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RESUMO

O Sistema de Secreg¢ao do Tipo VI (T6SS) € um aparato nanomolecular usado
por espécies do filo Proteobacteria para a injecéo de proteinas efetoras em células
procariotas ou eucariotas. Os efetores injetados no interior de células-alvo podem ter
atividade antibacteriana ou funcdo de modular o hospedeiro. A bactéria promotora do
crescimento vegetal Herbaspirillum seropedicae contém dois agrupamentos génicos
homologos ao T6SS que até o momento ndo foram caracterizados. Neste trabalho foi
avaliado a fungcao dos genes tagF1 e tssH2 durante a interacdo desta bactéria com
milho. Para isso foram construidas as estirpes mutantes de H. seropedicae nesses
genes. O primeiro gene é caracterizado em outras espécies como regulador poés-
traducional do T6SS. O segundo gene codifica uma ATPase que tem papel central no
funcionamento desse sistema de secrecdo. Uma vez que o T6SS pode estar
relacionado a competicdo bacteriana, as estirpes mutantes construidas foram
testadas em ensaios de competicdo contra a estirpe selvagem in planta e em sistema
plancténico. Em H. seropedicae, a mutagdo em tagF1 torna a estirpe mutante neste
gene menos competitiva no processo de colonizagdo do milho em relagao a estirpe
selvagem. A mutacédo em tssHZ2 torna a estirpe mutante neste gene menos competitiva
durante a etapa de adesao as raizes de milho em relagéo a estirpe selvagem. Em
sistema plancténico também ¢é verificada a reducdo de competitividade das estirpes
mutantes em comparagao a selvagem. Os resultados indicam que os T6SS em H.
seropedicae podem estar associados a manutencéo da colonizagao do milho por esta
bactéria benéfica a planta.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae. Sistema de secregao do tipo VI.

Competicao bacteriana em milho.



ABSTRACT

The Type VI Secretion System (T6SS) is a nanomolecular apparatus used by
bacteria species of the Proteobacteria phylum for injecting effector proteins in
prokaryote or eukaryote host cells. The injected effectors can modulate the cellular
processes of the host or act as anti-microbe factors. The plant growth promoting
bacteria Herbaspirillum seropedicae contains two gene clusters homologous to the
T6SS and has not been characterized until the present time. In this work we evaluated
the function of the ftagF1 and tssH2 genes in the plant-bacteria interaction with maize.
For such, mutant strains of the mentioned genes were obtained in H. seropedicae. The
tagF1 gene is characterized in other species as post-translational regulator of the
T6SS. The tssH2 gene codes for an ATPase which has a central role in the T6SS
operation. The mutant strains were tested in competition assays against the wild-type
strain in planktonic and in planta systems due of the possible involvement of T6SS in
bacteria competition. The tagF1 mutation in H. seropedicae results in a less
competitive strain when compared to the wild-type in the maize colonization process.
The tssH2 mutation results in less adhesion to the surface of maize roots when
compared to the wild-type. The mutant strains also show reduced competitiveness
when compared to the wild-type in planktonic systems. The results indicate that the
T6SS in H. seropedicae might be associated to maintenance of maize roots
colonization.

Keywords: Herbaspirillum seropedicae. Type VI secretion system. Bacterial

competition in maize.
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1 INTRODUGAO

As bactérias desenvolveram estratégias de colonizagdo de diversos
microambientes e estruturas especializadas que permitem uma comunicacgao refinada
entre si e outros organismos. Os sistemas de secrecdo bacterianos medeiam essa
comunicacgao e possibilitam a aquisicao de nutrientes, formacgao de biofilme, secrecao
de fatores de viruléncia, entre outros. O sistema de secrecéo do tipo VI (T6SS), do
inglés Type six secretion system, é um dispositivo da parede celular de bactérias
Gram-negativas que injeta efetores com ac&o antibacteriana ou que manipulam
células eucariotas (HOOD et al., 2010). E estimado que 25% das bactérias do filo
Proteobacteria apresentem no seu genoma genes homoélogos ao T6SS (BOYER et
al., 2009). Esses microrganismos incluem patdégenos animais ou vegetais, mas na sua
maioria sdo bactérias ndo patogénicas, seres comensais de animais ou simbiontes de
plantas.

A descoberta e designagao do termo T6SS nao possui duas décadas completas
(MOUGOUS et al.,, 2006). Nesse tempo um numero consideravel de estudos
possibilitou elucidar o complexo estrutural, algumas das proteinas secretadas e suas
fungdes, e o provavel mecanismo de injecdo do T6SS (HO; DONG; MEKALANOS,
2014; RUSSELL et al., 2012). Inicialmente o T6SS foi principalmente relacionado a
fatores de viruléncia de bactérias patogénicas (MOUGOUS et al., 2006; PUKATZKI et
al., 2006). Alguns trabalhos mostraram que o T6SS era importante para a viruléncia e
causava morte celular de células eucariotas (BINGLE; BAILEY; PALLEN, 2008).
Bactérias que possuem dois ou mais agrupamentos génicos do T6SS foram
investigadas e notou-se que esses agrupamentos podem ter fungdes diferentes, de
viruléncia ou atividade antibacteriana (SCHWARZ et al., 2010). Alguns trabalhos
sugerem que a fungdo do T6SS é primariamente relacionada a atividade
antibacteriana e confere um fitness competitivo a bactéria (COULTHURST, 2019).
Essa afirmativa pode ser generalizada até certo ponto porque o T6SS é amplamente
distribuido em bactérias ndo patogénicas que colonizam diferentes organismos e
nichos. E possivel que esse sistema de secrecao esteja envolvido com a comunicagéo
célula-célula, comunicacao simbionte e hospedeiro (BOYER et al., 2009), interagao
planta-bactéria. Nesse contexto, € importante que seja ampliado o numero de
pesquisas que abordem o T6SS em bactérias patogénicas ou simbiontes associadas

a plantas.
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Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotroéfica que mantém uma
associacao estavel e benéfica com plantas através da colonizagado epifitica e
endofitica de gramineas, como milho, arroz, sorgo, trigo e outras. H. seropedicae é
uma bactéria promotora do crescimento vegetal. Os sinais moleculares das plantas
sao reconhecidos pela bactéria que modula fatores da promocgao do crescimento. Os
fatores da promocgéao de crescimento sao, a fixagdo biolégica do nitrogénio, a sintese

de fito-hormdnios, a solubilizagdo de fosfatos entre outros (MONTEIRO et al., 2012).

O genoma de H. seropedicae foi sequenciado e revelou que esta bactéria
possui dois agrupamentos génicos homoélogos ao T6SS (PEDROSA et al., 2011). No
entanto, ndo foi mostrado qual seria a funcdo desses dois sistemas em H.
seropedicae. Este trabalho tem como objetivo geral determinar se o sistema de
secrecao do tipo VI (T6SS) de H. seropedicae esta envolvido na interagdo desta

bactéria com raizes de plantas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SISTEMAS DE SECRECAO BACTERIANOS

A secrecdo de macromoléculas € uma propriedade indispensavel para a
sobrevivéncia das bactérias (FRONZES; CHRISTIE; WAKSMAN, 2009). Em linhas
gerais, os sistemas de secrecdo sao a base da comunicagado desses microrganismos
com seu nicho natural ou hospedeiro (MICHEL; VOULHOUX, 2009). Independente do
seu estilo de vida, se patogénica ou nao patogénica, as bactérias secretam
macromoléculas do interior celular para o ambiente extracelular (HENDERSON et al.,
2004). No caso das bactérias Gram-negativa que o envelope celular configura duas
membranas, sendo uma membrana interna ou citosdlica, e uma membrana externa,
além da regido intermediaria chamada de periplasma, o fluxo de macromoléculas é
um grande desafio (DESVAUX; PARHAM; HENDERSON, 2004; HENDERSON et al.,
2004). Entado, através de estruturas especializadas sao exportados fatores de
viruléncia, toxinas, adesinas, enzimas e outras (HENDERSON et al., 2004). Até o
momento seis sistemas de secrecdo (T1SS-T6SS) sao relativamente bem estudados
nas bactérias Gram-negativa (ABBY; ROCHA, 2017).

O T1SS é formado no envelope celular por trés diferentes componentes, uma
proteina de membrana externa (da classe TolC), duas proteinas de membrana
citosdlica, o transportador ABC (do inglés, ATPase-binding cassette) e uma proteina
de fusdo de membrana. O transportador ABC reconhece seu substrato por meio de
um sinal de secrecao carboxi-terminal, e determina a especificidade do processo de
secrecdo. A proteina de fusdo faz a conexdo entre os componentes de membrana
interna e externa, devido sua configuracdo, dominio N-terminal curto na face
citosdlica, porgao de ancoragem na membrana e dominio periplasmatico grande. TolC
forma um canal na membrana externa que se contrai proximo a regiao periplasmatica
e promove a secrecao de macromoléculas, como proteases, fosfatases, lipases
(DELEPELAIRE, 2004).

O T2SS é um complexo formado por 12-15 diferentes proteinas que compdem
a principal rota terminal da via de secrecao geral (Gsp, do inglés General secretory
pathway). O aparato de secregao no envelope celular possui quatro componentes
principais. A proteina GspE que apresenta motivos Walker A e B essenciais para
atividade de ATPase e secrecdo. A plataforma de membrana interna (GspC, GspF,

GspL, GspM) que possui dominios citosodlico, transmembrana, e periplasmatico que
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se comunicam com os demais componentes. Os pseudopilus sao estruturas fibrosas
que contribuem para a translocagdo das proteinas no periplasma até a estrutura de
membrana externa (GspD) que exporta proteinas enoveladas. Somente proteinas
sintetizadas com um peptideo sinal na regido amino-terminal s&o direcionadas para a
translocagcao pela membrana interna através das vias universais de secregao (Sec e
Tat). No periplasma essa sinalizagédo amino-terminal € removida, mas as proteinas
ainda apresentam uma forma estavel. Entdo essas proteinas sao exportadas ao meio
extracelular sob condi¢des especificas de comunicacao entre as membranas interna
e externa. O T2SS de maneira geral exporta enzimas, como proteases, lipases,
fosfatases, que possuem sitios de acdo extracelular, as vezes, toxinas com acido no
interior de células eucariotas (KOROTKOV; SANDKVIST; HOL, 2012).

O T3SS €& também chamado de “injectiossoma”, por sua estrutura
especializada em injetar proteinas no citoplasma de células eucariotas. A estrutura do
T3SS no envelope celular bacteriano é formada por quatro partes (PORTALIOU et al.,
2017). O aparato de exportagdo: composto pelas proteinas SctR, SctS, SctT, SctU, SctV
que estdo localizadas na membrana citosolica, formando a base da estrutura de
injecdo, além de estarem em contato com proteinas importantes do ambiente
citosolico, como a ATPase SctN. O corpo base: composto por multiplas copias de
secretina de membrana externa SctC, e proteinas de membrana interna SctD e SctJ,
que juntas formam uma estrutura de anéis entre membranas. A estrutura de agulha:
um filamento com iniUmeras copias de SctF conectado ao complexo SctRSTUV por
estruturas de hastes (Sctl). O “translocon”: a estrutura (SctB e SctE) na extremidade

da agulha que injeta efetores nas células hospedeiras (SINGH; WAGNER, 2019).

Ha trés tipos de T4SS (a, b e c) que sao relacionados evolutivamente e, de
maneira geral, compartiiham os mesmos componentes. T4SS (a) medeia a
transferéncia de DNA plasmidial ou transposon por conjugag¢éo. O T4SS (b) promove
troca genética, por captacao e exportagdo de DNA no meio extracelular. T4SS (c) esta
envolvido com a translocagdo de efetores em células eucariotas. Os T4SS sao
formados por 12 proteinas (VirB1-VirB11 e VirD4) que sao organizadas em um
complexo central de translocacdo de macromoléculas, que esta disposto no envelope
celular, formando um poro na membrana externa. Trés ATPases (VirB4, VirB11 e VirD)
dedicadas ao fornecimento de energia para o funcionamento do T4SS, das quais duas

(VirB4, VirB11) também participam da biogénese do pilus. Os pili, por sua vez, sao



17

estruturas de superficie que permitem um contato especifico e estavel entre célula
doadora e célula-alvo, por meio, da formagcdo de um canal por onde passam o0s
substratos (FRONZES; CHRISTIE; WAKSMAN, 2009).

