdo de acetonitrila 50% , bicarbonato de aménio 25mmol/L pH 8,0 com
lavagens de 1 hora com volumes de 400 L e trocas de solucéo até a completa
transparéncia dos pedacos de gel e remocao total do Coomassie e SDS. Em
seguida o descorante foi removido e os pedacos de gel desidratados com 200
pL de acetonitrila 100% por 5 minutos. Este procedimento foi repetido uma vez
mais no caso dos pedacos de gel nao ficarem opacos. A acetonitrila foi
removida e 0s géis secos em Speed Vac por 15 minutos. Na etapa de digestdo
enzimatica os geéis foram reidratados com 15 pL de uma solucédo de tripsina
(concentracdo final 20 ng/uL) diluida em 40 mmol/L de bicarbonato de amoénia
mais 10% de acetonitrila. Os pedacos do gel foram mantidos no gelo durante
30 minutos para a penetracdo da tripsina no gel sem que se inicie a digestao.
ApoOs esse tempo o gel foi incubado por 16-24 horas a 37°C. O sobrenadante
resultante dessa incubacéo foi utilizado para analise de espectrometria de
massa.

A matriz utilizada para analise por MALDI TOF foi uma solucdo saturada
de acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico em acetonitrila 50%, TFA 0,1%. 1 uL da

solucdo da matriz foi misturada com 1 pL da solucdo de peptideos, e 1 UL
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dessa mistura depositado em placa de MALDI TOF, que foi deixada a
temperatura ambiente até secar completamente. Em outros pontos da placa foi
depositada também a mistura de padrBes peptidicos para a calibracdo do
equipamento de MALDI TOF.

5.7.12 Andlise espectrométrica através de MALDI TOF  TOF

As analises espectromeétricas dos peptideos resultantes da digestdo com
tripsina foram feitas em equipamento Maldi-TOF TOF (Bruker Daltonics). O
método de aquisi¢cao utilizado foi 0 modo de deteccéo tipo refletor para ions
com polaridade positiva.

5.7.13 Identificacédo das proteinas

Para a identificacdo das proteinas foi utilizado o programa Mascot
(<http://www.matrixscience.com/>) juntamente com os valores das massas
tripticas obtidas pelas analises espectrométricas em MALDI-TOF TOF, os
valores de ponto isoelétrico (pl) e massa molecular (MM) determinados
experimentalmente. A tolerancia para a MM foi de £10% e os valores de pl
serdo especificados conforme a faixa de pH utilizada para isoeletrofocalizacéo
(PH 4 — 7). A base de dados escolhida foi a sequéncia gendmica de H.
rubrisubalbicans M1. Foram consideradas as modificacbes de residuos de

cisteina pelo tratamento com iodoacetamida.

5.8 ANALISE DE BIOINFORMATICA DO GRUPAMENTO GENICO
hrp/hrc

Para a analise do grupamento génico hrp/hrc de H. rubrisubalbicans M1
foi usado o programa Blastx foi utilizado, comparando sempre com o banco de
dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As provaveis regibes promotoras
do operon foram determinadas baseando-se na sequéncia consenso HrpL-
dependente (GGAACC-N15-CCACTCAAT) (Xiao et al, 1994; Wei & Beer, 1995;
Fouts et al, 2002; Ferreira et al, 2006).
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O alinhamento das sequéncias de proteinas foi feito utilizando o
programa Needle tool (EMBL-EBI web site - www.ebi.ac.uk).
A identificacdo das proteinas efetoras do SST3 também foi feita

utilizando o programa EffectiveT3 (http://www.effectors.org/).

5.9 ANALISE FILOGENETICA

As analises filogenéticas foram feitas usando o programa MEGA versao
5 (Tamura et al, 2011). As sequéncias de DNA foram obtidas a partir do banco
de dados GenBank, traduzidas a aminoéacidos e alinhadas utilizando o
programa Muscle (Edgar, 2004), com as seguintes alteracdes nos parametros
padrdo: gap opening -12; gap extension -1; e hydrophobicity multiplier 1. A
redundancia de sequéncias com distancia "p" menor que 0,1 foi removida,
mantendo somente uma sequéncia representante. As sequéncias de
aminoacidos alinhadas foram convertidas novamente a nucleotideos e
utilizadas para as analises filogenéticas. O alinhamento da sequéncia de
proteinas permite o uso de uma matrix de substituicdo e evita a insercdo de
gaps em locais que dividam os codons. O método Maxima Verossimilhanca (do
inglés, Maximum Likelihood - ML) foi utilizado para testar os modelos
evolucionario, sendo o melhor resultado obtido para o modelo de Tamura 3-
parametros, com distribuicdo gama e sitios invaridveis. O modelo selecionado
foi utilizado para construir uma arvore filogenética usando o método ML com
1.000 replicatas bootstrap. Opcoes para delegcédo parcial com cobertura de 95%
e um arvore filogenética construida com o método Neighbor-Joining (NJ)
usando o modelo de Kimura 2-parametros para calculo das distancia genéticas
e 10.000 replicatas bootstrap foi usado como uma arvore inicial para o método
ML. Edicdo da arvore filogenética obtida foi feita no programa FigTree versao
1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk).
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6. RESULTADOS

6.1 Organizacao dos genes hrp/hrc de H. rubrisubalbicans M1

H. rubrisubalbicans M1 contém um grupamento génico de 21kb
composto por 26 genes, a busca por similaridade no banco de dados GenBank
mostrou que a maioria das proteinas codificadas sdo homologas a proteinas
estruturais do Sistema de Secre¢édo do Tipo 3 sendo cinco hrp, nove hrc, e
doze genes codificando para proteinas hipotéticas (GenBank accession
JN256203) (Figura 15).

