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RESUMO

A estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans se caracteriza por ser uma 3-
proteobactéria endofitica e diazotréfica, que possui uma relacdo associativa
patogénica com alguns vegetais de grande importancia econémica como cana-de-
acucar e sorgo. Sabe-se que alguns polimeros localizados no biofilme produzidos por
H. rubrisubalbicans estao relacionados com a sua fitopatogenicidade, dentre os quais,
0s principais sdo os exopolissacarideos (EPS). Com isso, essa dissertagao teve como
objetivo analisar e caracterizar os EPS produzidos e excretados pela bactéria Gram-
negativa Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 em meios de cultivo contendo diferentes
fontes de carbono. Para isso, o cultivo deste microrganismo foi realizado na presenca
de dois polialcoois: glicerol (4,58 g/L) e manitol (4,53 g/L). Apds o cultivo e a remogao
das células por centrifugagdo, o material de alta massa molecular (>14 kDa),
encontrado nos meios de cultura, foi submetido aos processos de purificacéo e
caracterizagdo quimica para determinar a presenca de EPS. A caracterizagcao
estrutural das amostras também foi realizada. Dada a baixa producéo do material, a
caracterizagao foi realizada apenas para o material insoluvel, sendo realizadas
hidrolises parciais dos EPS para a obtengdo de oligossacarideos. Posteriormente,
foram feitas analises de CCD, GC-MS, RMN e MALDI-TOF das fragdes obtidas. De
frente, observou-se que a composigdo monossacaridica dos EPS produzidos é
heterogénea em ambas as fontes de carbono, visto que os principais
monossacarideos presentes foram Man (16,9%), Glc (25,5%) e Gal (50,0%) em
glicerol, enquanto em manitol apresentou Gal (81,5%), Man (7,8%) e Rha (9,7%). Com
relagéo as outras analises, verificou-se a necessidade de outras metodologias devido

a natureza do EPS.

Palavras-Chaves: fitopatogenicidade; exopolissacarideos; interacéo planta-bactéria.



ABSTRACT

The M1 strain of Herbaspirillum rubrisubalbicans is characterized by being a B-
proteobacterium, endophytic and diazotrophic that has an associative pathogenic
relationship with some plants of great economic importance, such as sugarcane and
sorghum. It is known that some polymers located in the biofilm produced by H.
rubrisubalbicans are related to its phytopathogenicity. Among the main polymers are
exopolysaccharides (EPS). With this in mind, the aim of this dissertation was to
analyze and characterize the EPS produced and excreted by the Gram-negative
bacterium Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 in culture media containing different
carbon sources. To this end, this microorganism was cultivated in the presence of two
polyalcohols, glycerol (4.58 g/L) and mannitol (4.53 g/L). After cultivation and removal
of the cells by centrifugation, the high molecular mass material (>14 kDa) found in the
culture medium was subjected to purification and chemical characterization processes
to determine the presence of EPS. Structural characterization of the sample was then
also carried out. Given the low production of the material, characterization was only
carried out on the insoluble material, and partial hydrolysis of the EPS was carried out
to obtain oligosaccharides. Subsequently, CCD, GC-MS, NMR and MALDI-TOF
analyses were carried out on the fractions obtained. The monosaccharide composition
of the EPS produced was heterogeneous in both carbon sources, since the main
monosaccharides present were Man (16.9%), Glc (25.5%) and Gal (50.0%) in glycerol,
while in mannitol they were Gal (81.5%), Man (7.8%) and Rha (9.7%). With regard to
the other analyses, there was a need for other methodologies due to the insoluble
nature of the EPS.

Key-words: phytopathogenicity; exopolysaccharides; plant-bacteria interaction.
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1. INTRODUGAO

Ao longo da evolugao, as plantas compartilharam seu ambiente com diversos
organismos unicelulares, incluindo os fitopatégenos. No entanto, na atualidade
agricola, muitas plantas ndo conseguiram adaptar-se as condi¢des distintas do seu
habitat natural, tornando-se suscetiveis a danos econdémicos causados por:
agrotoxicos, fertilizantes utilizados de forma errénea e fitopatdgenos, incluindo fungos,
insetos, nematoides e bactérias. Os ultimos mencionados emergem como desafios
significativos em fitossanidade, sendo capazes de causar destruicao parcial ou total
das culturas comerciais ao ponto de reduzir drasticamente seu valor econdmico.
Portanto, é imperativo continuar compreendendo as interagdes dos microrganismos
com vegetais, a fim de entender seus ciclos de vida e estabelecer estratégias eficazes
de controle integrado ou preventivo na agricultura (DALMOLIN et al., 2020).

Dentro desse contexto, existem bactérias que possuem a capacidade de fixar
nitrogénio e associar-se internamente as espécies vegetais hospedeiras, essas
denominadas diazotréficas endofiticas (PANKIEVICZ et al., 2021). Embora a maioria
dessas bactérias sejam conhecidas por serem promotoras de crescimento vegetal,
algumas estabelecem relagdes patogénicas, como as amplamente reconhecidas pela
Embrapa (Empresa brasileira de Agropecuaria e Agricultura), que sao: Agrobacterium
tumefaciens (THOMPSON et al., 2020), Pantoea agglomerans (SULJA et al., 2022) e
Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996).