O T5SS inclui a secregao de autotransportadores e um sistema de duas partes
(Two-partner system). Em ambos os casos, as proteinas sintetizadas (de familias de
natureza porina) sado constituidas por um peptideo sinal amino-terminal, que é clivado
através da via de secrecgao geral (Sec) durante sua translocagao para o periplasma.
Nesse novo ambiente mais hidrofébico, a conformagdo da proteina muda
espontaneamente para uma insercao na conformacao barril-B na membrana externa,
formando um poro. Entéo, a por¢ao carboxi-terminal na conformacéo barril-3 € clivada
por meio de uma atividade autocatalitica que transporta para o ambiente extracelular
uma exoproteina. A principal diferenga entre a secre¢cao de autotransportadores e o
sistema de duas partes, € que nesse segundo caso, sdo duas proteinas distintas que
formam a estrutura de poro e a exoproteina. O dominio exportado corresponde a um
efetor secretado, e no T5SS, essas moléculas sdo relacionadas a viruléncia, séo
proteases, peptidases, lipases, esterases (DESVAUX; PARHAM; HENDERSON,
2004; HENDERSON et al., 2004).

2.2 O SISTEMA DE SECRECAO DO TIPO VI

Em 2006 o agrupamento génico |IAHP (do inglés, IcmF-associated
homologous protein), que alguns anos antes havia sido identificado no genoma de
varias Proteobacteria (DAS; CHAUDHURI, 2003), foi reconhecido como um novo
sistema de secrecéo, o T6SS (PUKATZKI et al., 2006). Nesse primeiro momento dois
trabalhos do grupo de pesquisa Mekalanos foram muito importantes. O primeiro
mostrou que o T6SS do patdgeno Vibrio cholerae esta associado a morte de células
eucariotas. Mutagcées em genes que codificam as proteinas estruturais TssM (IlcmF),
TssL (DotU), TssF e a proteina secretada TssD (Hcp) conferiam um fendtipo de
viruléncia atenuada as bactérias mutantes (PUKATZKI et al., 2006). O segundo
trabalho buscou caracterizar no patdégeno oportunista Pseudomonas aeruginosa o
aparato de secregao homoélogo ao T6SS de V. cholerae. Os autores fizeram ensaios
de secrecao de TssD in vitro e in vivo, identificaram e propuseram que a proteina TssH
(ClpV) esta diretamente relacionada a secrecdo de TssD. Além de elucidarem a
estrutura de TssD por cristalografia de raio-X (MOUGOUS et al., 2006).
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O T6SS é uma nanomaquina bacteriana especializada na injegao de proteinas
efetoras diretamente no interior de células procariotas ou eucariotas (ALCOFORADO
DINIZ; LIU; COULTHURST, 2015). A acédo desses efetores estd envolvida na
competicdo interbacteriana, na modulagdo e manipulacdo de células eucariotas
hospedeiras (BERNAL; LLAMAS; FILLOUX, 2018). Os genes do T6SS fazem parte
do genoma das bactérias Gram-negativa, principalmente no filo Proteobacteria
(BOYER et al., 2009; DAS; CHAUDHURI, 2003).

Boyer et al. (2009) fizeram buscas de bioinformatica, com base em dados
experimentais de 16 genes conservados em agrupamentos génicos relacionados ao
T6SS (BLADERGROEN; BADELT; SPAINK, 2003; MOUGOUS et al., 2006;
PUKATZKI et al., 2006; SCHELL et al., 2007; SHALOM; SHAW; THOMAS, 2007;
SUAREZ et al., 2008; ZHENG; LEUNG, 2007). Eles identificaram que 13 desses
genes apresentavam frequéncia superior a 70% em loci de T6SS (BOYER et al.,
2009), os quais foram classificados como genes centrais, denominados tssA, tssB,
tssC, tssD, tssk, tssF, tssG, tssH, tssl, tssd, tssK, tssL, tssM (SHALOM; SHAW,
THOMAS, 2007). Multiplas cépias completas desses loci estavam presentes em um
terco dos genomas que possuem o T6SS. E ainda propuseram cinco subgrupos de
T6SS (numerados de 1 a 5) com base no perfil flogenético tragado, recentemente
revisado por Bernal et al. (2018), discutidos mais adiante no texto. Os genes centrais
do T6SS geralmente estdo organizados dentro de um ou dois 6perons adjacentes
putativos em agrupamentos génicos que ainda podem conter componentes
acessorios (BERNAL; LLAMAS; FILLOUX, 2018; BOYER et al., 2009), chamados de
genes tag (do inglés, Type six secretion associated genes)(SHALOM; SHAW,
THOMAS, 2007).

Sao conhecidas algumas classes de proteinas efetoras. Os alvos dos efetores
podem ser o peptidoglicano da parede celular bacteriana receptora através de
amidases do peptidoglicano (Tae1, Tae2, Tae3, Tae4, outras) ou hidrolases
glicosidicas do peptidoglicano (Tag1, Tag2, Tag3, outras). A membrana interna da
bactéria receptora é alvo de lipases ou fosfolipases (Tle1, Tle2, Tle3, Tle4, outras).
Séao também conhecidas nucleases que agem no citoplasma da célula-alvo (DNAse,
RNAse, outras)(COULTHURST, 2019).
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2.2.1 TssH é a fonte de energia primaria para o T6SS

Analises in silico revelaram que tssH esta sempre presente nos agrupamentos
génicos homologos ao T6SS, sendo por isso considerado um componente central do
T6SS (BOYER et al., 2009; CASCALES, 2008; DAS; CHAUDHURI, 2003). A proteina
TssH, pertence a familia de proteinas AAA+ (do inglés, ATPases associated with
various cellular activities)(SCHLIEKER et al., 2005). Sua atividade de ATPase foi
pensada ser a fonte de energia requerida para a translocagao de TssD ao ambiente
extracelular, tal hipétese foi confirmada através de dois experimentos (MOUGOUS et
al., 2006). No primeiro experimento foi analisado o sobrenadante e interior celular das
culturas de P. aeruginosa. As bactérias com delecdo em tssH, ndo apresentaram
mudancga nos niveis de TssD no interior celular, mas sim, falharam na secrecéo de
TssD. No segundo experimento foi feita a inativagao da atividade hidrolitica de TssH
por meio da troca de residuos de aminoacidos analogos no motivo Walker B. A
expressao da proteina mutante nao foi capaz de complementar a secrecéo de TssD
na bactéria mutante. Alternativamente, TssM pode ser uma fonte secundaria de
energia para a translocacao de proteinas (MOUGOUS et al., 2006; ZHENG; LEUNG,
2007).

Posteriormente, foi esclarecido o mecanismo de secregéo no qual TssH € uma
fonte de energia primaria para o funcionamento do T6SS (BONEMANN et al., 2009).
Nesse trabalho foi mostrado que o dominio N-terminal de TssH € crucial para a
secrecao de TssD e Tssl (VgrG) em V. cholerae. Proteinas com o dominio N-terminal
truncado n&o foram capazes de complementar o fenétipo de secrecédo de TssD e Tssl
em mutantes AfssH. Segundo os autores, ndo porque essas proteinas truncadas
tivessem perdido sua atividade ATPase, mas sim porque sua porcdo N-terminal é
fundamental para uma ligagao proteina-proteina. Em seguida, eles identificaram que
o complexo formado por TssB/TssC nao somente é o substrato que se liga a porgao
N-terminal de TssH, mas também, & remodelado por essa proteina de maneira
dependente da atividade de ATPase. TssB/TssC foi caracterizada como uma estrutura
tubular regular com didametro de 300 A° e um canal central de 100 A°. Seu tamanho
varia de 500 a 25 nm, e seu peso molecular de 2000 KDa a 80 KDa, respectivamente,
quando esse complexo estd montado ou desmontado. Isso esta diretamente
associado a funcao de TssH que, portanto, é responsavel por promover os ciclos de

propulsao de efetores.
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Outros trabalhos ajudaram a elucidar um modelo geral de secre¢cao do T6SS
(Figura 1). Resumidamente, a estrutura que atravessa o envelope celular da bactéria
(TssJLM) possui na sua face citosolica uma placa base (TssAEFGK) ancorada na
membrana interna, na qual se liga um tubulo contratil. Ao se contrair, TssBC, dispara
uma estrutura de punctura semelhante a uma agulha diretamente no interior da célula-
alvo em uma maneira dependente de contato. Um novo ciclo de disparo s6 pode ser
iniciado quando TssH desmonta TssB/TssC (que depois é polimerizada), entédo, a
energia de ATPase de TssH novamente propulsiona a estrutura de agulha (TssD-Tssl-
Dominio PAAR). TssD é um tubo hexamérico com um canal que transporta proteinas
efetoras. Na sua porgdo mais distal esta localizado uma estrutura pontiaguda
composta pelo trimero de Tssl carregado por uma proteina de dominio PAAR
(ALCOFORADO DINIZ; LIU; COULTHURST, 2015; CASCALES, 2008; PUKATZKI et
al., 2007).

FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO T6SS

citoplasma

TssAEFGK

célula-alvo 2

FONTE: Modificada de DINIZ (2015).

NOTA: Estruturas de membrana (TssJLM), placa base (TSSAEFGK), complexo contratil TssBC (acao da
ATPase TssH), proteinas secretadas TssD-Tssl-PAAR. MlI=membrana interna, ME=membrana externa,

PG=peptidoglicano. Mecanismo dependente de contato. Injecao de efetores na célula-alvo.

2.2.2 Componentes centrais: estrutura de membrana e dispositivo de injecao
Os componentes centrais do T6SS podem ser agrupados de acordo com a
estrutura e funcdo das suas proteinas. O T6SS é constituido por componentes de
membrana e componentes de injecdo homodlogos ao aparelho de pungdo dos

bacteriéfagos (Figura 2).
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FIGURA 2 - T6SS BACTERIANO E O DISPOSITIVO DE PUNCAO DO FAGO T4
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FONTE: Modificado de HO (2014).

NOTA: Estruturas homologas séo coloridas na mesma cor. MI=membrana interna, ME=membrana
externa, MA=membrana-alvo.

As proteinas TssL e TssM sdo complexadas em uma estrutura de membrana
interna que interage com a lipoproteina de membrana externa TssJ (CHEN et al.,
2015). As estruturas relacionadas ao mecanismo de inje¢do do T6SS apresentam uma
origem evolutiva comum ao dispositivo de pungao dos bacteriéfagos (LEIMAN et al.,
2009). E conhecido que TssE apresenta homologia ao componente gp25 da placa
base dos fagos T4 (LEIMAN et al., 2009). TssE compde a placa base TssAEFGK que
esta acoplada na membrana interna das bactérias, da qual se conhece muito pouco
sobre as demais proteinas. Os anéis hexamérico de TssD (MOUGOUS et al., 2006),
e o trimero de Tssl (PUKATZKI et al., 2007) como uma ponta de agulha, na regiao
mais distal de TssD, formam uma estrutura injetada pelo T6SS em células-alvo. TssD
e Tssl sdo componentes de fungao dual, isto €, sdo proteinas estruturais e efetoras

do T6SS. TssD apresenta homologia a gp19 que compde a cauda de T4. Ja o dominio
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amino-terminal de Tssl é similar a duas proteinas (gp5 e gp27) da espicula de T4
(LEIMAN et al., 2009). A secrecao de efetores € mediada pelo tubulo regular de
TssB/TssC que se contrai e estende a cada novo ciclo de injecdo (BONEMANN et al.,
2009), de maneira similar a bainha da cauda de T4 (LEIMAN et al., 2009), através da
atividade hidrolitica de ATP do dominio AAA+ de TssH (BONEMANN et al., 2009;
MOUGOUS et al., 2006).
2.2.3 A regulacao positiva dependente de fosforilagdo e a regulagdo negativa
dependente de tagF no T6SS

Até o momento sdo conhecidas duas vias de regulagéo pos-traducional do
T6SS. A via dependente de fosforilagdo (ou TPP, do inglés, Threonine
Phosphorylation Pathway) e a via independente de fosforilagdo. Experimentalmente
ambas as vias foram confirmadas em P. aeruginosa (PUKATZKI et al.,, 2007;
SILVERMAN et al.,, 2011), Agrobacterium tumefaciens (LIN et al., 2014, 2018),
Serratia marcescens (OSTROWSKI et al., 2018).