A comparacdo do grupamento génico hrp/hrc de H. rubrisubalbicans M1
com o de H. seropedicae SmR1 mostrou que os genes estdo distribuidos de
uma maneira muito parecida (Figura 15). No entanto, a comparacdo de
sequéncias das proteinas codificadas pelos genes hrp/hrc dos dois organismos
mostrou que somente cinco das 26 proteinas tem identidade maior que 70%
(Tabela 6). O grau de identidade entre as proteinas homologas dos dois
organismos varia de 11% (proteina hipotética 6) a 86% (HrcS), e a similaridade
varia de 17 a 97% (Tabela 6).
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FIGURA 15 - COMPARACAO DO AGRUPAMENTO GENICO hrp/hrc  DE H.
rubrisubalbicans COM ORGANISMOS RELACIONADOS
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Comparacao do agrupamento génico hrp/hrc de H. rubrisubalbicans M1 (JN256203),
H. seropedicae SmR1 (NC014323), Ralstonia solanacearum CFBP 2957 (FP885907 -
plasmidio RCFBPv3 _mp), Xanthomonas campestris pv campestris (AE008922),

Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (AE016853) e Erwinia amylovora
ATCC49946 (FN666575). Genes homologos séo indicados pela mesma cor.

A organizacdo estrutural dos genes hrcUhrcThrcShrcRhrcQ e
hrpBhrcJhrpDhrpE de H. rubrisubalbicans é similar a organizacdo génica
encontrada em H. seropedicae, Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora,
and Pantoea stewartii (Figura 15). Os genes hrpL and hrpG (JN256211), que
provavelmente codificam para as proteinas regulatérias HrpL and HrpG podem
ser as responsaveis pela expressdo dos genes do SST3 de H.
rubrisubalbicans. O gene hrpL esta localizado em uma das pontas do
grupamento génico hrp/hrc, ja o gene hrpG esta localizado a aproximadamente
10 kb a jusante do gene hrcC que esta na ponta oposta a de hrpL. Na regido
promotora do gene hrpL néo foi encontrado um promotor dependente de ¢°*
diferentemente do que foi encontrado na regido promotora do gene hrpL de
Pseudomonas syringae pv. maculicola (Cornelis & VanGijesegen, 2000;

Hendrickson, Guevera & Ausubel, 2000).
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COMPARACAO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS

HOMOLOGOS DAS PROTEINAS Hrp/Hrc de H. rubrisubalbicans e H.

seropedicae

NuUmero de aa

Proteina Homologia (nimero de acesso no Gene Bank)  dentidlade/Positivos H.rubrisubalbicans
/H.seropedicae
HrpL ref YP_003774207.1 RNA polimerase fator sig@da 57.1% /67.2% 202/244
Hrorfl  Ref YP_003774208.1 proteina hipotética Hsev@1 20.2%/30% 277/349
Hrorf2  Ref YP_003774209.1 proteina hipotética Hs@7®2 28.2%/42.5% 171/127
Hrorf3  Ref YP_003774210.1 proteina hipotética Hs@v83 37.9%/57.8% 101/108
Hrorf4  Ref YP_003774211.1 proteina hipotética Hs@v84 39.9%/56.9% 145/151
Hrorf5 Ref YP_003774212.1 proteina hipotética Hsev@5 46.6%/63.1% 94/99
HreV |r_(|erfc\\/(P_003774213.1 proteina transmembrana do SST383_5%/ 90.9% 689/695
Hrorf6  Ref YP_ 003774214 firoteina hipotética Hsero_0787 10.9%/16.5% 168/29
Hrorf7  Ref YP_003774215.1 proteina hipotética Hs@v88 43.6%/64% 141/170
HrpQ  ref YP_003774216.froteina do SST3 HrpQ 48.6%/62.2% 345/344
HrcN ref YP_003774217 .proteina do SST3 ATP sintase 83.3%/89.5% 459/460
HrpO  ref YP_003774218.1 proteina hipotética Hser§10 46.5%/58.8% 157/170
Hrorf8  Ref YP_003774219.1 proteina hipotética Hs@v®2 31%//43.2% 202/218
HrcQ  ref YP_003774220.1 Proteina do SST3 35.3%%45. 365/400
HrcR |r_(|erfCF\{(P_003774221.1 protein transmembrana do SST3 80.9%/92.7% 219/220
HrcS ref YP_003774222.1 proteina do SST3 HrcS .298M6.6% 87/87
HrpX  ref YP_003774222.proteina do SST3 HrcS 76.9%/90.2% 264/262
HrcU |r_(|erfCl\J(P_003774224.1 proteina transmembrana do SST364.7%/77.1% 366/371
Hrorfd  Ref YP_003774225.1 proteina hipotética Hs@r®8 26.6%/35.8% 184/176
HrpB  Ref YP_003774226.1 proteina do SST3 HrpB 5219%o 133/134
HrcJ ref YP_003774227 lipoproteina do SSt3 HrcJ 65.1%/76.4% 282/292
HrpD Ref YP_003774228.1 proteina ligadora HrpD 36%/47.4% 208/215
HrpE  ref YP_003774229.froteina do SST3 HrpE 38.3%/53.8% 202/233
Hrorfl0 Ref YP_003774230.1 proteina hipotética Hsegé®3 64.9%/83.1% 75177
Hrorfll Ref YP_003774231.1 proteina hipotética Hs@804 45.3%/60.4% 138/137
HreC ref YP_003774232.1proteina tranmembrana dos SST 2 e 64.2%/75.4% 701/693

3 HrcC

Os organismos que contém genes do SST3 podem ser divididos em dois
grupos de acordo com a ordem dos genes no grupamento génico hrp/hrc
(Cornelis & van Gijsegem, 2000). Erwinia sp., Pantoea sp., Pectobacterium
sp., e Pseudomonas sp. fazem parte do grupo I. Neste grupo estado presentes
somente Gammaproteobacteria, indicando que ele é taxonomicamente
uniforme. Todos os membros desse grupo possuem o gene hrpL, que codifica
para um fator sigma alternativo. A HrpL regula a expresséo dos genes hrp/hrc
dos membros do grupo | (Wei & Beer, 1995; Xiao et al, 1992; Frederick et al,
2001). Entre os membros do grupo Il encontramos Betaproteobacteria como
Ralstonia sp., e Burkholderia sp., e também Gammaproteobacteria, como