A espécie Herbaspirillum rubrisubalbicans é caracterizada por ser uma (-
proteobacteria Gram-negativa que tem relagdes associativas inter-especificas com
alguns vegetais hospedeiros, alguns exemplos sao: milho (Zea mays), arroz (Oryza
sativa), sorgo (Sorghum bicolor) e cana-de-agucar (Saccharum officinarum). Embora
essa espécie consiga realizar interagdes benéficas em algumas espécies vegetais, a
estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans possui relagbes patogénicas com
algumas variantes de Saccharum officinarum (cana-de-agucar) e Sorghum bicolor
(sorgo), podendo causar doengas leves como estria mosqueada ou estria vermelha,
respectivamente (BALDANI et al., 1996; OLIVARES et al., 1996). Olivares e
colaboradores (1997) conseguiram demonstrar a doenga estria mosqueada por
microscopia, o qual demonstraram o xilema localizado nas folhas de S. officinarum B-
4362 completamente colonizados pela espécie H. rubrisubalbicans M1. James e

colaboradores (1997) também obtiveram dados semelhantes em folhas de sorgo.
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Tuleski e colaboradores (2019) observaram que as mutagdes nos operons bcs
ABCZ de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 diminuiam a producdo da celulose, um
exopolissacarideo (EPS) produzido comumente no biofilme dessa espécie. Como
consequéncia, a diminuicao da formacao de celulose acabava reduzindo a viruléncia
desta bactéria na espécie vegetal S. bicolor, demonstrando, entdo, que a producao
da celulose da estirpe M1 pode ser um possivel fator envolvido diretamente na
patogenia. Além disso, a estirpe M1 acabou sendo discernida, pelo mesmo grupo,
como um modelo de estudo no sistema imune vegetal de S. officinarum B-4362 e
algumas estirpes de S. bicolor (TULESKI, et al., 2020).

Os EPS, de forma geral, sao polissacarideos produzidos por uma grande
variedade de microrganismos, no qual desempenham diversos papeis importantes,
incluindo a protegao fisica das células microbianas contra lesbes mecanicas, stress
ibnico, dessecacao, e, principalmente, na participacdo dos mecanismos de
sinalizagdo molecular durante as interagdes microrganismo-hospedeiro.

Ha poucos relatos sobre a producdo e caracterizacdo dos EPS de
Herbaspirillum rubrisubalbicans. Freitag (2019) analisou a produgédo de EPS em meios
de cultivo em larga escala com 7 fontes de carbono distintas, com um aumento da
relacdo da fonte de carbono (high C:N ratio), sendo esses: citrato de sédio, frutose,
galactose, glucose, malato, glicerol e manitol, sendo as duas ultimas fontes de
carbono mencionadas (glicerol e manitol), as que obtiveram maiores rendimentos de
EPS nessa estirpe. Ja na caracterizacdo parcial dos EPS produzidos dessas duas
fontes de carbono, verificou-se a presencga de glucanas em ambas as fontes. Antunes
e colaboradores (2021) observaram, em cultivos de larga escala, que a composigao
monossacaridica dos exopolissacarideos (EPS) e a relagdo C:N variaram com o
aumento da concentragéo da fonte de carbono no meio de cultura (high C:N ratio) em
varias estirpes de Herbaspirillum spp.

Ainda nao se compreende muito sobre a composi¢ao dos EPS produzidos pela
estirpe M1 de H. rubrisubalbicans em diferentes condi¢des ambientais, havendo,
portanto, necessidade de mais pesquisas sobre a estrutura dessas biomoléculas, com
o proposito de elucidar seu possivel papel no processo de patogenicidade e na

interagcdo entre planta e bactéria a nivel molecular.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

° Analisar a producdo e a estrutura quimica fina do EPS produzido por
Herbaspirillum rubrisubalbicans, estirpe M1, crescido na presenca de diferentes fontes

de carbono.

2.2. Objetivos especificos

° Realizar cultivos de H. rubrisubalbicans, estirpe M1, em meios de cultura NFb
liquido contendo glicerol e manitol como unicas fontes de carbono;

° Obter os exopolissacarideos dos meios de culturas apds a remocgao das células
por centrifugagao;

° Purificar os exopolissacarideos por dialise e métodos cromatograficos;

° Realizar a caracterizagao quimica e estrutural dos EPS através de métodos

quimicos, espectrométricos e espectroscopicos.
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3. JUSTIFICATIVA

Esta dissertacao é justificada pela necessidade de aprofundar a compreensao
da produgédo e estrutura dos exopolissacarideos (EPS), produzidos pela estirpe M1
de Herbaspirillum rubrisubalbicans quando cultivada com fontes de carbono
divergentes (FREITAG, 2019), bem como compreender a patogenia em algumas
estirpes de sorgo e cana de agucar envolvidos na formagao de biofilme em diferentes
concentragdes de C (TULESKI et al., 2019; ANTUNES et al, 2019).

Segundo Serrato (2008), conhecer a estrutura de um polissacarideo é
fundamental para entender suas propriedades, fun¢des e aplicagdes, sendo vital para
compreender as interagbes planta-microrganismo. Com base nisso, ainda n&o se
compreende com precisdo a composicdo quimica dos EPS produzidos por
Herbaspirillum rubrisubalbicans.

Portanto, esta dissertagao visa preencher essa lacuna, oferecendo insights
valiosos que podem orientar futuras estratégias no manejo de patégenos associados
a vegetais no contexto agricola. Além disso, esse conhecimento contribuira para a
elaboragao de modelos fisiolégicos da bactéria e impulsionara avangos nas pesquisas

agricolas globais.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O crescimento acelerado da populagdo mundial tem gerado uma demanda
crescente por alimentos (BROWN, 1995; MALTHUS, 1798). De acordo com a ONU
(Organizagao das Nacdes Unidas) (2022), a expectativa é de que a projecao do
crescimento da populagdo global possa atingir 9,7 bilhdes de pessoas até 2050,
verificando-se a necessidade de aumentar a produgdo de alimentos como uma
questao prioritaria.