Brevemente, na via TPP, as proteinas serina-treonina quinase, TagE, e
serina-treonina fosfatase, TagG, atuam de forma antagénica. TagE autofosforilada é
responsavel por fosforilar a proteina de dominio forkhead, TagH (na Thr362)
(MOUGOUS et al., 2007), ou a proteina de membrana interna TssL (na Thr14) (LIN et
al., 2014). Consequentemente, o T6SS ¢é ativado porque TagH inicia o processo de
recrutamento de TssH em P. aeruginosa, ou se liga ao complexo de membrana interna
TssL, etapa crucial para secrecao de TssD em A. tumefaciens. A repressao do T6SS
na via TPP se da pela desfosforilagdo dos fosfopeptideos por tagG. Em P. aeruginosa
€ conhecido que um dos sinais para a regulagdo de TPP é o crescimento bacteriano
em sistema de superficie, mas ndo em crescimento planctonico (SILVERMAN et al.,
2011) (Figura 3).
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FIGURA 3 - REGULAGAO POS-TRADUCIONAL DO T6SS EM P. aeruginosa
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FONTE: Modificada de SILVERMAN (2011).

NOTA: As vias dependente e independente de fosforilagdo. Proteinas Tag envolvidas na ativagéao
ou repressao do T6SS. Um sinal ambiental € conhecido como estimulo para a regulagdo
dependente de fosforilagdo. ME=membrana externa, MlI=membrana interna, P=periplasma.

Na via independente de fosforilagcao, a proteina TagF € o repressor do T6SS.
Em A. tumefaciens esse repressor € uma proteina quimera TagF-TagG, que atua nas
duas vias de regulacdo em questéo (LIN et al., 2014, 2018). Nessa bactéria bem como
em P. aeruginosa, TagF se liga a forma nao fosforilada de TagH, e impossibilita que
TagH possa ser o substrato para o recrutamento de varias pecas elementares na
montagem do T6SS (LIN et al.,, 2018; SILVERMAN et al., 2011). Ainda ndo sao
conhecidos os fatores que eventualmente desencadeiam a regulacdo negativa
atribuida a TagF, como a ligagao ou desprendimento a TagH. O fato € que TagH é
uma proteina scaffold, um elemento central em ambas as vias, sendo fundamental

para o funcionamento do T6SS.
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A regulacao do T6SS também ocorre a nivel transcricional por mecanismos
pouco conhecidos. Em P. aeruginosa (CHEN et al., 2015), os trés agrupamentos
homdlogos ao T6SS (HSI-I, HSI-II e HSI-IIl) s&o regulados a nivel transcricional pelo
regulador de quorum sensing LasR. E HSI-I é negativamente regulado por MviR e
LasR, enquanto a expressdo dos genes de HSI-Il e HSI-lIl sdo positivamente
reguladas por MvfR e LasR.

2.3 O T6SS EM BACTERIAS ASSOCIADAS A PLANTAS

Inicialmente o T6SS foi caracterizado no patégeno ambiental Vibrio cholerae
através de ensaio de citotoxicidade com células eucariotas de Dictyostelium spp., no
qual mutagbes em genes do T6SS aboliram o fendtipo citotdxico de V. cholerae
(MOUGOUS et al., 2006). Em seguida, uma série de publicagdes vieram esclarecer o
papel do T6SS em patdgenos oportunista como Pseudomonas aeruginosa
(PUKATZKI et al., 2006), Burkholderia mallei (SCHELL et al., 2007), Burkholderia
pseudomallei (SHALOM; SHAW; THOMAS, 2007). Posteriormente, foi notado um
aumento no numero de trabalhos que demonstravam a relacdo de T6SS em
competicdo bacteriana (HOOD et al., 2010; MACINTYRE et al., 2010; RUSSELL et
al., 2014), ou uma acao de viruléncia a células eucariotas (DECOIN et al., 2014;
SCHWARZ et al., 2010). Contudo, a atividade antibacteriana parece ser uma das
principais armas moleculares atrelada ao T6SS.

Paralelamente, analises de bioinformatica revelavam que o T6SS nao é
particular de bactérias patogénicas, mas também esta distribuido no genoma de
bactérias do solo, fitopatdogenos, simbiontes associados a plantas (BOYER et al.,
2009). Recentemente, Bernal et al. (2018) fizeram analise in silico de 143 genomas,
dos quais, 80 genomas de fitopatégenos, 63 genomas de bactérias benéficas a
plantas. Eles encontraram um total de 170 agrupamentos génicos de T6SS em 104
estirpes. Cerca de 90% dessas estirpes possuem dois T6SS, embora algumas tenham
até cinco. Aproximadamente 87% das estirpes estado nos grupos 1, 3 ou 4 (BOYER et
al., 2009). E normalmente as estirpes que possuem mais de um T6SS contém
agrupamentos de mais de um clado filogenético, sugerindo que a aquisicao de T6SS
ocorreu principalmente por transferéncia horizontal de genes. E ainda, a evolugao do
T6SS é independente de um nicho ou hospedeiro especifico (BERNAL; LLAMAS;
FILLOUX, 2018).
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Ainda é bem limitado o numero de estudos sobre o T6SS em bactérias
associadas a plantas, fitopatégenos ou simbiontes. Até 0 momento, um unico trabalho
de Shyntum et al. (2015), mostrou que o T6SS de fitopatégenos pode estar associado
a viruléncia do hospedeiro vegetal, além de estar envolvido com atividade
antibacteriana. A delecao do T6SS-1 de Pantoea ananatis reduziu a 10% o porcentual
de folhas mortas de cebolas infectadas 3 dias antes com a bactéria, enquanto o
percentual de 90% foi observado para a estirpe selvagem. Além disso, o numero de
colénias sobreviventes foi reduzido em ensaio de competicao interespecifico quando
deletado o T6SS-3 de P. ananatis (SHYNTUM et al., 2015). Contudo, os demais
estudos tém mostrado que o T6SS tem funcado primaria de competicdo bacteriana
também em patégenos (HAAPALAINEN et al., 2012; MA et al., 2014) e simbiontes
(BERNAL et al., 2017) de plantas. Nesse ultimo caso, o T6SS de Pseudomonas putida
atua como uma arma de defesa na protegcéo da planta contra fitopatégenos.

2.4 Herbaspirillum seropedicae

H. seropedicae € uma beta-Proteobacteria caracterizada como uma célula
gram-negativa, vibridide, as vezes helicoidal, possui de um a trés flagelos polares
(Figura 4). O diametro celular varia de 0,6 ym a 0,7 ym, e o comprimento da célula
varia com o meio de 1,5 a 5 ym (BALDANI et al., 1986).

FIGURA 4 - MICROGRAFIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE H. seropedicae

FONTE: BALDANI (1986).
NOTA: (A) um, (B) dois, e (C) trés flagelos polares.
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Esta bactéria foi isolada de raizes de varias gramineas, mas nao de solo nao
cultivado (BALDANI et al., 1992). H. seropedicae € uma espécie diazotrofica que
coloniza endofiticamente os tecidos de varias culturas de interesse econdmico da
familia Poaceae, como milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum
bicolor), cana-de-acgucar (Saccharum sp.), Miscanthus (MONTEIRO et al., 2012;
OLIVARES et al., 1996).

A associacdo de H. seropedicae com plantas provavelmente se inicia pela
atracao da bactéria em direcao a fonte de carbono exsudada pelas raizes das plantas,
seguida da ligacao desta bactéria a superficie das raizes e a subsequente colonizagao
dos tecidos internos das células vegetais através de pontos de emergéncia das raizes
laterais. Entdo ocorre uma rapida colonizacédo de espacos intercelulares da raiz, bem
como, de aerénquima, xilema e, finalmente, partes aéreas (JAMES et al.,, 1997;
MONTEIRO et al., 2012; RONCATO-MACCARI et al., 2003). A ligagao das células de
H. seropedicae a raizes de milho (Figura 5) foi observada 30 minutos apds inoculagao
das bactérias. Apds 24 horas de colonizacado as células foram visiveis nos tecidos
internos, e trés dias apds inoculagéo, no cilindro central e xilema das raizes de milho
(MONTEIRO et al., 2008).

Pedrosa et al. (2011) sequenciaram o genoma de H. seropedicae SmR1. A
estirpe H. seropedicae SmR1 é um mutante espontaneo da estirpe selvagem H.
seropedicae Z78 que apresenta resisténcia a estreptomicina. No genoma desta
bactéria foi identificado ao menos dois agrupamentos génicos homdlogos ao T6SS,

que estdo sob analise neste trabalho.



FIGURA 5 - COLONIZAGAO DE PLANTAS POR H. seropedicae
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FONTE: Modificada de MONTEIRO (2012).

NOTA: A associacao de H. seropedicae (pontos vermelhos) com plantas hospedeiras em condi¢des
laboratoriais comega com a quimiotaxia das bactérias para a raiz da planta e a fixagdo nas
superficies radiculares, preferencialmente na zona do pelo radicular (1). A maioria das bactérias
permanece nas superficies radiculares, mas algumas bactérias penetram através de
descontinuidades da epiderme, como a zona de alongamento (2a) e rachaduras laterais (2b), e
entdo ocorre uma ocupacao rapida de espacos intercelulares de raiz, juntamente com colonizagéo
de aerénquima (em arroz) e xilema (3). Algumas bactérias entdo se movem das raizes para as
partes aéreas no xilema (4), eventualmente colonizando os caules (5) e as folhas (6), onde podem
se espalhar para espacos intercelulares e cavidade substomatal.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral determinar se o sistema de secreg¢ao

do tipo VI (T6SS) de Herbaspirillum seropedicae esta envolvido na interagdo desta

bactéria com raizes de plantas. Para alcangar esse objetivo e outros fins de

caracterizacao fenotipica foram construidas estirpes mutantes de H. seropedicae em

genes que codificam para os dois T6SS.

Objetivos especificos:

1.

Obtencdo de estirpes mutantes nos genes Hsero 0736, Hsero 0737,
Hsero 0738, Hsero 0743, Hsero 0747, Hsero 0748, Hsero 0757
Hsero 4028, Hsero 4031, Hsero 4035, Hsero 4040, Hsero 4041 que estao
regulados durante a interacdo de H. seropedicae com raizes de milho
(BALSANELLI et al., 2016).

Determinacdo do padrdo de colonizacao epifitica e endofitica de raizes de
milho das estirpes selvagem SmR1 e mutantes construidas de H. seropedicae.
Determinacao de atividade antibacteriana das estirpes SmR1 e mutantes
construidas de H. seropedicae.

Determinacdo da capacidade de formacao de biofilme das estirpes mutantes
construidas de H. seropedicae.

Determinacédo de motilidade das estirpes mutantes construidas de H.

seropedicae.
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4 JUSTIFICATIVA

H. seropedicae € uma bactéria diazotrofica, promotora do crescimento
vegetal, que coloniza cultivos agricolas de importancia econémica, como milho, arroz,
trigo entre outros. Sua utilizacdo como biofertilizante € uma alternativa para aumentar
a produtividade vegetal e diminuir o impacto que os fertilizantes nitrogenados causam
no meio ambiente. Este trabalho busca ampliar nossa visdo sobre o uso dessas
bactérias no solo, levando em consideracao que a rizosfera € um ambiente onde
diferentes espécies bacterianas competem entre si para colonizar as raizes dos
vegetais. Publicacbes recentes indicam que bactérias associadas de maneira
benéficas com plantas, secretam proteinas efetoras através do T6SS, mas nao se
conhece ainda o papel dessas proteinas na interacao planta-bactéria. Além de estar
envolvido no processo de colonizagado, o T6SS pode ainda ser usado como arma de
defesa de populacdes estabelecidas contra possiveis invasores no vegetal. E
necessario, portanto, que as relagdes ecoldgicas de competicdo sejam estudadas

como uma etapa importante para utilizacdo de bactérias em cultivos agricolas.
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5.1 BACTERIAS
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As estirpes bacterianas usadas estao listadas na Tabela 1.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS DAS ESTIRPES BACTERIANAS

Estirpe

Caracteristicas’

Referéncia

Escherichia coli
Top10

E. coli S17.1

Herbaspirillum
seropedicae SmR1

H. seropedicae
SmR1tagF1

H. seropedicae
SmR1tssH?2

F'mcrA A(mcrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 deoR recA1 endA1 araA139 A(ara,leu)
7697 galU galK L™ rpsL nupG A~

recA, hsdR RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7

Variante espontaneo da estirpe tipo Z78 Sm", Nif",
isolada de raizes de sorgo

H. seropedicae SmR1 tagF1 Sm', Km'

H. seropedicae SmR1 tssH2 Sm", Km"

INVITROGEN
(Carlsbad, CA, EUA)