Xanthomonas sp. Os integrantes deste grupo ndo possuem o gene hrpL mas
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possuem o0s genes hrpB or hrpX, que codificam para reguladores
transcricionais da familia AraC (Tang, Xiao & Zhou, 2006). Os membros do
grupo Il possuem a proteina HrpG que esté envolvida na expressdo dos genes
hrp/hrc. A filogenia do gene hrcN mostrou que organismos dos grupos | e |l
formam grupos monofiléticos (Figura 16). O H. seropedicae SmR1 e o H.
rubrisubalbicans M1 contém o gene hrpL e possuem a organizacao dos genes
do SST3 similar a observada nos organismos do grupo I. No entanto, a
filogenia do gene hrcN mostra que as duas espécies de Herbaspirillum se
agrupam perto, mas fora do agrupamento dos membros do grupo | (Figura 16),
sugerindo uma relagdo evolucionaria distante e indicando que essas duas
espécies de Herbaspirillum possuem um sistema hibrido entre o grupo 1 e o Il,
como foi sugerido por Pedrosa et al (2011) para o H. seropedicae SmRL1.
FIGURA 16 - ARVORE FILOGENETICA DAS SEQUENCIAS DO G ENE hrcN
DE REPRESENTANTES ALFA E BETAPROTEOBACTERIA

Erwinia amylovera (L25828)

Erwinia pyrifoliae{ DQ180362)

Erwinia pyrifaliae Ep1/96 (FP2363842)

Erwinia tasmaniensis Et1/99 (CU468435)
Pantoea agglomerans (X84768)

Pantoea stewartii subsp. stewartil (AF282857)
Dickeya dadantii 3937 (CP002038)
Pectobacterium atrosepticum (RY436066)

Pantoea sp. SL1 M5 (N2 ADW201006001)
Pseudomonas viridiflava (AY597283)
Pseudomonas cichorii (DQ168848)
Pseudomonas fluorescens F113 (GP003150)
Feeudomonas viridiflava (AY597278)

Herbaspirillum seropedicas SmR1 (CPO02039)
Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 (JN2 56203)
Burkholderia cenocepacia AU 1054 (NC DOBDET)
Burkheolderia pseudomallel KO6243 (BX571966)
Collimonas fungivorans Ter331 [CPO02745)
Ralstomia solanacearum GMIM000 (ALGAG053)
Ralstonia selanacearum CMR 15 (FPEE5E96)
blood disease bacterium R2Z29 (FRE54084)
Ralstonia solanacearum CFBP2957 (FP8BS90T)
Acidoworax citrulli (AYB98625)

Sinorhizobium Fredii (L12251)
Mesorhizobium loti MAFF303098 (NC 002671)
Roseibium sp. TrichSKD4 (GL476322)
Agrobacterium radiebacter K84 (CPO00629)

EE] Rhizobium etli CFN 42 (U80928)
Alphs peotaobmctsrin L Rhizobium etli CIAT 652 {CP001076)

0.2

Organismos do grupo | e Il compartilham uma organizacdo similar do cluster hrp/hrc. A
arvore foi construida usando o método de Maximum-Likelihood. Valores iniciais sdo
mostrados com porcentagem (>50%) de 1000 replicatas para cada né. O valor da

Pectobacterium carotovorum subsp, carotovorum (BY 293788)
Pectobacterium carctovorem subsp. carotevorum (EU4Z006E)

Pseudomonas syringae pv, syringae B728a (CPO00075)
Pzeudomonas syringae pv. phaseolicola (AJA430232)
Pseudomonas syringae pv, oryzae 1 6 (ABZR01000393)

¥anthomonas fuscans 5|ui:|5|:|_ fuscans fEU 21533?}
Xanthomomas oryzae pv. oryzicola BLS256 (CPD03057)
Xanthomonas vesicatoria ATCC 35937 (AEQV01000121)
Xanthomonas campestris pv. campestris (AMS20689)
Xanthomonas gardneri ATCC 19865 (AEQX01000252)
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escala representa o niumero de nucleotideos substituidos por sitio. Os nimeros de
acesso no GeneBank estdo em parénteses.

Analisando a regido promotora dos genes hrp/hrc encontramos
sequéncias similares a sequéncia consenso de promotores HrpL-dependentes
(GGAACC-N15-CCACTCAAT) (Xiao et al, 1994; Wei & Beer, 1995; Fouts et al,
2002; Ferreira et al, 2006) a montante da orfl, orf6, hrpO, orf8, hrpB e orf10
(Figura 17). As ORFs orf8 a orf9, hrpB a hrpE e orfl a hrcC se sobrepde ou tem
regides intergénicas menores que 94 nucleotideos, indicando que esses trés
grupos de genes fazem parte de trés operons distintos. As ORFs orf6 a hrcN
devem pertencer ao mesmo operon. Foram encontradas regides intergénicas
maiores que 100 pb entre os genes orf6-orf7 (114pb), orfl-orf2 (336pb) e orf3-
orf4 (249pb), mas nenhuma sequéncia promotora foi identificada. Em H.
seropedicae trés regides foram identificadas como sendo reguladas por
promotores do tipo hrp-box. Estes promotores foram denominados hrp-box1,
hrp-box2 e hrp-box3 (Souza, ndo publicado). Estas anéalises sugerem que os
genes hrp/hrc de H. rubrisubalbicans e H. seropedicae estdo organizados em

seis operons HrpL-dependentes.
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FIGURA 17 — SEQUENCIAS DE POSSIVEIS REGIOES PROMOTORAS DE
orfl, orf6, orf8, hrpB e orf10 E DO GENE hrpO .

>phrporf1

a GGAACCN,, CCACCGA
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GGAACTN,; CATAAAG
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GGAACTN,(GACAGCA
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GGAACAN,; , ACGATGC
>phrpB
GGAACCN,,CCACTCA
>phrporfl10

CGAACCN,,CCACCTA

A

(a) Possiveis regides promotoras. (b) Sequencia de bases de nucleotideos
conservadas na hrp-Box de H. rubrisubalbicans e H. seropedicae.