Desde a revolugcdo verde, os setores agricolas tém sido amplamente
pressionados no uso de fertilizantes quimicos para aumentar a produtividade das
culturas com o objetivo de uma agricultura intensiva em larga escala (PINGALI, 2012).
No entanto, o uso continuo e excessivo dos fertilizantes quimicos agravou em
ameacas ambientais, como: o aumento da salinidade e da toxicidade do solo, o
endurecimento do solo e a diminuigao da capacidade de transporte de nutrientes para
os vegetais. Além disso, a emissao de gases de efeito estufa resultante das praticas
agricolas intensivas contribui para as mudancas climaticas (BABIN et al., 2019).

O setor agricola tem desenvolvido alternativas com o objetivo de um modelo
de agricultura mais sustentavel. Dentre essas alternativas, os microrganismos foram
reconhecidos pelo seu vasto potencial na agricultura sustentavel, visto que as plantas
abrigam diversas comunidades microbianas, como archaea, fungos, protistas e
bactérias que sao coletivamente designadas como microbioma vegetal (BROWN et
al., 2020). Os avangos tecnologicos permitiram o estudo das biomoléculas do
microbioma vegetal e da sua interagdo com o hospedeiro (SONG et al., 2020);
AGRAHARI et al., 2020). Embora as interacbes entre os microrganismos-vegetais
estejam sendo exploradas como solugdes agricolas sustentaveis para melhorar a
gestao das culturas (PANDEY et al., 2019), o sucesso na aplicagdo de inoculagdes
microbianas em culturas de larga escala ainda tem um longo percurso para ser
alcancado.

No Brasil, muitas pesquisas tém sido feitas sobre o0 uso desses microrganismos
em culturas de larga escala, juntamente da Embrapa (Empresa Brasileira de
Agricultura e Agropecuaria), cuja missdo é viabilizar solugbes de pesquisa,
desenvolvimento e inovagéo para a sustentabilidade da agricultura, em beneficio da
sociedade brasileira. Essa evolugdo tecnolégica ocorre devido aos estudos

constantes das complexas interagcbes dos microrganismos com seus respectivos
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hospedeiros vegetais como soja (Glycine max), milho (Zea mays), cana-de-agucar
(Saccharum officinarum), trigo (Triticum aestivum), sorgo (Sorghum bicolor) e outras
espécies de extrema importancia econdmica no pais (BALDANI et al., 1997;
DEGRASSI; CARPENTIERI-PIPOLO, 2020).

4.1. Bactérias diazotroficas

As bactérias diazotroficas sdo um grupo especifico de microrganismos capazes
de realizar a fixag&do bioldgica do nitrogénio (FBN), podendo atuar de forma livre no
ambiente ou em interagdo com plantas hospedeiras (MADIGAN et al., 2015). A FBN
€ um processo caracterizado pela capacidade de alguns microrganismos converterem
o nitrogénio atmosférico, ou dinitrogénio (N2), em um composto assimilavel pelas
plantas, como a amdnia (NHs). A NHs, por sua vez, é assimilada pelas plantas através
de uma série de reagdes metabdlicas, sendo convertida em formas organicas como
aminoacidos, nucleotideos e outros compostos. Esses compostos sdo posteriormente
transformados em proteinas, acidos nucleicos e outros componentes essenciais para
o desenvolvimento vegetal (SIMPSON; BURRIS, 1984; MADIGAN et al., 2015).

Além da FBN, esses organismos desempenham outros papeis importantes no
crescimento vegetal, sendo: na solubilizagdo de nutrientes do solo como fosfato e
ferro, tornando-os mais disponiveis para os vegetais. Conseguem produzir
fitormdnios, como acido indol-3-acético (IAA), acidos giberélicos, citocininas, auxinas
e outros compostos organicos volateis que auxiliam no crescimento vegetal,
auxiliando na resisténcia das plantas a estresses abidticos e bidticos. E, também,
estimulam a imunidade vegetal, proporcionando a defesa contra fitopatdogenos
(GLICK, 2012; GOURION et al., 2015).

Com base na interagdo com as plantas, as bactérias diazotréficas podem ser
divididas em: simbidticas e associativas. As simbidticas, como as da familia
Rhizobiaceae (Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium),
estabelecem relagdes mutualisticas com plantas hospedeiras, especialmente
leguminosas. Essas bactérias formam oOrgaos especializados nas raizes,
denominados nodulos, possuindo um papel importante na FBN no vegetal hospedeiro.
Ja as diazotréficas associativas ndo realizam a sua interagao pela formacédo dos
nodulos nas raizes, e sim, pela colonizagdo da superficie das raizes (epifiticas) ou do
interior dos vasos das plantas (endofiticas). Alguns representantes conhecidos como

Azospirillum, Gluconacetobacter, Enterobacter, Burkholderia, Serratia, Pantoea,
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Herbaspirillum, e outros de extrema importancia, sdao também estudados para
melhorar a produgao de culturas em um sistema de manejo agronémico sustentavel
(PANKIEVICZ et al., 2021; DEGRASSI; CARPENTIERI-PIPOLO, 2020).