(SIMON; PRIEFER;
PUHLER, 1983)

(KLASSEN et al.,
1997)

Este trabalho

Este trabalho

NOTA: Caracteristicas'. Sm= estreptomicina; Km= canamicina; sobrescrito r= resistente.
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5.2 PLASMIDEOS

Os plasmideos usados estao listados na Tabela 2.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS PLASMIDEOS

(continua)
Plasmideos Caracteristicas’ Referéncia
pGEM-T Ap’ PROMEGA
(Madison, WI, EUA)
pSUP202 Ap"; Tc"; Cm"; mob site (SIMON; PRIEFER,;
PUHLER, 1983)
Contém o gene tss/1 de H. seropedicae Este trabalho
pGEM-T- interrompido pelo cassete Ez-Tn5
Hsero 0736 em pGEM-T, Ap’, Km'
Este trabalho
Contém o gene tssL1 de H. seropedicae
pGEM-T- interrompido pelo cassete Ez-Tn5
Hsero 0737 em pGEM-T, Ap’, Km’
Este trabalho
Contém o gene tssD1 de H. seropedicae
pGEM-T- interrompido pelo cassete Ez-Tn5
Hsero_0743 em pGEM-T, Ap", Km’
Este trabalho
Contém o gene tagF1 de H. seropedicae
pGEM-T- interrompido pelo cassete Ez-Tn5 em pGEM-
Hsero_ 0757 T, Ap", Km’
Este trabalho
Contém o gene tagF2 de H. seropedicae
pGEM-T- interrompido pelo cassete Ez-Tn5
Hsero 4028 em pGEM-T, Ap’, Km’
Este trabalho
Contém o gene tssH2 de H. seropedicae
pGEM-T- interrompido pelo cassete Ez-Tn5
Hsero 4031 em pGEM-T, Ap', Km'




TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS PLASMIDEOS
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(concluséao)

Plasmideos Caracteristicas’ Referéncia
pGEM-T- Contém o gene tssD2 de H. seropedicae Este trabalho
Hsero_4035 interrompido pelo cassete Ez-Tn5 em pGEM-

T, Ap", Km’
pGEM-T- Contém o gene tsskK2 de H. seropedicae Este trabalho
Hsero_4040 interrompido pelo cassete Ez-Tn5 em pGEM-

T, Ap", Km’
pGEM-T- Contém o gene tssL2 de H. seropedicae Este trabalho
Hsero 4041 interrompido pelo cassete Ez-Tn5 em pGEM-

T, Ap", Km’
pSUP202- Contém o gene tagF1 de H. seropedicae Este trabalho
Hsero_0757 interrompido pelo cassete Ez-Th5 em

pSUP202, Cm", Km'
pSUP202- Contém o gene tssH2 de H. seropedicae Este trabalho
Hsero_4031 interrompido pelo cassete Ez-Tn5 em

pSUP202, Cm', Km’

NOTA: Caracteristicas'. Ap= ampicilina; Cm= cloranfenicol; Tc= tetraciclina; sobrescrito r= resistente
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5.3 CONDICOES E MEIOS DE CULTIVO

As estirpes de H. seropedicae foram crescidas em meio liquido NFbHPN
Malato (Tabela 3), a 30°C, sob agitagdo constante de 120 rpm, por 12 a 24 horas. O
preparo do meio solido foi feito com a adigdo de 15 g/L de agar. O preparo do meio

semi-solido foi feito com 3 g/L ou 1,75 g/L de agar.

TABELA 3 - COMPOSICAO DO MEIO NFbHPN Malato

MgS0a4.7H20 2x10" g/L
NaCl 1x 10" g/L
CaCly 2x102g/L
Acido nitrilo-triacético (NTA) | 5,6 x 102 g/L
FeS04.7H20 2x102g/L
Biotina 1x10*g/L
Na:Mo004.2H20 19/l
MnS0O4.H20 1,175 g/L
H3BO3 1,4 g/L
CuS04.5H20 4 x10-2 g/L
ZnS04.7H20 1,2x10-1 g/L
Malato de sédio 5g/L

As estirpes de E. coli foram crescidas em meio liquido Luria-Bertani (LB)
(Tabela 4), a 37°C, sob agitagao constante de 160 rpm. Ou em meio sélido contendo
15 g/L de agar.

TABELA 4 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA LB

Triptona 10 g/L

Extrato de levedura | 5g/L

NaCl 10 g/L
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5.4 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos foram usados nos cultivos de acordo com a Tabela 5.

TABELA 5 - ANTIBIOTICOS USADOS NOS CULTIVOS

Antibidtico Concentragéao final para culturas de | Concentracao final para culturas de E. coli
H. seropedicae

Ampicilina - 250 ug/L

Estreptomicina 80 ug/L 80 ug/L

Canamicina 500 ug/L 100 pg/L

Tetraciclina 10 pg/L 10 pg/L

Cloranfenicol 60 ug/L 30 ug/L

5.5 MANUTENCAO DAS ESTIRPES BACTERIANAS

As estirpes de H. seropedicae foram estocadas em frascos de vidro com meio
semi-sélido NFbHPN Malato a temperatura ambiente e repicadas a cada 3 meses. As
estirpes de E. coli foram estocadas em glicerol 50% mantidas a -20°C e repicadas

uma vez ao ano.

5.6 ESTUDO in silico DOS GENES DO T6SS EM H. seropedicae
Foram feitas buscas no programa PSI-Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) para analise do genoma de H. seropedicae

SmR1 (CP002039-1). Essas buscas encontraram ORFs com alta similarizdade aos
genes possivelmente relacionados ao T6SS de outras bactérias, assim como,
identificou a regidao genbmica e organizacdo dos genes em H seropedicae.
Eventualmente foram feitas buscas complementares de ortologia e paralogia de genes
no KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
(https://www.genome.jp/kegd/).

5.7 TECNICAS DE MANIPULACAO DE DNA
5.7.1 Extragdo de DNA plasmidial

A extracao de plasmideos das células de E. coli Top10 foi realizada de acordo
com o método de lise alcalina (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989), com
algumas alteracdes. Brevemente, foi coletado 1 mL de cultura de E.coli Top10
contendo o plasmideo de interesse em tubo Eppendorf. Foi feita uma centrifugagao
por 60 s a 12.000 x g. Apdés descarte do sobrenadante, o pellet de células foi
ressupendido em 150 ul de tampéo GET (glucose 50 mM, EDTA 1 mM, Tris 25 mM
pH 8),1 ul de RNAse, em agitagao em voértex por cerca de 1 min. Depois, foi adicionado

150 pl de solugédo de lise (SDS 1%, NaOH 0,2 M) e misturado por inversao
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cuidadosamente. Entao, a lise foi interrompida pela adicédo de 150 uL de solugao de
acetato de sodio 3 M (pH 4,8 ajustado com acido acético) e misturado por inversao
cuidadosamente. Em seguida, essa mistura foi incubada em gelo por 5 min. Foi
adicionado 150 pl de solucéo cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) para precipitagao de
residuos de proteinas. Apos centrifugagao por 5 min a 12.000 x g, o DNA plasmidial
do sobrenadante (cerca de 200 pl) foi transferido para novos tubos Eppendorf, onde
foi adicionado 2 volumes de etanol absoluto, feita a homogeneizagéo por inverséo e
refrigeracdo a -20°C por 20 min para precipitacdo do DNA plasmidial. Apods
centrifugagado por 5 min a 12.000 x g, o sobrenadante foi descartado, o pélete foi
ressuspendido por agitacdo em vértex com 1 mL de etanol 70%. Apds nova
centrifugacéo por 5 min a 12.000 x g, o sobrenadante foi descartado, e o DNA foi seco

a vacuo e ressuspendido em 30 pL de agua Milli-Q estéril.
5.7.2 Eletroforese de DNA

As amostras de DNA foram diluidas em tampao Fsuds (Tris-HCI 65 mmol/L
pH 8,0, EDTA 1,75 mmol/L, Ficoll ® 10%, SDS 1%, azul de bromofenol 0,025) para
serem depois aplicadas em gel de agarose 1% submerso em tampao TAE (Tris base
40 mmol/L, acido acético 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH 8,0) em sistema horizontal
da HOEFFER. A eletroforese foi feita com voltagem e tempo de corrida variando de
acordo com a amostra (frequentemente entre 60V e 75V por 1h a 1h e 30 min). Apés
a eletroforese, o gel foi corado em brometo de etidio (0,5 pg/mL) por cerca de 15
minutos. Para a analise do DNA, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta 320 nm em

transluminador por meio do sistema UVP.
5.7.3 Digestao de DNA por enzima de restricao

A digestdo de DNA por enzimas de restricdo foi feita de acordo com a
recomendacgao dos fabricantes (FERMENTAS ou INVITROGEN). Sistemas de 20 L
ou 10 pL foram feitos para a confirmag&o de tamanho dos fragmentos de DNA. Entdo,

a clivagem foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1% (tampao TAE 1X).
5.7.4 Ligacao de fragmentos de DNA aos vetores

Para ligacao de inserto de DNA de interesse em vetor foi obedecida uma razao
molar de aproximadamente 1:7 mol (vetor:inserto) em um sistema de 10 pL, mais

adicado de T4 DNA ligase (Thermo Scientific) e tampao de ligagao (10x). A reacdo de
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ligacao foi incubada a 16°C durante a noite. O produto da reacédo de ligacao foi

transformado em E. coli Top 10.

5.7.5 Amplificacao de DNA

Através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi feita a
amplificacdo do gene 16S rRNA para confirmar espécie bacteriana. Para o volume
final de 20 L foram usados 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 10 pmol dos primers Y1 e
Y3 (Tabela 6), uma unidade de GoTaq DNA polimerase (Promega), cerca de 20 ng de
DNA génomico das estirpes de interesse. Os parametros da PCR: ciclo inicial de 95°C
por 5 min; 30 ciclos com trés etapas - 95°C por 30 s, 60°C por 45 s, 72°C por 1 min e

30 s; e ciclo final de 72°C por 3 min.

TABELA 6 - SEQUENCIAS DE PRIMERS

(continua)
Primer Sequéncia
Y1 5-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3
Y3 5-CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT-3

Hsero_0736 (F) | 5-CGACCTCGACCTGAAACAG-3’

Hsero_0736 (R) | 5-TACCCACTGGTTGAATCCGC-3’

Hsero_0737 (F) | 5-CTTCCCGTCCTCCTCTCCAT-3

Hsero_0737 (R) | 5-AAGCCCAGGTAGGCAAACAG-3’

Hsero_0738 (F) | 5-CCTGCATCCCTATTGCTGGG-3

Hsero_0738 (R) | 5-TATGACGGCTTGGTCTCGTT-3’

Hsero_0743 (F) | 5-GACGGTATCAAGGGCGAATC-3’

Hsero_0743 (R) | 5-GTACTTCAGGCCGACGGTT-3

Hsero_0747 (F) | 5-TCTGGAACACGAGATCAGCC-3

Hsero_0747 (R) | 5-TGATGCTCCTTCAACTGGGC-3’




TABELA 6 - SEQUENCIAS DE PRIMERS

(concluséao)

Primer

Sequéncia

Hsero 0748 (F)

Hsero_ 0748 (R)

Hsero 0757 (F)

Hsero_ 0757 (R)

Hsero 4028 (F)

Hsero 4028 (R)

Hsero 4031 (F)

Hsero 4031 (R)

Hsero 4035 (F)

Hsero 4035 (R)

Hsero 4040 (F)

Hsero 4040 (R)

Hsero 4041 (F)

Hsero_ 4041 (R)

5-CCAGATTGGCCCGAGATGTT-3

5-TGTTGACCATCGAACCCTGG-3’

5-GCTACTTCGGCAAGATCCCC-3

5-AGGCGTGATCAGGTTCATCC-3

5-CAGCTCGGGGAGACTTCATC-3

5’-AGAAGCCGAGGAACATGCAA-3’

5’-CACTACGCAGCTAACGCAAC-3

5’-CCAGATTGGCCCGAGATGTT-3

5-GGATCGAATGCAAGACCGTTG-3’

5’-CAAGTCCCAACCACCCGAAG-3’

5-ACACGCTACGCATCTTGGAA-3

5’AGCGCAATGGAACAACATCG-3’

5-CGACTCCTCTTCAGATGCCG-3’

5-CAGCGAGATCACCACCCAAA-3

37

NOTA: temperature melting (Tm) é de 60°C para todos os primers

exceto Y1 e Y3 (62°C). Os primers foram desenhados por meio do

programa Primer-Blast (NCBI).