6.2 Genes de H. rubrisubalbicans acessoérios ao SST3

Dois genes acessoérios ao SST3 foram encontrados, o gene hpaB
(JN256204) e o gene hpaBl (JN256205). Esses genes codificam para duas
chaperonas envolvidas com a secrec¢do e a translocacéo de proteinas efetoras
do SST3 (Buttner et al, 2004). Os genes hpaB e hpaBl codificam para
proteinas que devem pertencer a familia TIR das chaperonas (Buttner et al,
2004). O gene hpaB1 foi encontrado aproximadamente 12kb a jusante do gene

hrcC e codifica para uma pequena chaperona acida.
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6.3 Genes de H. rubrisubalbicans que provavelmente codificam para

proteinas efetoras do SST3.

As proteinas estruturais do SST3 sdo altamente conservadas, ja as
proteinas efetoras secretadas por esse sistema sdo menos conservadas e de
dificil identificacdo. A analise do genoma parcial de H. rubrisubalbicans
utiizando o programa BlastX e o banco de dados NCBI-nr permitiu a
identificacdo de cinco possiveis proteinas efetoras: HropAN1 (H.
rubrisubalbicans outer protein) (JN256208), HropAV1l (JN256209), HropF1
(JN256210), Hropl (JN256206) e Hrop2 (JN256207 ) (Tabela 7). Hropl e
Hrop2 também foram identificadas utilizando o programa EffectiveT3

(http://www.effectors.org/) (Arnold et al, 2009). Os genes que codificam para

essas possiveis proteinas efetoras se encontram fora do agrupamento génico

hrp/hrc.
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TABELA 7— PROTEINAS EFETORAS DO SST3 DE H. rubrisubalbicans

. , Identidade/ 3
. Homologia (nimero de acesso no Gene o Provavel
Proteina Similaridade . d
efetora Bank) % numero de
0 aa
Efetor do tipo 3, HopAV1 [Ralstonia
HropAV1 solanacearum] (CBJ40351.1) 56/70 784
Efetor do tipo 3, proteina Hrp-dependente
HropAN1 exterior [Burkholderia sp. Ch1-1] 78/86 428
(ZP_06844144.1)
Efetor XopF1 [Xanthomonas oryzae pv.
HropF1 oryzae PX099A] (YP_001911267.1) 31/45 643
Proteina Efetora do tipo 3 (sequencia
Hrop1 central parcial) [Ralstonia solanacearum 25/45 736
MolK2] (YP_002252977.1)
Proteina efetora do tipo 3 rica em leucina
Hrop2 (GALADS) [Ralstonia solanacearum PSI07] 32/46 641
(YP_003752484.1)

Provaveis proteinas efetoras foram identificadas por BlastX e o programa
EffectiveT3 (http://www.effectors.org/) (Arnold et al., 2009).

As proteinas HropAN1 (H. rubrisubalbicans outer protein), HropAV1l e
HropFl sdo similares em sequéncia a HopAN1 (Burkholderia sp.), HopAV1
(Ralstonia solanacearum) e XopF1l (Xanthomonas oryzae), respectivamente.
Hropl é homologa a proteina efetora MolK2 de Ralstonia solanacearum. Hrop2
pertence a subfamilia-leucine-rich repeats (LRRs) ribonuclease inhibitor (RI)-
like (MArschler-Bauer et al, 2009). Os genes que codificam para as proteinas
HropAV1l e Hropl encontram-se a montante do gene hpaBl, mas fora do
agrupamento génico hrp/hrc. A proteina HrpB de H. rubrisubalbicans apresenta
uma baixa homologia (identidade 27%/similaridade 48%) com a HrpB de
Pseudomonas syringae. A HrpB deste organismo é secretada e esta envolvida

no desencadeamento da resposta hipersensitiva em Nicotiana tabacum e
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Nicotiana benthamiana (Ramos et al, 2007). Esta similaridade sugere que a

HrpB é uma candidata a proteina secretada.

6.5 Microscopia Otica e Eletronica de Transmissdo d e folha de cana de
acucar B-4362 inoculada com H. rubrisubalbicans M1, TSE E TSN.

Olivares e colaboradores em 1997 mostraram, por microscopia
eletrOnica de transmissdo, que o H. rubrisubalbicans selvagem coloniza
massivamente 0s tecidos internos desta variedade de cana de acUcar
chegando a causar entupimentos de vasos de xilema, o que pode estar
relacionado com o desenvolvimento da doenca da estria mosqueada. Schmidt
e colaboradores (2012) mostraram que a inoculacdo das estirpes mutantes
TSN e TSE ndo causaram a doenca da estria mosqueada em cana de acgucar
B-4362, como observado ap0s a inoculagdo com a estirpe selvagem. Esses
resultados indicam que o0s genes hrpE e hrcN sdo importantes para o
desenvolvimento da doenca. Para verificar se a mutacdo nesses genes causa
alteracdes histologicas na folha de cana de acucar diferentes daquelas
observadas quando esta é inoculada com a estirpe selvagem, obtivemos cortes
histolégicos das plantas inoculadas com H. rubrisubalbicans estirpes M1, TSN
e TSE foram visualizados no microscépio Optico e eletrénico de transmisséo
(FIGURA 18).



56

FIGURA 18 - MICROSCOPIA OPTICA (MO) E ELETRONICA DE
TRANSMISSAO (MET) DE FOLHA DE CANA DE AGUCAR DA VAR |IEDADE
B-4362 INOCULADA COM H. rubrisubalbicans M1, TSE E TSN.

s

(a) Seccéo transversal da folha de cana de acglcar mostrando a organizacdo regular
das células no tecido da planta controle. (ep) epiderme, (px) protoxilema, (ph) floema,
(mx) metaxilema (bu) celulas buliformes, (setas) células da bainha com cloroplastos
normais. (b) Detalhe das células da bainha (bs) mostrando os cloroplastos (cl) com
forma regular, distribuicdo e aparéncia (setas) e as células do (pc) parénquima. (c)
Padrdo de colonizacdo normal da estirpe selvagem M1, mostrando os tecidos com
intensa colonizacao intercelular no mesofilo e cavidade dos estdmatos (setas brancas)
associado a deformacdo das células e dos cloroplastos (setas pretas).(vb) feixes
vasculares, (bs) vasos, (st) estomato. (d) Visdo detalhada da colonizacao apoplastica
pela estirpe selvagem M1 (setas brancas).e abaixo a cavidade estomatal (setas
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pretas) (ep) epiderme. (e) Corte transversal mostrando os mutantes TSE e TSN
colonizando as folhas. Note a goma da planta com colonizacéo intercelular espalhada
(setas pretas) (f) Corte transversal de &rea colonizado densamente pelos mutantes
(setas brancas) mostrando mudancas anatébmicas bem menores comparadas ao
padrdo de (a) e (c). Note a reducdo do numero e tamanho dos cloroplastos (setas
pretas). (g) Microscopia eletrdnica de transmissao da bactéria mutante colonizando os
espacos itercelulares do mesofilo. Observe as mudancas nas células do citoplasma da
planta hospedeira em contato com a bactéria (pc) células do parénquima. Trés plantas
sob cada condicdo foram utilizadas para os experimentos de microscopia e cada foto
representa uma das trés plantas inoculadas.