4.2. Género Herbaspirillum

Historicamente, Baldani e colaboradores (1984) investigaram a presenca de
Azospirillum spp. nas raizes de cereais, observando um grupo de bactérias com
caracteristicas similares ao Azospirillum, incluindo a fixagdo de nitrogénio e a
morfologia. Devido as similaridades, com algumas diferengas de tamanho,
suspeitaram tratar-se de uma nova espécie, sendo inicialmente descritas como "A.
seropedicae". No entanto, acabou-se descobrindo que esses isolados apresentavam
um baixo nivel de hibridizagdo RNA-RNA em comparacédo com todas as cepas tipo de
Azospirillum spp. (FALK et al., 1986). Essa constatagao levou os autores a proporem
0 novo género Herbaspirillum para esses isolados, sendo a primeira espécie desse
género denominada H. seropedicae (BALDANI et al., 1986).

Apo6s a criacdo de um novo género, foi aberta oportunidade para explorar as
relagdes taxondmicas de bactérias estreitamente relacionadas com H. seropedicae,
principalmente com os avangos dos métodos moleculares. Dentre essas mudancas,
ocorreu a reclassificacdo do género da espécie Pseudomonas rubrisubalbicans
(CHRISTOPHER; EDGERTON, 1932) para Herbaspirillum rubrisubalbicans
(BALDANI et al., 1996), devido ao fato de haver altas semelhangas bioquimicas com
0 H. seropedicae, que inclui a capacidade de fixagao de nitrogénio e as altas taxas de
semelhangas por hibridizagdo de rRNA-DNA e DNA-DNA (GILLIS et al., 1991;
BALDANI et al., 1992; BALDANI et al., 1996).

O género Herbaspirilum pertence ao filo Proteobacteria, classe -
proteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Oxalobacteraceae. Suas
caracteristicas morfolégicas sdo: Gram-negativas, com forma curvilinea ou
espiralada, possuem de 1 a 3 flagelos em um ou ambos os pélos e podem apresentar
um didmetro de 0.6-0.7 ym (BRENNER et al., 2005; SCHIMID et al., 2006).

O género € composto por diversas espécies, entre elas: H. seropedicae
(BALDANI et al., 1986), H. rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H. frisingense
(KIRCHHOF et al., 2001), H. lusitanum (VALVERDE et al., 2003); H. chlorophenolicum
(IM et al., 2004), H. huttiense subespécie huttiense (DING; YOKOTA, 2004), H. hiltneri
(ROTHBALLER et al., 2006), H. rhizosphaerae (JUNG et al., 2007), H. huttiense
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subespécie putei, H. autotrophicum e H. aquaticum (DOBRITSA et al., 2010), H.
massiliense (LAGIER et al., 2012); H. seropedicae AU14040 (MARQUES et al., 2015),
H. robiniae (FAN et al, 2018), H. piri (XU et al., 2018) e H. camelliae (LIU et al., 2020).

Dentre a estirpes de Herbaspirillum spp., apenas algumas sao capazes de
realizar o processo de fixagao de nitrogénio, possuindo também, como caracteristica,
interagcdo endofitica diazotréfica com alguns vegetais como arroz (Oryza sativa), arroz
selvagem (Oryza officinalis), milho (Zea mays), cana de acgucar (Saccharum
officinarum), sorgo (Sorghum bicolor) e outras espécies de gramineas. As principais
espécies diazotroficas representantes desse género sdo: H. seropedicae, H.
frisingense e H. rubrisubalbicans (BRENNER et al., 2005; SCHIMID et al., 2006
MATTEOLI et al., 2020).

A espécie H. rubrisubalbicans caracteriza-se como diazotréfico endofitico
associativo com uma morfologia de um bastonete curvilineo e flagelos em ambos os
polos, como apresentado na Figura 1. O organismo € conhecido por causar
fitopatogenia leve em variantes de Saccharum officinarum e Sorghum bicolor,
causando as doengas estria mosqueada (OLIVARES et al., 1997) e estria vermelha
(JAMES et al., 1997), respectivamente.

Figura 1: Microscopia eletronica (12.000x) de H. rubrisubalbicans. Célula demonstra a
morfologia de um bastonete com flagelos em ambos os pélos. Fonte: BERGEY 'S Manual of
Systematic of Bacteriology (2005).

Esses organismos podem ser estocados para crescimento em meio de cultura
dentro de um pH 6timo de 5.8 em meio semi-sélido JNFb ou NFb (PEDROSA; YATES,
1984) num tempo de incubagao de 48h em 30 °C, tendo como resultado a formagao
de uma fina pelicula abaixo da superficie do meio. Suas unicas fontes de carbono e
energia para o crescimento sdo malato, succinato, citrato, alfa-cetoglutarato,
fumarato, piruvato, trans-aconitato, manitol, glicerol, sorbitol, glucose, galactose e L-
arabinose (BRENNER et al., 2005).
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A classificagdo taxonémica da espécie teve algumas modificagdes ao longo do
tempo, visto que esse organismo era nomeado erroneamente como Pseudomonas
rubrisubalbicans (CHRISTOPHER; EDGERTON, 1932), sendo sua taxonomia
redefinida para H. rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), como consta no Quadro
1.

Quadro 1: Classificagdo taxondmica do H. rubrisubalbicans. Fonte: BERGEY 'S
Manual of Systematic of Bacteriology (2005).