A amplificagdo dos genes do T6SS de H. seropedicae foi feita com 1,5 mM

MgClz, 0,2 mM dNTPs, 10 pmol dos primers direto (F) e reverso (R) (Tabela 6), uma
unidade de GoTaq DNA polimerase (Promega), cerca de 20 ng de DNA génomico da
estirpe selvagem ou colénia de bactéria, em um volume final de reagdo de PCR de 20
ML. Os parametros da PCR: ciclo inicial de 95°C por 5 min; 30 ciclos com trés etapas
- 95°C por 30 s, 60°C por 45 s, 72°C (1 min/kb); e ciclo final de 72°C por 3 min.



38

5.7.6 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de fragmentos de DNA de interesse foi feito pelo método
de terminagao de cadeia utilizando dideoxinucleotideos marcados com fluoréforos
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1997), usando os primers dos genes do T6SS ou
Y1 e Y3 (16S rRNA) (Tabela 6). As reacdes de sequenciamento (10 uL) continham
200-400 ng de DNA, 2 uL de pré-mix (ET terminator), 5 pmol de primer e agua Milli-Q
estéril. Os parametros da reacdo de sequenciamento: primeiro ciclo de 96°C por 1

min; 30 ciclos com trés etapas - 96°C por 1 min, 60°C por 15 s, 60°C por 4 min.

Os amplicons foram purificados por precipitacdo com acetato de aménio 200
mM e dois volumes de etanol absoluto, deixados em banho de gelo por 30 min. Depois
de uma centrifugagédo de 30 min a 12.000 x g, foi feita uma lavagem com 100 yL de
etanol 70%, por fim as amostras foram secas a vacuo. O sequenciamento de bases
foi realizado no sequenciador automatico de DNA ABI PRISM 377 (Amersham

Bioscience).

5.8 TRANSFORMACAO DE E. coli POR ELETROPORACAO
5.8.1 Preparacgao de células competentes

O preparo das células competentes de E. coli se iniciou com o cultivo em meio
LB com agitacédo constante de 120 rpm por cerca de 16 horas durante a noite. Apos,
foi feito ré-in6culo de 1 mL da cultura em 100 mL de meio LB. A bactéria foi cultivada
até densidade optica (DOes20nm) entre 0,3 e 0,4, quando o cultivo foi divido em dois
tubos de 50 mL para centrifugagéo por 10 min a 4.000 rpm a 4°C em uma centrifuga
Eppendorf (modelo 5810R). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pélete de
bactérias ressuspendido em 10 mL de solugdo CaCl2.2H20 0,1 M gelada e estéril com
volume completado para 20 mL de H20 Milli-Q estéril. Entdo, as células foram
incubadas em banho de gelo por 1 h. As bactérias foram novamente centrifugadas (10
min, 4.000 rpm a 4°C) e o sobrenadante descartado. De novo, as bactérias foram
ressuspendidas, em 2 mL de solu¢do 100 mM CaCl2.2H20 com 20% (v/v) de glicerol
gelado e estéril. As bactérias competentes foram transferidas em aliquotas de 100 pL

para tubos Eppendorf onde foram estocadas a -80°C.
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5.8.2 Transformacgao bacteriana

A transformacao bacteriana do DNA plasmidial foi feita a partir da adicao de
10 uL (reacdo de ligagéo) ou 2 uL (DNA plasmidial extraido) em 100 pyL de células
competentes, mantida em banho de gelo por 10 min. Depois submetida ao choque
térmico por 45 segundos a 42°C em banho de agua aquecida seguido imediatamente
de banho de gelo por 5 minutos. Para a recuperagao das células foi adicionado 900
ML de meio SOC ou LB e incubacéao por 37°C durante 1 hora. Posteriormente, 200 uL
da suspenséo celular foram semeados em placas de LB agar contendo os antibiéticos

apropriados.

5.9 CONJUGACAO BACTERIANA

As estirpes de H. seropedicae (receptora) e E. coli S17.1 tra+ (doadora;
contendo plasmideos recombinantes de interesse) foram cultivadas durante a noite
nos meios NFbHPN Malato e LB, respectivamente, contendo os antibidticos
adequados para a selegao. Depois, foi feito re-indculo das estirpes, em meio de cultivo
sem antibidtico. Um volume de 75 L da cultura de H. seropedicae SmR1 foi inoculada
em 2,5mL de NFbHPN Malato e mantido por 6 horas a 30°C e agitacdo constante de
120 rpm. Um volume de 25 uL de cultura de E. coli S17 .foi inoculado em 2 mL de meio
LB por 3 horas, a 37°C sob agitagcado constante de 120 rpm. Posteriormente foram
feitas misturas das estirpes receptora e doadora em duas proporcdes diferentes: em
um tubo foram misturados 50 uL da cultura de H. seropedicae com 5 pL da cultura de
E. coli, e em outro 100 pL da cultura de H. seropedicae com 2 uL da cultura de E. coli.
Uma gota (~15 uL) da suspensdo das duas misturas foram colocadas em regides
opostas em placa (3:1, NFbHPN Malato:LB) e incubadas a 30°C durante a noite.
Entdo, a gota crescida de células foi raspada, ressuspendida em 1 mL de NFbHPN
Malato liquido. Apds, 250uL foram plagueados em meio NFbHPN Malato sdélido

contendo os antibidticos adequados.

5.10 OBTENCAO DAS ESTIRPES MUTANTES DE H. seropedicae

Os genes tagF1 e tssH2 de H. seropedicae foram amplificados a partir do DNA
gendmico da estirpe selvagem SmR1 e clonados no vetor pGEM-T. O cassete de
resisténcia a canamicina EzTn5 (Lucigen) de 1221 pb foi inserido aleatoriamente nos
genes clonados de acordo com o protocolo do fabricante. Depois da confirmagao dos
clones positivos por sequenciamento do DNA e digestdo por enzimas de restrigdo, os

genes nocauteados foram transferidos para o vetor pSUP202. Entao, as construgdes



40

foram transformadas em E. coli S17.1, e os transformantes conjugados com a estirpe
selvagem H. seropedicae SmR1. Os mutantes que sofreram recombinagao homologa
dupla foram obtidos por selegdo a canamicina, e nomeados SmR1tagF1 (tagF1) e
SmR1tssH2 (tssH?2). Foi feito o sequenciamento do gene 16S rRNA para confirmar a

espécie bacteriana. A inser¢ao do cassete no genoma foi confirmada por PCR.

5.11 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANA

A curva de crescimento bacteriana das estirpes SmR1, SmR1tagF1,
SmR1tssH2 foi determinada pela leitura de absorbancia (DOsoonm). Primeiramente, as
bactérias foram crescidas a partir de inéculo de colénias em meio NFbHPN Malato
liquido com antibiéticos adequados a 30°C, e 120 rpm, durante a noite. Depois, as
células foram re-inoculadas em meio liquido na concentragao 1:10 com antibiéticos
adequados mantidas a 30°C, 120 rpm, por cerca de 6 horas, até a saturagcdo do meio.
Em seguida, essas culturas foram diluidas 1:100 em placa de 96 pogos, nos pogos
mais centrais da placa, com a borda preenchida com agua para evitar a evaporagao
das culturas. Essa placa foi utilizada para leitura de absorbancia no leitor de
microplacas Tecan (LifeSciences) por cerca de 23 horas. As configuragdes usadas no
equipamento: temperatura (29,5°C-30,5°C); cinética — duragdo do shaking orbital
(10s), amplitude do shaking orbital (3 mm); absorbancia - duragdo do shaking orbital
(600 s), amplitude do shaking orbital (1 mm); absorbancia (comprimento de onda
600nm); tempo total de cinética (23 horas); tempo de intervalo da cinética (10 min). Os
resultados foram plotados em grafico de densidade 6ptica (DOesoonm) em funcdo do
tempo. Aos pontos correspondentes da fase exponencial de crescimento foram
aplicados a funcao Ln para a linearizagao da curva de crescimento e para se obter a

equacao da reta:
y=ax+b
onde:
y = Ln(DOsoonm) em fungéo do tempo
a = coeficiente angular, corresponde a taxa de crescimento bacteriana (p)
x = tempo (horas)

b = Ln(DOsoonm), Nno tempo 0
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A determinacao do tempo de duplicacao (tq) foi calculada pela equagao:
ta=Ln(2)/ p

5.12 ENSAIQOS in planta
5.12.1 Desinfecgao da superficie de sementes de milho

Primeiramente as sementes de Zea mays “30A37” foram lavadas com etanol
70% (v/v) com eventuais agitagcées por 5 minutos para remogao de microrganismos e
antifungico. As sementes foram lavadas uma vez com H20 Milli-Q estéril. Em seguida,
a esterilizacao se deu pela lavagem com solugéo de hipoclorito de sodio 2% (v/v) e
Tween20 0,04% (v/v) por 20 minutos com eventuais agitagcées. Posteriormente, as
sementes foram lavadas quatro vezes com agua Milli-Q estéril.
5.12.2 Inoculacéo das estirpes de H. seropedicae em cultivo de milho em sistema
hidropbnico

Apds a etapa de desinfecgdo, as sementes foram pré-germinadas em placas
contendo agar—agua (0,8%) que foram cobertas em papel-aluminio e mantidas a 30°C
por dois dias para germinagdao. As plantulas foram inoculadas por imersdo em
suspenséo de bactérias na concentragado de 10° células das estirpes selvagem SmR1,
mutantes SmR1tagF1 e SmR1tssH2 de H. seropedicae, por 30 min a 30°C. Em
seguida, plantulas foram lavadas duas vezes em solucao salina estéril (NaCl 0,9%)
por 3 minutos. Entdo, as sementes de milho foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 30 mL de meio para gramineas, sem fonte de carbono (Plant Medium),
aproximadamente 10 g de esferas de polipropileno para sustentagcdo das plantas em
crescimento, e protecao da area das raizes de incidéncia de luz com papel kraft. As

plantas foram crescidas a 28°C com periodo de luz de 12h e 1250 lux (Figura 6).

5.12.3 Ensaios de adesao das estirpes de H. seropedicae as raizes de milho
Imediatamente apds a inoculagédo foram cortadas cerca de 0,05 g de peso
fresco de raiz em tubos Eppendorf, pesados previamente, e pds-corte para a obtencao
do peso umido das raizes. Em cada tubo foi adicionado 1 mL de solugao salina estéril
(NaCl 0,9%) para agitacdo vigorosa em vortex por 40 segundos (Figura 6). O
sobrenadante foi utilizado para determinar o numero de bactérias aderidas por grama
fresca de raiz de milho através de diluicdo seriada e contagem de Unidades

Formadoras de Colbnias (UFC) em meio NFbHPN Malato sélido.
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FIGURA 6 - ESQUEMA DO ENSAIO DE COLONIZAGAO DE MILHO POR H. seropedicae
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FONTE: Modificada de BALSANELLI (2013).

Ensaios de competicdo das estirpes selvagem e mutantes, na proporcao de
1:1 com um total de 10° bactérias por plantula, para adesao as raizes de milho foram
realizados. O tratamento das raizes, diluicdo seriada e contagem de UFC foram
realizados como descrito acima (Figura 6), sendo que UFC das estirpes mutantes
foram identificadas por resisténcia a canamicina.

5.12.4 Ensaios de colonizagdo epifitica das raizes de milho pelas estirpes de H.
seropedicae

A determinacdo do numero de bactérias epifiticas de raiz foi feita 1 e 3 dias
apos inoculagao. As raizes foram lavadas duas vezes por imersao em solugao salina
estéril (NaCl 0,9%), cortadas em tubos Eppendorf previamente pesados, para
pesagem e determinagcdo do peso umido de raiz. Foi adicionado 1 mL de solugao
salina estéril (NaCl 0,9%) e feita agitacdo vigorosa em vértex por 40 segundos. O
sobrenadante foi utilizado para determinar o numero de bactérias epifiticas por grama
fresca de raiz de milho através de diluigdo seriada e contagem de UFC em meio
NFbHPN Malato sélido (Figura 6).