As imagens mostraram a mudanca morfoldégica que o selvagem M1 é
capaz de produzir nas células do feixe vascular, estbmatos e cloroplastos. A
presenca da bactéria € intensa nos espacos intercelulares e mesdfilo. As
bactérias mutantes TSE e TSN, apesar de presentes nesses espacos, nao
provocaram tantas alteracfes. Os estdbmatos se apresentam normais assim
como os cloroplastos. A quantidade de goma produzida pela planta foi menor
quando comparada com a produzida pelas plantas colonizadas pela estirpe

selvagem. A capacidade de colonizacéo das estirpes mutantes ficou afetada.

6.6 Determinacdo do numero de bactérias  H. rubrisubalbicans estirpes M1

e TSE colonizando raizes e folhas de cana de agcucar B-4362.

Para confirmarmos os resultados obtidos por microscopia, que indicam
uma capacidade de colonizagdo menor da cana de acucar B-4362 pelas
estirpes mutantes TSE e TSN, determinamos o numero de bactérias nos
tecidos internos da cana de acucar. Plantas da cana de acucar B-4362
micropropagadas, livre de contaminantes, foram inoculadas com as estirpes M1
ou TSE de H. rubrisubalbicans ou com SmR1 de H. seropedicae, que nao é
capaz de produzir doenca. O grafico 1 mostra o padréo de colonizac&do destas
bactérias 28 dias apods a inoculacdo. O numero de bactérias TSE e SmR1
colonizando endofiticamente as raizes e folhas de cana de agucar B-4362 foi
menor do que o observado com a estirpe M1, sugerindo que uma maior
colonizacdo pode estar relacionada com o desenvolvimento da doenca da

estria mosqueada.
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GRAFICO 1 — CONTAGEM DE BACTERIAS NOS TECIDOS INTER NOS DA
CANA DE ACUCAR B-4362
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As plantas de cana de acglcar micropropagadas foram inoculadas com 10’ bactérias,
28 dias apds a inoculacdo foram esterilizadas superficialmente com etanol 70% e
hipoclorito 6%, maceradas em gral, plagueadas e as colénias contadas. Trés plantas
de cada tratamento foram utilizadas para fazer o experimento que foi repetido uma
vez.

6.7 Efeito das mutacbes nos genes hrcN e hrpE sobre a colonizacdo

endofitica de raizes de arroz.

O H. rubrisubalbicans € uma bactéria promotora de crescimento vegetal
gue ja foi encontrada em arroz numa interacdo nao patogénica. Com o objetivo
de verificar se os genes hrcN e hrpE sdo importantes para a colonizagéo
endofitica de arroz, plantulas desse vegetal foram inoculadas com o H.
rubrisubalbicans estirpes M1, TSN e TSE e o0 numero de bactérias endofiticas
foi determinado.

Os resultados mostraram que no nono dia apds a inoculacdo foram
recuperadas 10° bactérias da estirpe selvagem M1 por grama de raiz. Em
contraste o numero de bactérias das estirpes mutantes TSE e TSN foi cerca de
100 vezes menor que o selvagem M1. Contagens feitas no terceiro, quinto e
sétimo dia também mostraram um namero menor de bactérias nas plantulas de
arroz inoculadas com as estirpes mutantes como mostra o gréfico 2. Estes

resultados indicam que os genes hrpE e hrcN estdo envolvidos com o processo
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de colonizacéo de raizes de arroz pela bactéria.

GRAFICO 2 - Determinagdo do numero de bactérias end ofiticas
encontradas nas raizes de arroz apés a inoculacdo d o0 arroz com o H.
rubrisubalbicans estirpes M1, TSE e TSN.
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Colonizacéao interna de raizes de arroz inoculadas ¢ om H. rubrisubalbicans M1,
TSE e TSN. Plantas de arroz da variedade BRS Formosa foram inoculadas com as
estirpes, desinfectadas superficialmente, maceradas, e o macerado foi diluido e
plagueado. As placas foram mantidas a 30°C por 24 horas e as colénias contadas.
Experimento feito em quinduplicatas de amostras.

6.8 Determinacgéo do efeito da inoculagdo de  H. rubrisubalbicans estirpes

M1 e TSE sobre o crescimento de plantulas de arroz.

Para a determinacdo do efeito da inoculacdo de H. rubrisubalbicans
estirpes M1 e TSE sobre o crescimento de plantulas de arroz trés variedades
foram testadas: Nipponbare, Soberana e Maravilha, e avaliamos o

comprimento e peso seco das raizes foram avaliados. Os resultados obtidos



60

mostraram que a cultivar que apresentou maior resposta diante a inoculacao de
H. rubrisubalbicans foi a Nipponbare.

As plantas de arroz da variedade Nipponbare foram germinadas em
placas de petri contendo agar agua e cinco dias depois foram inoculadas com
as estirpes M1 ou TSE de H. rubrisubalbicans ou a estirpe FP2 de Azospirillum
brasiliense, que foi utilizada como controle positivo devido a sua capacidade de
promover crescimento em gramineas. Sete dias ap0s a inoculagdo as plantas
foram coletadas, fotografadas (Figura 19), medidas, seccionadas em duas
partes, a parte aérea e raiz, colocadas em envelopes de papel e mantidas a
60°C. O experimento foi repetido trés vezes, cada amostra continha cinco
plantas.