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe B-proteobacteria
Ordem Burkholderiales
Familia Oxalobacteraceae
Género Herbaspirillum
Espécie H. rubrisubalbicans

A espécie foi originalmente descrita como o agente causador da doencga da
estria mosqueada em cana de agucar na Louisiana (CHRISTOPHER; EDGERTON,
1932) e, posteriormente, encontrada como agente patogénico em cultivares de sorgo
localizados em Queensland (HALE; WILKIE, 1972a; 1972b). No Brasil, apenas uma
variante de Saccharum officinarum foi descrito em Barbados, B-4362, sendo relatado
como suscetivel a patogenia estria mosqueada (GALLI et al., 1980), enquanto outros
cultivares de importancia agronémica eram resistentes, mesmo apds inoculagao
artificial (PIMENTEL et al., 1991).

Olivares e companhia (1997) confirmaram, por microscopia eletrénica, a
infeccao e a colonizagao bacteriana nos espacos intercelulares, entre o xilema e as
cavidades sub-estomatais das folhas de Saccharum officinarum B-4362, confirmando
que essa variante era suscetivel a doenga estria mosqueada. James e companhia
(1997) verificaram que essa espécie também era capaz de colonizar os vasos
condutores das raizes, caules e, predominantemente, as folhas de algumas variantes

de Sorghum bicolor suscetiveis a doenga estria vermelha (Figura 2).
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OLIVARES et al., 1997 LS et al., 1997

Figura 2: Sintomas tipicos da doenca da estria mosqueada em cana de
agucar e sorgo. (A) Doenga da estria mosqueada causada por Herbaspirillum
rubrisubalbicans M1 em folhas de cana-de-agucar. (B) Doenca da estria vermelha
causada pelo mesmo patdgeno. A estrela indica o ponto de inoculagao da bactéria,
nota-se o desenvolvimento de estrias vermelhas e necrose do tecido. As flechas
indicam os sintomas da doencga se manifestando em regides acima do ponto de
inoculacao, indicando o avanco das bactérias no interior dos vasos da folha. Fonte
editado: OLIVARES et al. e JAMES et al. (1997).

James e colaboradores (1997) também observaram a colonizagdo por
microscopia, a nivel tecidual, e sugeriram que o organismo possui a capacidade de
colonizar profundamente os tecidos de condugao dos vegetais através da producao
de biofilme e de bloquear os vasos condutores meta e proto-xilematicos, como
demonstrado na Figura 3. Essa descoberta trouxe implicagdes significativas para a
compreensao das interagdes planta-microrganismo da estirpe M1 de H.
rubrisubalbicans, especialmente no contexto de doengas de plantas, sugerindo que a
formacao de biofilmes é um fator critico na viruléncia de certos patégenos vegetais e

no desenvolvimento de estratégias de manejo agricola.
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A

Figura 3: Herbaspirillum rubrisubalbicans (A) colonizando feixes vasculares de folha de
sorgo. Foto da microscopia retirada da area de folha de sorgo mostrando sintomas da
doenca apods 14 dias de inoculagado com Herbaspirillum rubrisubalbicans. A - segao
longitudinal mostrando o protoxilema (P) fortemente colonizados por bactérias, onde M =
metaxilema e BS = bainha de células. As flechas vermelhas estdo apontando para melhor
visualizacao das letras da legenda. Fonte editado: JAMES et al. (1997).

Em 2019, Tuleski e colaboradores verificaram os efeitos da producédo de
celulose no biofilme produzidos pela estirpe M1 de H. rubrisubalbicans relacionados
com a patogenia com algumas variantes de Sorghum bicolor, no qual descobriram
que o aumento da sua produgéo tinha efeitos patogénicos no vegetal, indicando um
fator de patogenia no vegetal. Logo depois, em 2020, 0 mesmo grupo analisou a
estirpe M1 de H. rubrisubalbicans como modelo de estudo no sistema imune de
Sorghum bicolor. Esse estudo forneceu insights valiosos para a compreensao das
respostas imunes das plantas contra fitopatégenos e contribuiu, valiosamente, para o
desenvolvimento de novas abordagens para o controle de doengas em culturas
agricolas.

Apesar do efeito fitopatogénico, a estirpe M1 de H. rubrisubalbicans promove
o crescimento e expressao da dinitrogenase redutase (proteina NifH) em outros
cultivares, indicando que ha necessidade de condigdes especificas para a patogenia.
Como consequéncia, H. rubrisubalbicans é incluida em inoculantes comerciais para
cana-de-agucar desenvolvida pela Embrapa (OLIVEIRA, 2006; VALDAMERI et al.,
2017).
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4.3. Exopolissacarideos bacterianos

Por definicao, os exopolissacarideos (EPS) sao polissacarideos de alto peso
molecular, produzidos intracelularmente e excretados por diversos microrganismos,
como fungos, microalgas e bactérias (SUTHERLAND, 2001a; XIAO et al., 2021). Os
EPS bacterianos, por sua vez, possuem estruturas diversificadas, podendo ser
secretados por uma ampla gama de bactérias (YURIY; MARIE-ROSE, 2020).
Conforme sua localizacdo, podem ser secretados na forma de polissacarideos
capsulares (CPS), que estédo fortemente associados na superficie celular, formando
uma capsula, ou como polissacarideos extracelulares (EPS), que ficam frouxamente
aderidos na parede celular ou completamente liberados no ambiente extracelular
(BARCELOS et al., 2019; NETRUSOQV et al., 2023).