Ensaios de competicdo das estirpes selvagem e mutantes na proporgao de

1:1 com um total de 10° bactérias por plantula, para determinagdo do nimero de
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bactérias epifiticas de raiz foram realizados 1 e 3 dias apds inoculagao. O tratamento
das raizes, diluigao seriada e contagem de UFC foram realizados como descrito acima
(Figura 6). sendo que UFC das estirpes mutantes foram identificadas por resisténcia
a canamicina.
5.12.5 Ensaios de colonizagdo endofitica das raizes de milho pelas estirpes de H.
seropedicae

A determinagcdo do numero de bactérias enddfiticas foi feita 1 e 3 dias apods
inoculacdo. As raizes usadas no ensaio epifitico tiveram sua superficie desinfectada
por uma lavagem de 40 segundos em etanol 70% (v/v), seguida de trés lavagens com
agua Milli-Q estéril. Entdo, foi adicionado 1 mL de solugéo salina (NaCl 0,9%) as
raizes, que foram maceradas em graau estéril. Os extratos foram utilizados para
determinar o numero de bactérias endofiticas colonizando os tecidos radiculares
internos de milho através de diluicdo seriada e contagem de UFC em meio NFbMalato
sélido (Figura 6).

Ensaios de competicdo das estirpes selvagem e mutantes na proporgéo de
1:1 com um total de 10° bactérias por plantula, para determinagdo do nimero de
bactérias endofiticas de raiz foram realizados 1 e 3 dias apds inoculagéo. O tratamento
das raizes, desinfecgéao, diluigdo seriada e contagem de UFC foram realizados como
descrito acima (Figura 6), sendo que UFC das estirpes mutantes foram identificadas

por resisténcia a canamicina.

5.13 CO-CRESCIMENTO BACTERIANO EM MEIO LIQUIDO

A cultura crescida da estirpe selvagem SmR1 foi misturada (1:1) a cultura
crescida das estirpes mutantes SmR1tagF1 ou SmR1tssH2 para a concentragao de
10% células. A mistura dessas bactérias foi colocada em 2 x 10" mL em placas de 96
pocos, sem agitacdo, a temperatura de 30°C para avaliagdo de atividade
antibacteriana nos tempos 1h, 3h, 6h e 24h. Em cada periodo, foi feito diluicdo seriada
e aplicacao de microgotas em meio NFbHPN Malato sdlido para contagem de UFC,

sendo as estirpes mutantes selecionadas em placas contendo canamicina.
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5.14 FORMACAO DE BIOFILME EM MICROPLACA

As culturas crescidas das estirpes selvagem SmR1, mutantes SmR1tagF1 e
SmR1tssH2 foram diluidas em meio liquido NFbHPN Malato a uma concentracao de
108 células. Separadamente, 2 x 10" mL dessas bactérias foram colocadas em
microplacas (placas de 96 pocgos) para avaliacao da formacéao de biofilme nos tempos
de 12h, 24h, 36h e 48h a 30°C, sem agitacdo. Apos cada periodo, o volume de cultura
bacteriana foi retirado dos pogos cuidadosamente e transferido para microplaca nova
para leitura de absorbéncia (DOsesnm) das células planctdnicas, como controle
experimental. Entdo, os pogos foram lavados suavemente duas vezes com agua Milli-
Q estéril para remogao das células plancténicas. Em seguida, as células aderidas na
parede dos pogos foram coradas com violeta de genciana 0,1% por 15 min no escuro.
Apés, os pogos foram lavados cuidadosamente trés vezes com agua Milli-Q para
remover o excesso do corante. O conteudo remanescente na placa foi ressuspendido
em etanol absoluto. Esta solugao foi usada para determinar a absorbancia (DOs4onm)
das células que aderiram na superficie dos pogos como indicativo de formagao de
biofilme. Os dados das amostras foram expressos em DOssonm subtraindo-se o valor

de DOssonm do controle negativo feito somente com NFbHPN Malato liquido.

5.15 ENSAIO DE MOTILIDADE SWARMMING

As culturas crescidas das estirpes selvagem SmR1, mutantes SmR1tagF1 e
SmR1tssH2 foram inoculadas (10 yL) em uma concentragéo de 108 células em meio
NFbHPN Malato adicionado de 15 g/L de agar para avaliar a motilidade do tipo
swarmming. Apos o periodo de 72 horas de incubagdo a 30°C, os halos de
crescimento de colbnias foram registrados por foto no sistema UVP. E a média de
raios dos halos das colénias foram calculadas através do programa ImagedJ para

avaliar a motilidade das estirpes mutantes em relagao a selvagem.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISES in silico REVELAM QUE O GENOMA DE H. seropedicae POSSUI
DOIS T6SS

Os T6SSs apresentam 13 genes conservados, tssA-tssM (ALCOFORADO
DINIZ; LIU; COULTHURST, 2015), que sao elementos centrais desse aparato de
secrecao. Esses genes sdo classificados de acordo com a funcgéo e localizagéo de
suas proteinas, que podem estar no ambiente citosélico, de membrana, ou podem ser
secretadas pela célula. Ha ainda os chamados genes associados tag que sao
quinases, fosfatases, dominios forkhead, que participam dos processos de regulagao,
ou lipoproteinas que ancoram nas membranas, e que variam entre os T6SSs
(SHALOM; SHAW; THOMAS, 2007).

Durante a analise do genoma de H. seropedicae (4.804 genes) foram
encontrados dois agrupamentos génicos que codificam proteinas relacionadas ao
T6SS, aqui chamados de T6SS-1 e T6SS-2. O T6SS-1 é constituido por 26 genes
Hsero_0736 a Hsero_0761 (Figura 7). O T6SS-2 é formado por 16 genes Hsero_4026
a Hsero 4041 (Figura 7). Em H. seropedicae, o T6SS-1 € composto por 14 genes
centrais, incluindo duas copias de tss/. Curiosamente, o T6SS-2 nao possui um tssl,
isso sugere que a bactéria pode ter uma via comum de uso de Tssl para os dois T6SS,
ou pode utilizar a proteina Tssl codificada pelo gene Hsero_4321 que se encontra fora
desses agrupamentos. Nos dois T6SS, o gene tagF pode estar envolvido na regulagao
do T6SS. Assim como, 11 genes a montante do inicio do T6SS-1 de H. seropedicae,
o gene Hesro_ 0724 que codifica para um ortélogo do regulador transcricional lysR,
pode também estar envolvido na regulacédo do T6SS. Em Xanthomonas citri (BAYER-
SANTOS et al., 2019) foi predito que /ysR é co-transcrito com tssA. O T6SS-1 possui
ainda 7 genes que codificam proteinas hipotéticas, um gene que codifica proteina com
dominio PAAR. Enquanto o T6SS-2 é basicamente constituido por genes centrais e
tag, além de Hsero 4026, homologo ao Hsero 0761 (Figura 7), os quais codificam

proteinas com dominios peptidase M15, cuja fungao ainda nao é conhecida.
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Neste trabalho construimos duas estirpes mutantes nos genes tagF1 (TSS6-
1) e tssH2 (T6SS-2). O gene tagF1, codifica uma proteina de 328 aa e possui um
dominio N-terminal TagF e, como mencionado anteriormente, pode estar associado
ao processo de regulacado pos-traducional do T6SS. TagF1 e TagF2 compartilham
75% de identidade. O gene tssHZ2 codifica uma proteina de 889 aa com dominios
conservados AAA+ e dominios homodlogos a familia de proteinas ClpV, com fungao
de ATPase e desmontagem do complexo TssB/TssC contraido, respectivamente.
TssH1 e TssH2 compartilham 81% de identidade.

6.2 CLONAGEM GENICA

Genes relacionados ao T6SS foram isolados do genoma de H. seropedicae e
amplificados por PCR com primers desenhados para anelar em duas regides da
sequéncia nucleotidica de maneira que nem o comego, nem o fim dos genes fossem
amplificados, apenas uma regiao intermediaria. Os fragmentos génicos obtidos foram
clonados no plasmideo pGEM-T, em seguida, confirmados por PCR e
sequenciamento do DNA. A estratégia de mutagénese empregada foi a inser¢cao do
transposon EZ-Tn5™ nos fragmentos génicos. Esse DNA de inser¢cdo além de
nocautear os genes, confere resisténcia a canamicina. Depois, o0s insertos génicos
foram transferidos ao pSUP202, que é um plasmideo conjugavel em H. seropedicae.

A partir do transcriptoma de H. seropedicae SmR1 obtido durante a interagéo
desta bactéria com o milho (BALSANELLI et al., 2016), foram selecionados genes
relacionados aos  dois  T6SS: HSERO_RS03675, HSERO_RS03680,
HSERO_RS03685, HSERO_RS03710, HSERO_RS03730, HSERO_RS03735,
HSERO_RS03780, HSERO_RS20135, HSERO_RS20150, HSERO_RS20170,
HSERO_RS20195, HSERO_RS20200. Do total de 12 genes selecionados neste
trabalho, foram construidos nove plasmideos contendo os genes de interesse
mutagenizados com insergao de transposon EZ-Tn5™ (1221 nt) (Tabela 7). Todos os
plasmideos foram confirmados por PCR e sequenciamento das suas cadeias de

nucleotideos. Somente trés construgdes plasmidiais nao foram finalizadas.
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Fragmento
T6SS Nomenclatura dos genes (nt) Proteinas (aa) génico + Clonagem

EZ-Tn5™ génica
T6SS-1 HSERO_RS03675 / Hsero_0736 (2865) | Tssl/VgrG (954) | 2734 nt Confirmada
T6SS-1 HSERO_RS03680 / Hsero 0737 (792) TssL / DotU (263) | 1869 nt Confirmada
T6SS-1 HSERO_RS03685 / Hsero 0738 (1347) | TssK (448) 2109 nt Nao confirmada
T6SS-1 HSERO_RS03710 / Hsero_0743 (492) TssD / Hep (163) | 1587 nt Confirmada
T6SS-1 HSERO_RS03730 / Hsero_0747 (2682) | TssH/ ClpV (893) | 2655 nt Nao confirmada
T6SS-1 HSERO_RS03735 / Hsero_0748 (2835) | Tssl/VgrG (944) | 2919 nt N&o confirmada
T6SS-1 HSERO_RS03780 / Hsero_0757 (987) TagF (328) 1892 nt Confirmada
T6SS-2 | HSERO_RS20135 / Hsero_4028 (993) TagF (330) 1959 nt Confirmada
T6SS-2 HSERO_RS20150 / Hsero_4031(2670) TssH / ClpV (889) | 2477 nt Confirmada
T6SS-2 | HSERO_RS20170 / Hsero_4035 (492) TssD / Hep (163) | 1622 nt Confirmada
T6SS-2 | HSERO_RS20195 / Hsero_4040 (1347) | TssK (448) 2157 nt Confirmada
T6SS-2 | HSERO_HS20200 / Hsero_4041 (774) TssL / DotU (257) | 1829 nt Confirmada

FONTE: O autor (2019).

NOTA: Sao apresentadas duas nomenclaturas para os genes de H. seropedicae. A nomenclatura
antiga, gerada da primeira anotagao, Hsero_[gene]. A nomenclatura HSERO_RS[gene], gerada
automaticamente pelo NCBI. Sao apresentadas duas nomenclaturas para as proteinas codificadas

por estes genes. O padrao Tss e os nomes originalmente propostos por diferentes trabalhos.
6.3 OBTENCAO DE ESTIRPES MUTANTES DO T6SS EM H. seropedicae

Os plasmideos pSUP202-Hsero 0757 e pSUP202-Hsero 4031 foram
transferidos por conjugacgao para H. seropedicae. Apos a recombinagdo homodloga, as
estirpes mutantes foram selecionadas por resisténcia a canamicina e cloranfenicol, e
os duplos recombinantes foram selecionados devido somente a resisténcia a
canamicina. As estirpes mutantes nos genes tagF1 (Hsero 0757) e tssH2
(Hsero_4031) foram nomeadas SmR1tagF1 e SmR1tssH2, respectivamente. As

demais estirpes mutantes do T6SS em H. seropedicae ainda nao foram obtidas.