FIGURA 19 — PLANTAS DE ARROZ DA VARIEDADE NIPPONBARE
INOCULADAS COM DIFERENTES ESTIRPES DE H. rubrisubalbicans E A
ESTIRPE FP2 DE A. brasiliense

Controle TSE

Fp2

As sementes foram germinadas, cinco dias depois inoculadas com as estirpes M1 e
TSE de H. rubrisubalbicans e FP2 de A. brasiliense.Sete dias depois as fotos foram
tiradas. Esses mesmos grupos foram submetidos a medicdo depois foram cortadas em
duas partes e levadas a estufa para execucao do experimento de peso seco.
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Comparando o controle com as plantas inoculadas, pudemos verificar
que a inoculagdo com a estirpe M1 promoveu 0 crescimento das plantulas,
como observado com relagdo ao controle positivo FP2. J& a estirpe TSE parece
ter afetado negativamente o crescimento das mesmas (Figura 19). No grafico 3
podemos observar que inoculacdo com a estirpe M1 aumentou 0 comprimento
das raizes e folhas e o peso seco das mesmas, quando comparada com as
plantulas ndo inoculadas. Esse resultado ndo foi obtido com as plantulas
inoculadas com TSE; ao contrario inoculacdo com esta estirpe diminuiu o
comprimento e o peso seco das raizes e folhas quando comparadas com as
plantulas ndo inoculadas. Esses resultados indicam que o SST3 de H.
rubrisubalbicans pode estar envolvido com a promoc¢ao do crescimento vegetal
causado por essa bactéria. A mutacdo no gene hrpE néo esta simplesmente
afetando a capacidade de promover o crescimento, mas pode estar

desencadeando algum processo detrimental ao crescimento da planta.
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GRAFICO 3 — ANALISE DO COMPRIMENTO E PESO SECO DAS RAIZES
DE ARROZ DA VARIEDADE NIPPONBARE INOCULADAS COM H.
rubrisubalbicans M1 E TSE E A. brasiliense FP2
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As raizes e folhas principais foram medidas, separadas e colocadas em grupos
de cinco em um envelope de papel previamente pesado. Os envelopes foram
colocados em estufa a 60°C e pesados diariamente até alcangarem valor constante. A
média de cinco plantas em cada tratamento e triplicata de experimento geraram 0s
graficos.

6.9 Determinacdo do efeito da inoculacdo de H. rubrisubalbicans estirpes

M1 e TSE sobre o crescimento de plantulas de milho.

Para verificar se a mutacao do gene hrpE de H. rubrisubalbicans altera o
padrdao de crescimento de outro tipo de graminea, repetimos 0s experimentos
em milho da linhagem Pioneer cv. 30F53. Plantulas de milho foram inoculadas
com as estirpes de H. rubrisubalbicans M1 e TSE. Como controle positivo foi
utilizada a estirpe FP2 de A. brasiliense. Figura 20 mostra que é visivel o maior
desenvolvimento da plantula de milho inoculada com H. rubrisubalbicans M1,
quando comparado com a plantula controle (ndo inoculada). Esse fato nao é

observado quando a bactéria inoculada é a estirpe mutante TSE, pelo
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contrario, esta estirpe mutante parece inibir o crescimento da plantula de milho
quando comparado com a plantula controle. O grafico 4 mostra que o peso
seco e comprimento das folhas e raizes de plantulas de milho inoculadas. A
inoculacdo com a estirpe M1 promoveu um aumento no peso seco das raizes
de milho e do comprimento da folha quando comparado com as plantulas néo
inoculadas. A estirpe mutante TSE afetou negativamente esses parametros
sugerindo que a mutacdo no gene hrpE afeta a capacidade promotora de
crescimento desta bactéria.

Os resultados apresentados na figura 20 e grafico 4 mostram que a
inoculacdo de plantulas de milho com H. rubrisubalbicans M1 afeta
positivamente o crescimento da plantula de milho, o que nao é observado com
a inoculagdo da estirpe TSE indicando que o gene hrpE esti4 envolvido na
promocao do crescimento vegetal estimulada pela estirpe M1. Esses resultados

também foram observados quando essas bactérias foram inoculadas no arroz.

FIGURA 20 — Determinacdo do efeito da inoculacdo de H. rubrisubalbicans
estirpes M1 e TSE sobre o cre scimento de plantulas de milho  da linhagem
Pioneer cv. 30F53

As plantas de milho foram coletadas e fotografadas sete dias apds a inoculacdo com
as estirpes M1 e TSE de H. rubrisubalbicans, a estirpe FP2 de A. brasiliense e um dos
tratamentos foi com a mistura de M1 e FP2, todos os tratamentos foram inoculados
com 10°® células por raiz.
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GRAFICO 4 — PESO SECO E COMPRIMENTO DE RAIZES E FOLHAS DE
MILHO

A B

o Peso seco Comprimento

0,02 T

'|' 20 T
0,025 T

()

i=]
@
~

amas
=
(=]
I

WRaiz

mFolha

gar
I=]
2

0,005 +

Controle M1 TSE FP2 Controle M1 TSC FP2

(A) As plantas foram coletadas seccionadas e as raizes colocadas em envelopes
de papel previamente pesados. Esses envelopes permaneceram a 60°C até atingirem
peso constante. O experimento foi executado em quinduplicata de amostras. (B) As
folhas principais foram medidas e as medias das quinduplicatas de amostras
mensuradas.

6.10 DETERMINACAO DAS PROTEINAS SECRETADAS POR H.
rubrisubalbicans M1 DURANTE O CULTIVO NA PRESENCA E AUSENCIA
DO EXTRATO DE CANA DE ACUCAR B -4362

Para determinar que proteinas sdo secretadas pelo H. rubrisubalbicans
M1 durante o cultivo na presenca e auséncia de extrato de cana de acucar B-
4362, as proteinas presentes no sobrenadante da cultura cultivada nessas
duas condicdbes foram analisadas por eletroforese bidimensional e

espectrometria de massa.
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FIGURA 21 - GEL BIDIMENSIONAL DO SECRETOMA DE H.
rubrisubalbicans M1 NA PRESENCA E AUSENCIA DO CALDO DE CANA
B-4362
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(A) gel referente a tratamento sem caldo de cana. (B) Gel referente a cultura
crescida na presenca de 5% de caldo de cana B-4362. Foram realizados 3
experimentos independentes, totalizando 6 géis.Para determinar a quantidade de
bandas proteicas no gel foi utilizado o programa Image Master Platinum v.5.0
(proteinas marcadas em verde). As setas vermelhas indicam proteinas exclusivas e as
pretas proteinas superexpressas.