Essas biomoléculas sao classificadas com base no tipo de monossacarideos
que as compdem, podendo ser homopolissacarideos ou heteropolissacarideos
(SUTHERLAND, 2001a; YURIY; MARIE-ROSE, 2020). Os homopolissacarideos sao
formados por um unico tipo de monossacarideo, como glucose (Glc), frutose (Fru) ou
galactose (Gal) (XIAO et al., 2021), os quais podem ser categorizados em a-D-
glucanas (ex: dextrana), B-D-glucanas (ex: celulose), frutanas (ex: levana) ou
poligalactanas. Por outro lado, heteropolissacarideos sdo compostos formados por
mais de um tipo de monossacarideo, incluindo Glc, Fru, Gal, Man (manose), ramnose
(Ram), fucose (Fuc), e ocasionalmente, N-acetilglicosamina (GIcNAce) e &acidos
urénicos (GIcA, GalA, ManA, GulA). Alguns exemplos de heteropolissacarideos s&o
bem elucidados na literatura como a goma xantana ou alginato (Figura 4)
(NETRUSOQV et al., 2023; YURIY; MARIE-ROSE, 2020).
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Figura 4: Exemplos de estruturas quimicas de EPS produzidas por bactérias (a) Alginato,
(b) Dextrana e (c) Xantana (Fonte editado: REHM, 2010).
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Os EPS bacterianos desempenham um papel fundamental na adeséao,
agregacao e formacao de biofilmes, sendo a principal fracdo da matriz extracelular
(BALDUCCI et al., 2023). Porém, os EPS podem desempenhar outras fungdes, de
acordo com a espécie bacteriana, como: controle as variacbes de temperatura
(WANG et al. 2019), salinidade (ISFAHANI et al., 2018), aridez (ILYAS et al., 2020),
raios UV, valores de pH desfavoraveis, estresse osmdtico, fagocitose, agentes
quimicos (antibidticos, metais pesados e oxidantes), além de outros papeis

necessarios para a adaptacgéao celular (KAUR; DEYS, 2022).

Os polissacarideos bacterianos também sao caracterizados pela presenca de
alguns grupos funcionais como hidroxil, carbonila, carboxila, succinil, fosfoglicerato,
acetil, entre outros que conferem propriedades Unicas para cada polissacarideo
(NETRUSOQV et al., 2023). As propriedades fisico-quimicas e as aplicagdes de uso
dos EPS tém chamado muita atencdo em varios campos industriais (RANA, S;
UPADHYAY, 2020), medicina (NADZIR et al., 2021) e tecnologia (REHM, 2010;
RANA, S.; UPADHYAY, 2020). Alguns exemplos de EPS com estruturas ja bem
elucidadas como xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2020), dextrana (TINTORE et al.,
2024), alginato (URTUVIA et al., 2017), celulose (MISHRA et al., 2022) e outros
polissacarideos marcantes na literatura (NETRUSOV et al., 2023) sdo biomoléculas
fortemente estudadas e aplicadas em uma variedade de campos de estudo, podendo

ser melhor visualizados no Quadro 2.
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Quadro 2: Visdo geral dos exopolissacarideos bacterianos e suas aplicagdes. Composigao
dos mondémeros, substituintes e aplicagdes.

EPS Componentes | Substituintes Aplicacdes Referéncia
Alginato GulA, ManA Ace Alimentos, med|0|na URTUVIA et al.
e pesquisa (2017)
Celulose Gl i Alimentos, medicina |\ sppA et al., 2022
e acusticos
Acido colanico* | 1% % GIA 1 ace, pyr N.a. QIAO et al. (2021)
Alimentos,
Curdlana Glc - cosméticos e YUAN et al. (2021)
Construgdo quimica
Dextrana Gle ) Medicina e TINTORE et al.
Cromatografia (2024)
Diutana Glc, Rha, GIcA Ace Recuperacaode | 1 ANG et al. (2022)
petroleo
o - JUNCAN et al.
_Acido GIcA, GIcNAc - Medicina e (2021), JABBARI et
Hialurénico cosmeéticos
al. (2023)
g e, | SR atal
Levana Fru ) cosméticos, industria |  (2019), DOMZAL-
’ KEDZIA et al. (2023)
e cola
Succinoglicanas Glc, Gal Ace, Pyr, Suc Industria d’e. Oleos e JEONG et al. (2022)
cosmeticos
Xantana Glc, Man, GIuA Ace, Pyr Alimentos, GARCIA-OCHOA et

Construgao quimica

al. (2020)

*O acido coléanico representa um EPS sem aplicagdo comercial, mas € de grande interesse devido a estudos de

patogenicidade.

Legenda: Glc, glucose; Rha, ramnose; Fuc, fucose; Fru, frutose; Gal, galactose; Man, manose; GIcA, acido

glucuroénico; ManA, acido manuronico; GulA, acido gulurénico; GIcNAc, N-acetil-glucosamina; Pyr, piruvato; Ace,

acetato; Gly, glicerato; Suc, succinato, N. a., ndo anunciado. Fonte editado: SCHMID et al., 2015.
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Os EPS bacterianos podem apresentar composicdes monossacaridicas que
variam de acordo com o ecossistema do biofilme bacteriano, que incluem:
microrganismos presentes, tempo de fermentagdo, aeragdo, cisalhamento,
temperatura, volume do in6culo, macros e micronutrientes, presentes no ambiente, e
a relagdo C/N (SUTHERLAND, 2001b; PRASAD; PUROHIT, 2023).