A copia selvagem dos genes tagF1 e tssH2 tém 987 pb e 2670 pb,
respectivamente. De acordo com a estratégia de mutagénese, € esperado que 0s
produtos de amplificagdo nos genes selvagens sejam menores. E os produtos de
amplificacdo nos genes mutagenizados sejam maiores, nesse caso, pela insergao de

um transposon aos genes. Entdo, o gene tagF1tem 671 pb referente a copia selvagem
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e 1892 pb na versdao mutagenizada. O gene tssH2 tem 1256 pb referente a cépia
selvagem e 2477 pb na versao mutagenizada. As estirpes mutantes SmR1tagF1 e
SmR1tssH2 foram confirmadas pelo sequenciamento do DNA, obtidos a partir de PCR

de colbnias (Figuras 8 e 9, respectivamente).

FIGURA 8 - PERFIL ELETROFORETICO DE tagF1 EM H. seropedicae
123
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Perfil eletroforético de H. seropedicae SmR1 e SmR1tagF1.
Copia selvagem (671 pb) do gene tagF1 em (2). Cépia mutagenizada
(1892 pb) do gene tagF1 em (3). Padréo de massa molecular em (1).

FIGURA 9 - PERFIL ELETROFORETICO DE tssH2 EM H. seropedicae
1 23
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Perfil eletroforético de H. seropedicae SmR1 e SmR1tssH2. Cépia
selvagem (1256 pb) do gene tssH2 em (2). Cépia mutagenizada (2477 pb) do
gene tssH2 em (3). Padrao de massa molecular em (1).
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6.4 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANA

O perfil de crescimento das estirpes SmR1, SmR1tagF1, SmR1tssH2 foi
avaliado através da curva de crescimento das bactérias. Inicialmente foi feito o indculo
de coldénias em meio NFbHPN Malato liquido. Depois foi feito o re-indculo das células
para saturagdo das culturas bacterianas. Em seguida, as culturas foram diluidas
(1:100) em placas de 96 pocos para leitura de absorbancia (DOeoonm). Para isso, foi
utilizado o leitor de microplacas automatizado Tecan, que analisou o crescimento
bacteriano por 23 horas. Apds 6 horas de crescimento, todas as estirpes estavam
crescidas aproximadamente em DOsoo 0,04 (considerado como ponto inicial). E apos
18 horas de crescimento ja haviam atingido a fase estacionaria de crescimento (Figura
10).

A taxa de crescimento e o tempo de duplicacdo das estirpes mutantes em
relacao a estirpe selvagem durante a fase exponencial de crescimento das bactérias
foram comparadas e nao houve diferenga estatistica significativa. SmR1 tem taxa de
crescimento (u=0,5938) e tempo de duplicagao (1,16 horas). SmR1tagF1 tem taxa de
crescimento (U= 0,5764) e tempo de duplicagao (1,20 horas). E SmR1tssH2 apresenta
taxa de crescimento (u= 0,5715) e tempo de duplicacdo (1,21 horas). Logo, as
mutacgdes nos genes tagF1 e tssH2 nao conferem mudanga no padrao de crescimento

das estirpes mutantes nesses genes.
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FIGURA 10 - CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANA
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: O perfil de crescimento das estirpes SmR1, SmR1tagF1, SmR1tssH2 de H. seropedicae foi
determinado por leitura de absorbancia (DOsoonm). Foi realizado teste t e os valores p foram
ajustados através do programa GraphPad Prism 7. Experimento feito em ftriplicata bioldgica, +
desvio padréao.

6.5 A MUTACAO NO GENE tagF1 (T6SS-1) EM H. seropedicae TORNA ESSA
ESTIRPE MENOS COMPETITIVA NA COLONIZACAO DE MILHO EM ENSAIO DE
COMPETICAO COM A ESTIRPE SELVAGEM

Para investigar se o gene tagF1 (T6SS-1) esta envolvido no processo de
colonizagao de H. seropedicae as raizes de milho, foi feito a imersdo de sementes de
milho em cultura bacteriana na concentragéo de 10° UFC/mL por semente durante 30
minutos nos ensaios de adesao, também foi feita a avaliacdo de colonizagao epifitica
e endofitica, um dia apds inoculacao (1 d.a.i) e, trés dias apds inoculagao (3 d.a.i) das
estirpes selvagem SmR1 e mutante SmR1tagF71 (Figura 11) . Na etapa de adeséo,
embora SmR1 apresente maior numero de bactérias aderidas por peso fresco de raiz
em relagcdo a SmR1tagF1, essa diferenga observada ndo chega a ser significativa
estatisticamente. Na colonizacao epifitica e endofitica de 1 d.a.i e 3 d.a.i a quantidade
de células recuperadas das raizes de milho para ambas as estirpes analisadas foi

praticamente a mesma. Portanto, o padréo de colonizagao da estirpe SmR1tagF1 nao
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é estatisticamente diferente do padrao de colonizagdo da estirpe do tipo selvagem
SmR1.

FIGURA 11 - ENSAIO DE COLONIZAGAO DAS ESTIRPES SmR1 E SmR1tagF1 DE H. seropedicae
EM MILHO
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Ensaio de colonizacdo em milho. H. seropedicae estirpes selvagem SmR1 e mutante
SmR1tagF1 foram inoculadas separadamente em plantulas de milho em uma concentragio de 10°
UFC/mL/semente. Foi feita a contagem de UFC.g™' de peso fresco de raiz, em ensaio de adesé&o
apos 30 minutos de inoculagdo, nos ensaios de colonizagdo epifitica e endofitica 1 d.a.i e 3 d.a.i.
Foi realizado teste t e os valores p foram ajustados através do programa GraphPad Prism 7. Dados
de trés experimentos independentes, n=9, + desvio padréo.

Quando as estirpes de H. seropedicae do tipo selvagem SmR1 e mutante
SmR1tagF1 foram co-inoculadas para avaliagdo de competicdo nas raizes de milho,
observou-se mudanga no padréo de colonizagdo das plantas (Figura 12). A adeséao
da estirpe mutante foi menor que a adesdo da selvagem, porém sem diferenca
estatistica. No primeiro dia, o numero de bactérias da estirpe mutante que colonizou
o milho epifiticamente foi sete vezes menor em relacdo a selvagem. Ja
endofiticamente a colonizagdo da estirpe mutante foi cerca de trés vezes menor que
a selvagem. No terceiro dia, a estirpe mutante colonizou o milho epifiticamente cerca

de seis vezes menos em relagdo a selvagem. E na colonizagdo endofitica
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aproximadamente quatro vezes menos. Esses resultados sugerem que a estirpe

mutante no gene tagF1 é menos competitiva na colonizagéo do milho.

FIGURA 12 - ENSAIO DE COMPETIGAO DAS ESTIRPES SmR1 E SmR1tagF1 DE H. seropedicae
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Ensaio de competicdo em milho. H. seropedicae estirpes selvagem SmR1 e mutante
SmR1tagF1 foram co-inoculadas em plantulas de milho em uma concentragdo de 10°
UFC/mL/semente. Foi feita a contagem de UFC.g™" de peso fresco de raiz, em ensaio de adesé&o
apos 30 minutos de inoculagdo, nos ensaios de colonizacado epifitica e endofitica 1 d.a.i e 3 d.a.i.
Foi realizado teste t e os valores p foram ajustados através do programa GraphPad Prism 7.
Diferengas estatisticas significativas sao representadas por * (p <0,05). Dados de trés experimentos
independentes, n=9, + desvio padrao.

6.6 A MUTACAO NO GENE tssH2 (T6SS-2) EM H. seropedicae TORNA ESSA
ESTIRPE MENOS COMPETITIVA NA ADESAO AO MILHO EM ENSAIO DE
COMPETIGCAO COM A ESTIRPE SELVAGEM

Também foi avaliado se o gene tssH2 esta envolvido no processo de
colonizagéo de H. seropedicae no milho. Para tanto foram feitos os ensaios de adeséo,
colonizagao epifitica e endofitica, 1 d.a.i e 3 d.a.i em raizes de milho das estirpes
selvagem SmR1 e mutante SmR1tssH2 separadamente (Figura 13). De modo geral
a contagem de bactérias do tipo selvagem e mutante no gene tssH2 por peso fresco
de raiz foi praticamente a mesma no processo de adesao das células as raizes de

milho, assim como, durante todo o processo epifitico e endofitico de colonizagao 1
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d.a.i e 3 d.a.i. Logo, o padrao de colonizagao de H. seropedicae ao milho é o mesmo
para as estirpes SmR1 e SmR1{ssH2.

FIGURA 13 - ENSAIO DE COLONIZAGAO DAS ESTIRPES SmR1 E SmR1tssH2 DE H. seropedicae
EM MILHO
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Ensaio de colonizagdo em milho. H. seropedicae estirpes selvagem SmR1 e mutante
SmR1tssH2 foram inoculadas separadamente em plantulas de milho em uma concentragéo de 10°
UFC/mL/semente. Foi feita a contagem de UFC.g™' de peso fresco de raiz, em ensaio de ades&o
apo6s 30 minutos de inoculagéo, nos ensaios de colonizagéo epifitica e endofitica 1 d.a.i e 3 d.a.i.
Foi realizado teste t e os valores p foram ajustados através do programa GraphPad Prism 7. Dados
de trés experimentos independentes, n=9, + desvio padrao.

Quando a estirpe selvagem SmR1 e a estirpe mutante SmR1tssH2 de H.
seropedicae foram co-inoculadas no milho o padrao de adesao das células nas raizes
do milho foi alterado (Figura 14). No processo de adesao das células as raizes de
milho, a estirpe mutante aderiu quase trés vezes menos do que a selvagem, sendo
esse resultado estatisticamente significativo. No primeiro dia de colonizagao a estirpe
mutante colonizou menos do que SmR1, tanto epifiticamente como endofiticamente,
porém nesse caso nao houve diferenca estatistica. E no terceiro dia de colonizacdo
epifitica e endofitica as duas estirpes colonizaram o milho de maneira muito similar.
Portanto, quando em competicdo o padrdao de colonizagdo das estirpes SmR1 e
SmR1tssH2 no processo de adesao as raizes de milho é levemente alterado em uma
escala logaritmica. A estirpe mutante no gene tssH2 € menos eficiente na adesao.
Porém essa diferenca relativamente pequena nao é observada na colonizacao 1 d.a.i

e 3 d.a.i do milho.
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FIGURA 14 - ENSAIO DE COMPETICAO DAS ESTIRPES SmR1 E SmR1tssH2 DE H. seropedicae
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Ensaio de competicdo em milho. H. seropedicae estirpes selvagem SmR1 e mutante
SmR1tssH2 foram co-inoculadas em plantulas de milho em uma concentragdo de 10°
UFC/mL/semente. Foi feita a contagem de UFC.g™" de peso fresco de raiz, em ensaio de ades&o
apos 30 minutos de inoculagéo, nos ensaios de colonizagéo epifitica e endofitica 1 d.a.i e 3 d.a.i.
Foi realizado teste t e os valores p foram ajustados através do programa GraphPad Prism 7.
Diferencas estatisticas significativas sao representadas por * (p <0,05). Dados de trés experimentos
independentes, n=9, + desvio padrao.

Os dados dos experimentos em planta em conjunto sugerem que 0s genes
tagF1 e tssH2 nao estao envolvidos com os mecanismos de colonizagéo de H.
seropedicae ao milho. Todavia esses genes parecem ser importantes para a
competicdo desta bactéria em milho. O papel de tagF1 pode estar associado a
manutencao da colonizagao epifitica e endofitica na superficie externa e dentro dos
tecidos radiculares em um microambiente competitivo. O gene tssH2 pode estar
associado ao fitness de competitividade durante a adesao de H. seropedicae as raizes
do milho. Tudo isso € muito relevante para os estudos de interagao planta-bactéria,
uma vez, que a rizosfera € um ambiente polimicrobiano composto por diversas
espécies patogénicas ou nao patogénicas. E ainda, mais importante no caso de

microrganismos que promovem o crescimento vegetal, como H. seropedicae.