Um total de 81 proteinas foi mapeado no gel contendo o secretoma da
bactéria cultivada na auséncia do extrato de cana de agucar (controle) e 94 no
secretoma da bactéria cultivada na presenca do extrato de cana de agucar.
ApOs a comparacao desses secretomas 3 proteinas expressas somente na
auséncia de extrato de cana de acgucar, 7 expressas somente na presenca do
extrato, 2 com a expressdo aumentada na auséncia do extrato e 5 na presenca
foram encontradas. Das 17 proteinas diferencialmente expressas encontradas
na comparacao dos dois secretomas somente 5 foram identificadas e estdo

mostradas na tabela 8.
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TABELA 8 - IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DIFERENCIALMENTE
EXPRESSAS DE H. rubrisubalbicans M1 NA AUSENCIA E PRESENCA DE
CALDO DE CANA B-4362 NO MEIO DE CULTIVO

Matches Condicdo de ID no
pl || MM pl MM E ;
ID . L Score de Proteina expressao no genoma
exp exp teorico teorica value
peptideos gel tratamento
Intracelular Hrubri
10B | 4,0 | 28 6,0 29 22 20 0 ) Presente
protease/amidase 0001.2528
Conserved Hrubri
8B | 57 | 40 | 479 45 47 12 0 hypotetical Superexpressa | 0001.4387
protein
familia dos Hrubri
reguladores 0001.1260
9B | 52 | 60 10,02 53 22 13 0 L Superexpressa
transcricionais
XRE
Amino acid ABC Hrubri
Menos
14 | 9,0 | 20 8,96 27 37 13 0 Transporter 0001.1155
expressa
ATPase
1B | 60| 33 | 898 41 a7 12 0 Menos Hrubri
expressa 0001.1644

Os dois transportadores tipo ABC identificados (Hrubri 0001.1644 e
Hrubri 0001.1155) tiveram a sua expressao reprimida na presenca de extrato
de cana de agucar. Transportadores do tipo ABC sédo sistemas de transporte
que acoplam a hidrolise de ATP ao transporte dos seus substratos, que podem
ser acucares, ions, peptideos, ou outras moléculas organicas. Os
transportadores do tipo ABC sao organizados em trés componentes: proteina
integral de membrana; proteina de membrana periférica que liga e hidrolisa
ATP e uma proteina periplasmatica, que se liga ao substrato (Saurin & Dassa,
1994).

A proteina Hrubril644 € o componente periplasmatico de um
transportador ABC que ndo teve o seu ligante caracterizado. A proteina
Hrubrill55 € o componente que se liga ao ATP do transportador ABC de
aminoacidos de cadeia ramificada. Em 2011, Lery e colaboradores
encontraram  proteinas componentes de transportadores ABC de
Gluconacetobacter diazothrophicus cuja expressdo é regulada durante a
interacdo desta bactéria com cana de agucar. Como essas duas proteinas de
H. rubrisubalbicans sdo componentes de sistemas de transporte de

membranas elas podem ser encontradas junto com as proteinas secretadas.
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Algum dos compostos presentes no extrato de cana de acUcar pode estar
inibindo o transporte de moléculas que sao transportados por esses dois
sistemas, e por isso esses componentes tem a sua expressao diminuida.

A proteina Hrubri 0001.2528 s € expressa na presenca de extrato de
cana acucar. Essa proteina tem um dominio homologo ao dominio GATase,
encontrado na protease intracelular da familia Pfpl. Como as proteinas que
fazem parte dessa familia sdo normalmente intracelulares, os dados obtidos
serdo novamente analisados para confirmar se a proteina encontrada faz parte
do secretoma desta bactéria na presenca de extrato de cana de agucar.

A proteina conservada hipotética Hrubri4387 e a proteina Hrubril260 da
familia dos reguladores transcricionais XRE (elemento de resposta a
xenobidticos) tiveram a sua expressdo aumentada na presenca do extrato de
cana de acucar. Os ativadores transcricionais da familia XRE contém um
motivo HTH de ligacdo ao DNA similar ao da proteina repressora C1 e ao das
proteinas Cro de bacteriéfago (Sauer et al., 1982 ) e da proteina SinR de
Bacillus subtilis (Gaur et al., 1991). Proteinas dessa familia podem ter diversas
funcdes, a proteina MrpJ € um regulador transcricional da familia XRE, que
controla a motilidade de Proteus mirabilis (Pearson & Mobley, 2008).

Novas analises sdo necessarias para confirmar se essas proteinas sao
realmente secretadas ou podem ter sido liberadas devido a lise celular.
Também é necessario estudo para determinar se essas proteinas estédo
envolvidas na interacao entre o H. rubrisubalbicans e a cana de acucar e qual

seria 0 papel delas nessa interacao.
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7. DISCUSSAO

O Sistema de secrecdo do tipo Il das bactérias fitopatogénicas do
género Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas e Erwinia é essencial para o
desenvolvimento das doencas causadas por estes organismos (Alfano &
Collmer, 1997). O H. rubrisubalbicans estabelece uma interagcdo né&o
patogénica com Poaceae mas também causa doenca nas variedades B-4362
e Taiwang de cana de acucar e em algumas variedades de sorgo (Olivares et

al, 1997; James & Olivares, 1998; James et al, 1997).