A relacdo C/N é um fator que exerce uma forte influéncia no metabolismo
microbiano, incluindo a sintese de EPS (SUTHERLAND, 1972). Estudos com
Sphingomonas paucimobilis demonstraram que a relagdo C/N superior a 20,7 néo
aumentava a produgdo da goma gelana devido a exaustdo da fonte de nitrogénio
(HUANG et al., 2012; SUTHERLAND, 2001a). Outros estudos ja demonstraram que
existe um ponto de equilibrio da relagdo C/N, no qual se ultrapassasse, 0 organismo
Klebsiella pneumoniae (PREMNATH et al., 2021) ndo produzia EPS. Por outro lado,
pesquisas sugerem que uma alta relagao C/N pode alterar a via de crescimento de
algumas espécies, favorecendo a producao de EPS devido a limitagado de nitrogénio
para a sintese proteica. Indicando entao, que o ajuste adequado da relacdo C/N pode
otimizar o rendimento e a composicao dos EPS, tornando esse parametro essencial
para o sucesso de processos industriais de biopolimeros (PREMNATH et al., 2021;
SUTHERLAND, 1972; SUTHERLAND, 2001a).

De fato, os fatores ambientais conferem uma diversidade de estruturas
sintetizadas por esses microrganismos (YURIY; MARIE-ROSE, 2020), sendo
necessario um estudo continuo das propriedades fisico-quimicas dessas
biomoléculas produzidas, para entdo, conseguir realizar aplicagdes ecoldgicas,
biotecnoldgicas, alimenticias, agrondmicas e industriais (PRASAD; PUROHIT, 2023).

Na Agronomia, as bactérias diazotroficas sdo conhecidas por produzirem EPS
com propriedades que facilitam nas interagdes planta-microrganismo, fornecimento
de antioxidantes, armazenamento de carbono e nutrientes, dentre outras funcbes que
auxiliam no crescimento vegetal. Algumas espécies de diazotréficos produtoras de
EPS ja caracterizados incluem: Rhizobium spp., (SMIT et al., 1987; GHOSH et al.,
2016), Azospirillum brasilense (VALVERDE et al., 2008; BURDMAN et al., 2000),
Sinorhizobium meliloti estirpe Rm1021 (MORRIS; GONZALEZ, 2009), Burkholderia
kururiensis estirpe M130 (HALLACK et al, 2010; FERREIRA et al, 2011),
Bradyrhizobium sp. estirpe  MAFF211645 (FITRIYANTO et al, 2011) e
Gluconacetobacter spp. (SERRATO et al., 2013).
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Na familia das Rhizobiaceae, os EPS mais elucidados sao as succinoglucanas
e galactoglucanas comumente produzidos pela espécie Sinorhizobium meliloti, visto
que sao polissacarideos de extrema importancia no processo de infeccao e formacéao
de ndédulos em alfafa (PELLOCK et al., 2020). Estudos de outras espécies de
Rhizobium spp. também indicam capacidade de produgéo de succinoglicanas durante
o processo de infec¢do e nodulagédo (JEONG et al., 2022).

Ja em espécies associativas, como Gluconacetobacter xylinus, sao
reconhecidos pela producdo de celulose (RUKA et al., 2012) e acetana, um
polissacarideo formado por B-glucanas (1—4) com ramificacdo tetra ou
pentasacaridica de Man, Glc, Rha e GIcA (JANSSON et al., 1993). Serrato e
companhia (2013), observaram a presenca de EPS semelhantes com acetanas,
entretanto, notaram a presenca de unidades de Gal, havendo uma diferenca notavel
em relagdo a outros EPS do Gluconacetobacter spp. Estudos com Azospirillum
brasilense ja reportaram que a producgao de EPS ricos em Ara pode estar relacionado
com a agregacao de células durante a colonizagdo bacteriana (VALVERDE et al.,
2008).

Em especifico, ndo se tém muito dados da caracterizacdo de EPS em
Herbaspirillum spp., havendo a necessidade de compreender melhor a sua estrutura
poli ou oligossacaridica para melhor compreensdo das suas interagcdbes com o0s
vegetais hospedeiros. Serrato (2008) relatou a presengca em cepas de H.
seropediceae SmR1 (RAM4) e H. rubrisubalbicans (AB7, BA10 e BA16), relatando
que havia divergéncias e complexidades na estrutura polissacaridica. Smol’kina e
companhia (2012) analisaram a composi¢do monossacaridica de EPS produzidos
pela cepa Z78 de H. seropediceae, visto que o polissacarideo apresentava uma
composi¢cao monossacaridica de Man, Gal e Glc.

Freitag (2019) investigou a produgcdo e caracterizacao de EPS por nove
estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans. As estirpes foram cultivadas em meios de
cultura NFb (PEDROSA; YATES, 1984) com uma relagdo C/N de 30 em fontes de
carbono divergentes. A principio, observou-se que as estirpes M4, BA15 e BA16 se
destacaram pela maior eficiéncia na conversdo de malato em carboidratos. Na
caracterizagao dos EPS, a analise de composi¢ao monossacaridica identificou Glc e
Gal como os principais monossacarideos presentes em todas as estirpes. Ja a estirpe
M1, além de apresentar alta capacidade de produgédo de EPS em glicerol e manitol,

foi selecionada para experimentos em larga escala para caracterizagdo dos EPS. A
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composi¢ao monossacaridica revelou Fuc (14%) e Gal (7%) no EPS produzido com
glicerol, enquanto o EPS obtido a partir de manitol apresentou altos teores de Man
(67%) e Rha (17%), o que indicou a produgao de heteropolissacarideos em ambas as
fontes de carbono. Esses resultados demonstraram o potencial biotecnolégico da
estirpe M1 na producao de EPS com composigdes divergentes de acordo com a fonte
de carbono utilizada.