O T6SS-1 e T6SS-2 de H. seropedicae podem ser aparatos moleculares
usados por essa bactéria para combater bactérias competidoras nas raizes do milho.
Talvez o nocaute dos genes tagF1 e tssH2 comprometa o funcionamento de T6SS-1

e TSS6-2, com isso, as estirpes mutantes SmR1fagF7 e SmR1tssH2 de H.
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seropedicae se tornam menos competitivas que a estirpe selvagem, que
provavelmente possui um T6SS funcional. De fato, um T6SS funcional age como uma
arma de protegao as plantas contra fitopatégenos. Bernal et al. (2017) mostraram que
P. putida atua como um agente protetor da planta do tabaco ao combater
Xanthomonas campestris, através da secrecao de proteinas efetoras de um dos seu
trés clusters do T6SS. Futuramente ensaios de competicao intsilrverbacteriana em
planta devem ser realizados entre H. seropedicae e outras espécies para
entendermos melhor o fenétipo competitivo ligado ao T6SS na colonizagao de plantas.
6.7 AS ESTIRPES MUTANTES SmR1tagF1 (T6SS-1) E SmR1tssH2 (T6SS-2)

TAMBEMA SAO MENOS COMPETITIVAS QUE A SELVAGEM EM SISTEMA
PLANCTONICO DE CRESCIMENTO

Ensaios de co-crescimento em sistema planctdonico foram realizados para
avaliar a possivel atividade antibacteriana do T6SS em H. seropedicae. As estirpes
mutantes SmR1tagF7 e SmR1tssH2 separadamente foram co-inoculadas com a
estirpe selvagem SmR1. Para isso, foi feito uma mistura 1:1 da estirpe selvagem e
mutante na concentracao inicial de 10° células em 2 x 10" mL de meio de cultura.
Entdo, as bactérias foram co-cultivadas em meio NFbHPN Malato liquido em
microplacas sem agitagdo. Os ensaios de competigdo foram realizados 1h, 3h, 6h e

24h apos a mistura das bactérias.

Em todos os tempos aferidos o numero de colbnias sobreviventes de SmR1
foi maior em relacdo a SmR1tagF1 (Figura 15). Na primeira hora de co-cultivo, o
numero de colénias de SmR1 foi 2,1 vezes maior do que o numero de colénias de
SmR1tagF1, na terceira hora a diferenca foi de quase trés vezes (2,9), apos seis horas

a diferenca foi de 2,3 e apds 24 horas foi de 1,5 vezes.
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FIGURA 15 - ENSAIO DE COMPETICAO DAS ESTIRPES SmR1 E SmR1tagF1 DE H. seropedicae
EM SISTEMA PLANCTONICO
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Ensaio de competicdo em sistema planctonico de crescimento. As estirpes selvagem SmR1
e mutante SmR1tagF1 de H. seropedicae foram misturadas 1:1 na concentracéo de 10° UFC em 2
x 10" mL em meio NFbHPN Malato liquido. Foi feita a andlise de sobrevivéncia das bactérias e
determinagao de atividade antibacteriana através da contagem de UFC apds 1h, 3h, 6h e 24h de
co-cultivo. Foi realizado teste t e os valores p foram ajustados através do programa GraphPad Prism
7. Diferengas estatisticas significativas sao representadas por * (p <0,05). Dados de trés
experimentos independentes, n=9, + desvio padrao.

Apesar da leve redugado no numero de colénias de SmR1tagF1. O gene tagF1
codifica para uma proteina repressora do T6SS (SILVERMAN et al.,, 2011). Os
resultados com a estirpe mutante AtagF de P. aeruginosa mostraram um aumento na
secrecao de efetores, TssD e Tse-1, no sobrenadante da cultura de AtagF, em relagao
a estirpe selvagem. Nos ensaios de competicdo em sistema planctdnico de
crescimento, AtagF nao mostrou nenhuma vantagem competitiva em relagao a estirpe
competidora testada. Na verdade, o crescimento de ambas estirpes foi muito similar.
Somente quando o ensaio de competicao foi feito em superficie agar que AtagF
apresentou uma taxa de sobrevivéncia levemente maior em relacdo a estirpe
competidora e mesmo assim, o resultado nado foi estatisticamente significativo. Outro
grupo de pesquisa mostrou que a taxa de sobrevivéncia de E. coli foi aumentada cerca
de dez vezes quando a estirpe competidora A. tumefaciens possuia um plasmideo
que superexpressava TagF-TagG, e nesse caso, de novo o sistema de crescimento

das bactérias era de superficie (LIN et al., 2018).
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Ensaios de competi¢cao em sistema plancténico de crescimento também foram
feitos para avaliar o efeito da mutagdo no gene tssH2. Apds a primeira hora de co-
cultivo foram recuperadas 3x mais colonias da estirpe SmR1. Na terceira hora a
diferenca entre col6nias da estirpe SmR1 e da estirpe mutante foi de 1,8x (Smr1),

apos 6 horas essa diferenca foi de 2,2x e depois de 24 horas 1,2x (Figura 16).

FIGURA 16 - ENSAIO DE COMPETIGAO DAS ESTIRPES SmR1 e SmR1tssH2 DE H. seropedicae
EM SISTEMA PLANCTONICO
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Ensaio de competigdo em sistema plancténico de crescimento. As estirpes selvagem SmR1
e mutante SmR1tssH2 de H. seropedicae foram misturadas 1:1 na concentracéo de 10° UFC em 2
x 10"" mL em meio NFbHPN Malato liquido. Foi feita a andlise de sobrevivéncia das bactérias e
determinacao de atividade antibacteriana através da contagem de UFC apés 1h, 3h, 6h e 24h de
co-cultivo. Foi realizado teste t e os valores p foram ajustados através do programa GraphPad Prism
7. Diferengas estatisticas significativas sdo representadas por * (p <0,05). Dados de trés
experimentos independentes, n=9, + desvio padrao.

A estirpe mutante tssH em P. aeruginosa possuem um T6SS n&o funcional na
exportagdo de efetores. Com isso, essas bactérias apresentam uma taxa de
sobrevivéncia reduzida drasticamente em ensaios de competicdo (HOOD et al., 2010).
O que néo é o caso neste trabalho, ja que foi observado apenas uma leve reducgao de

colénias SmR1tssH2 em relagdo a SmR1.

6.8 AS MUTACOES tagF1 E tssH2 EM H. seropedicae AUMENTAM A FORMACAO
DE BIOFILME

Estudos prévios reportaram uma associagao do T6SS com a formacéo de
biofilme. A proteina TssD foi identificada como constituinte do estagio de maturagao e

estagio final do desenvolvimento de biofilme em P. aeruginosa (SOUTHEY-PILLIG;
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DAVIES; SAUER, 2005) e Vibrio parahaemolyticus (ENOS-BERLAGE et al., 2005).
Em E. coli a mutagao de sciN que codifica uma lipoproteina de membrana externa do
T6SS, aboliu a secregéo de TssD (sciD) e reduziu a capacidade formagao de biofilme
nesta bactéria (ASCHTGEN et al., 2008).

Neste trabalho, as estirpes SmR1, SmR1tagF1, SmR1tssH2 foram testadas
quanto a sua capacidade de formar biofilme. A formagao de biofilme foi avaliada
quantitativamente por coloragdo das bactérias aderidas a superficie de microplaca
através de leitura de DOs40nm Nos tempos 12h, 24h, 36h e 48h (Figura 17).

FIGURA 17 - FORMACAO DE BIOFILME
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: H. seropedicae selvagem SmR1, mutante SmR1tagF71, mutante SmR1tssH2 foram
separadamente inoculadas na concentragdo de 108 células em superficie de microplaca para
avaliagdo da formacado de biofilme nos tempos 12h, 24h, 36h, 48h. Por meio da coloragédo de
biofilme por violeta de genciana 0,1%. E posterior descoloragdo com etanol absoluto para
quantificacdo de bactérias aderidas a superficie de microplaca através de valores expressos em
DO540nm. Foi realizado teste t através do programa GraphPad Prism 7. Diferencas estatisticas
significativas s&o representadas por * (p<0,05). Dados de dois experimentos independentes, n=16,
+ desvio padrao.

A estirpe selvagem e as estirpes mutantes SmR1tagF1 e SmR1tssH2
formaram mais biofilme até o periodo de 36 horas. A partir de 48 horas a quantidade
de biofilme formado diminuiu para todas as estirpes testadas, provavelmente porque
nesse tempo, as células estdo desfazendo o biofilme. No entanto, ao longo do tempo
experimental a estirpe mutante SmR1tagF1 apresentou um aumento na formacéao de
biofilme em relagdo a estirpe selvagem sempre crescente de 69%, 136%, 160% e
189%, respectivamente. A estirpe mutante SmR1fssH2 também apresentou um

aumento na formacgao de biofilme em relagao a estirpe selvagem de 76%, 41%, 79%
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e 45%, nos respectivos tempos experimentais. Esses resultados indicam que em H.
seropedicae, pelo menos, os genes tfagF1 e tssH2 desempenham um papel na
formacgéao de biofilme de maneira ainda ndo esclarecida. Similarmente, a mutacao de
tssM (icmF3) em P. aeruginosa aumentou a formagao de biofilme quando comparada
a estirpe selvagem (LIN et al., 2015). Ja em Burkholderia thailandensis nao houve
diferenca na formacéao de biofilme quando comparada a estirpe AT6SS-1 em relacéo
a selvagem em um periodo de 4 dias (SCHWARZ et al., 2010).

6.9 AS MUTACOES NOS GENES tagF1 E tssH2 AUMENTAM A MOTILIDADE DE H.
seropedicae

As mutagdes tagF1 e tssH2 aumentaram a motilidade do tipo swarmming de
H. seropedicae (Figura 18). O halo das col6nias que é indicativo de motilidade, foi
mensurado através da média do raio das colbnias apds 72 horas de inoculagdo em
meio NFbHPN Malato agar 0,3% e incubagdo a 30°C, As estirpes mutantes
SmR1tagF1 e SmR1tssH2 apresentaram um halo de motilidade, respectivamente,

20% e 19% maior que o halo de motilidade da estirpe selvagem (Figura 19).

FIGURA 18 - HALO DE MOTILIDADE DE COLONIAS DE H. seropedicae SmR1, SmR1tagF1,

SmR1tssH2

FONTE: O autor (2019).
NOTA: (A) SmR1, (B) SmR1tagF1, (C) SmR1tssH2.
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FIGURA 19 - ENSAIO DE MOTILIDADE
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FONTE: O autor (2019).

NOTA: Avaliagdo de motilidade swarmming de H. seropedicae selvagem SmR1, mutante
SmR1tagF1, mutante SmR1{ssH2 em meio NFbHPN Malato &gar 0,3%. O raio médio do halo de
crescimento das col6nias mutantes foi mensurado apds 72 horas de incubacgéo a 30°C, e comparado
ao raio meédio do halo de crescimento da coldnia selvagem. Foi realizado teste t através do programa
GraphPad Prism 7. Diferengas estatisticas significativas séo representadas por * (p <0,05). Dados
de trés experimentos independentes, n=9, + desvio padrao.

Ainda n&o esta claro como o T6SS e a motilidade das bactérias se relacionam.
Porém um trabalho de Jiang et al. (2019) jogou uma luz sobre essa questao. A analise
de proteinas presentes no sobrenadante do cultivo de Azoarcus olearius estirpe
mutante BHAtssM1tssK2 nos dois T6SS dessa espécie, apresentou um aumento na
quantidade de proteinas associadas a flagelos, ao sistema de secregao do tipo IV, e
a quimiotaxia. O que segundo os autores sugere um mecanismo de regulagao da
atividade do T6SS e a exportacao de proteinas relacionadas a motilidade. Ainda
segundo os autores, esse resultado foi surpreende porque trabalhos prévios
mostraram que estirpes mutantes no gene tssM possuem motilidade nula (DE PACE
et al., 2011) ou reduzida (LIN et al., 2015), que foi novamente demonstrada em A.
olearius (JIANG et al., 2019). Em H. seropedicae as mutagbes em tagF1 e tssH2

aumentaram a motilidade da bactéria.
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7 CONCLUSAO

A mutacdo no gene tagF1 no T6SS-1 em H. seropedicae torna a estirpe
mutante Smr1tagF71 menos competitiva que a estirpe selvagem SmR1 no processo de
colonizagéo das raizes de milho. Isso sugere que o T6SS nesta bactéria pode estar
relacionado a protegcdo da planta contra bactérias competidoras durante a

colonizagéo.

A mutagdo no gene tssH2 no T6SS-2 em H. seropedicae torna a estirpe
mutante Smr1tssH2 menos competitiva que a estirpe selvagem SmR1 na etapa de

adesao as raizes de milho.

As estirpes mutantes Smr1tagF1 e Smr1tssH2 produzem mais biofilme que a

estirpe selvagem SmR1.

As estirpes mutantes Smr1tagF1 e Smri1tssH2 apresentam maior motilidade

do tipo swarmming em relagao a estirpe selvagem.
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