As bactérias fitopatogénicas podem ser divididas em dois grupos
baseados na homologia dos genes, organizacdo estrutural e padrdo de
regulacdo do SST3 (Alfano & Collmer, 1997). A organizacdo estrutural dos
genes hrcUhrpXhrcShrcRhrcQ e hrpBhrcJhrpDhrpE de H. rubrisubalbicans é
idéntica a de H.seropedicae (Pedrosa et al, 2011) e é semelhante a de
Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora, e Pantoea stewartii, componentes
do grupo I. H. rubrisubalbicans contém o gene hrpL, caracteristico do grupo I;
e 0 gene hrpG, caracteristico do grupo Il. Esse dado juntamente com a
localizacdo intermediaria de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans entre os
grupos | e Il observada a partir da arvore filogenética para o gene hrcN
sugerem que o H. rubrisubalbicans possui um sistema hibrido entre os dois
grupos. Na regido promotora dos genes orfl, orf6, hrpO, orf8, hrpB e orfl0
foram encontradas sequéncias conservadas similares as sequéncias hrp box
gue sao reconhecidas pela HrpL de P. syringae (Wei & Beer, 1995; Fouts et al,
2002; Ferreira et al, 2006), sugerindo a presenca de no minimo seis operons
dependentes de HrpL. Esse resultado € consistente com os dados obtidos a
partir da analise de grupamentos hrp/hrc de outras bactérias que mostram que
esses grupamentos sdo formados por varias unidades transcricionais. P.
syringae pv. syringae e E. amylovora possuem um grupamento génico de 25

Kb contendo oito unidades transcricionais (Lindgren, 1997).
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Andlises utilizando o programa Blast e o programa EffectiveT3
permitiram a identificacdo de cinco possiveis candidatas a proteinas efetoras
em H. rubrisubalbicans: Hropl, Hrop2, HropAV1, HropAN1 e HropF1l. Somente
HropAN1 tem homologia com uma proteina encontrada em H. seropedicae, as
outras proteinas séo Unicas de H. rubrisubalbicans e podem estar envolvidas
com o fendtipo patogénico dessa bactéria em algumas variedades de cana de

acucar e sorgo.

Estirpes mutantes nos genes hrcN e hrpE de H. rubrisubalbicans néo
foram capazes de causar a doenca da estria mosqueada na variedade B-4362
de cana de acucar (Schmidt, 2012). Mutantes hrcN de Xanthomonas oryzae
pathovar oryzae KACC10859, X. campestris pv. vesicatoria strain 85 e R.
solanacearum perderam a sua capacidade virulenta quando testados em
algumas plantas (Xho et al, 1997; Lorenz & Buttner, 2009; van Gijsegen et al,
2007). O mutante hrpE de P. syringae foi incapaz de causar uma resposta
hipersensitiva em plantas de Nicotiana tabacum (Ramos et al, 2007). Schmidt
et al., 2012 mostrou que os mutantes hrcN e hrpE de H. rubrisubalbicans néo
causam a doenca da estria mosqueada em cana de agUcar B-4362 e nem
elicitam o desenvolvimento de lesdes nas folhas de Vigna unguiculata.

Nossos resultados mostram que além das estirpes mutantes hrcN e hrpE
de H. rubrisubalbicans ndo causarem a doenca da estria mosqueada na
variedade B-4362, elas também sdo menos eficientes na colonizacédo endofitica
de arroz e milho, indicando que estes genes do T3SS tem diferentes funcdes
dependendo do hospedeiro. Em hospedeiros suscetiveis o0 SST3 desencadeia
o desenvolvimento da doenca, em hospedeiros que ndo desenvolvem a doenca
o SST3 seria importante para inibir a resposta da planta, permitindo a
colonizacdo bacteriana. A inoculacao de estirpes mutantes nos genes do SST3
de Rhizobium sp. NGR234 também produz efeitos diferentes quando
inoculadas em diferentes plantas (Marie, Broughton & Deakin, 2001). Uma
estirpe mutante no gene hrcN de Rhizobium sp. NGR234 nodula algumas

plantas mais eficientemente do que a estirpe selvagem, ja em outras plantas a
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nodulacdo € inibida. Algumas analises mostraram que as proteinas efetoras
estao relacionadas com esse tipo de comportamento, elas podem ter um efeito
positivo, negativo ou neutro sobre o hospedeiro, o que vai influenciar no
comportamento da bactéria sobre a planta quando essa proteina estiver
ausente (Kambara et al, 2009). Podemos sugerir que o SST3 de H.
rubrisubalbicans é importante para desencadear a doenca na cana de acucar
B-4362 e que a auséncia deste sistema faz com que a bactéria colonize esta
variedade de cana de acglUcar sem causar a doenca. Nas plantas, aonde a
inoculagdo do H. rubrisubalbicans €& potencialmente benéfica, o SST3 é
importante para uma colonizacao eficiente e para a promog¢do do crescimento
vegetal. A auséncia deste sistema pode fazer com que a promogédo do

crescimento vegetal ndo ocorra.
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8. CONCLUSOES

A organizacao estrutural dos genes hrp/hrc, a presenca dos genes hrpL
e hrpG e o posicionamento do H. rubrisubalbicans na arvore filogenética da
proteina HrcN mostram que este organismo apresenta caracteristicas similares
aos organismos do grupo | e do grupo I, sugerindo que o H. rubrisubalbicans e

0 H. seropedicae possuem um sistema hibrido entre os dois grupos.

Baseado na disposicdo morfologica das ceélulas reveladas nos
experimentos de microscopia observou-se que a estirpe selvagem M1 provoca
mudancas na disposicdo das células do feixe vascular, estdmatos e
cloroplastos. Estas mudancas ndo sdo observadas na presenca das estirpes
mutantes TSE e TSN, indicando que o SST3 pode estar relacionado com a
capacidade da bactéria de invadir e interferir na disposicdo e morfologia das

células vegetais.

Nossos resultados mostram que ocorre uma diminuicdo da eficiéncia de
colonizacdo endofitica de arroz e milho pelas estirpes mutantes hrcN e hrpE de
H. rubrisubalbicans, indicando que o SST3 estd envolvido na colonizacdo

destas plantas.

A inoculacéo de H. rubrisubalbicans M1 em plantulas de cana de agucar
e milho promove o crescimento, fato esse que ndo € observado apds a
inoculacdo com a estirpe mutante. Podemos sugerir que o SST3 é importante
para uma colonizacéo eficiente e para a promoc¢ao do crescimento vegetal de
plantas que respondem positivamente a esta bactéria. A auséncia deste
sistema na bactéria inoculada pode causar um efeito negativo no crescimento

da planta.
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