Em outro estudo, Tuleski e companhia (2019) avaliaram o efeito do EPS pela
estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans comparando com estirpe mutante TRT1
em folhas de Sorghum bicolor, no qual, foi realizada a mutagéo nos operons bcs ABCZ
que acabou por diminuir a producao de celulose do biofilme bacteriano. Com isso,
observou-se a diminuigao da patogenicidade em Sorghum bicolor, indicando um fator
de patogenicidade associado ao EPS nessa espécie. Antunes e companhia (2021)
verificaram que diferentes espécies de Herbaspirillum spp. mudavam a composicao
do EPS na presenca de malato no meio de cultura, indicando que espécies diferentes
do mesmo género sado capazes de produzir EPS distintos na presenca da mesma

fonte de carbono.

4.4. Interagao Planta-microrganismos

Na pratica, todas as plantas possuem uma relagdo de associacdo com
microrganismos, podendo ocorrer a colonizagdo microbiana na superficie (epifitica)
ou ocupando os espacos internos do vegetal (endofitica) (BRENCIC; WINANS, 2005).
Baseado nessas interacbes planta-microrganismo, pode-se classifica-las como
patogénica, comensal ou simbidtica (AUNG et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2019).
Os patdégenos se caracterizam como organismos que se nutrem dos tecidos vivos
como folhas, colmos e raizes; comensais sao aqueles que vivem em tecidos mortos,
auxiliando no ciclo de ciclagem de nutrientes; os simbiontes, por sua vez, sdo os que
auxiliam no crescimento do vegetal pelo processo de fixagédo bioldgica do nitrogénio
(FBN) ou pelo auxilio na produgao de fitohorménios (RODRIGUEZ et al., 2019;
BRENCIC; WINANS, 2005).

Estudos das interagbes entre planta e microorganismo relacionam a produgao
de biomoléculas em resposta as moléculas sinalizadoras de vegetais especificas.
Essas biomoléculas podem incluir metabdlitos determinantes de patogenicidade,
simbiose ou conjugacdes (RODRIGUEZ et al., 2019; BRENCIC; WINANS, 2005).
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As bactérias fitopatogénicas, como as espécies do género Xanthomonas, séo
conhecidas por causar doengas em diversas culturas agricolas, incluindo mono e
dicotiledéneas (JACQUES et al., 2016). A interacdo planta patégeno envolve,
principalmente, a secrecao de proteinas e polissacarideos na sua superficie celular
do hospedeiro com o biofilme bacteriano (DOWNIE, 2010). Xanthomonas spp., e
outras bactérias gram-negativas patogénicas, empregam alguns sistemas
moleculares, como o T3SS (Sistema de secrecao do Tipo 3), para injetar proteinas
efetoras diretamente nas células das plantas (WHITE et al., 2009). Com relagao ao
EPS produzidos por esses organismos, a goma xantana, um pentasacarideo, € um
dos principais fatores que causam a doencga podriddo negra das plantas hospedeiras
pelo bloqueio dos vasos xilematicos (BIANCO et al., 2016; RUDOLPH et al., 1994).

Em um estudo realizado por Chou e companhia (1997), foi demonstrado que a
inativacao do gene gumD nao apenas interrompia a produg¢ao da goma xantana, mas
também resultava em defeitos significativos na pigmentacdo bacteriana e na
capacidade de causar a doenga conhecida como podriddo negra em plantas. Este
estudo destacou a conexdo entre a sintese de exopolissacarideos e a capacidade
patogénica, sugerindo que intervengdes no gene gumD poderiam ser exploradas
como uma estratégia potencial para controlar a doenga da podriddo negra, com
implicagdes significativas para a agricultura e o manejo de patégenos de plantas.

Bianco e companhia (2016) investigaram a relagao do processo de piruvilagao
em goma xantana para a viruléncia de Xanthomonas campestris pv. campestris.
Nesse estudo os autores demonstraram experimentalmente que a auséncia do
piruvato na composigao da goma xantana comprometia severamente a capacidade
de X. campestris em causar doencas em plantas hospedeiras, oferecendo novos
insights sobre os mecanismos bioquimicos subjacentes a interagdo patégeno-
hospedeiro.

Os estudos dos EPS produzidos por espécies diazotréficas também tém
auxiliado na melhor compreensao das relagdes simbidticas (KAWAHARADA et al.,
2015), patogénicas ou associativas no processo de infeccdo de determinado
hospedeiro (SUTHERLANDa, 2001; JEONG et al., 2022). Em organismos simbiéticos,
por exemplo, Pellock e companhia (2020) relataram que succinoglicanas, um
octosacarideo produzido por Sinorhizobium meliloti, sdo essenciais para obtengao de
uma simbiose mais eficaz em alfafa (Medicago sativa), auxiliando no crescimento de

forma direcionada e eficiente na infecgao através dos pelos radiculares. Além disso,
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estudos com succinoglicanas alta massa molecular (HMW) produzidas por S. meliloti
também verificaram a capacidade de modular a exposicao dos rizobios no processo
de diferenciacdo em bacteroides e manutenc¢ao dos bacteroides, necessarios para a
nodulacdo (ARNOLD et al., 2018). Outros estudos demonstram a acgao das
succinoglicanas de baixa massa molecular (HLW) como fatores de protecédo contra
alteragbes de pH nos simbiossomos, etapa anterior na maturagdo dos ndodulos
(HAWKINS et al., 2017).

Estudos moleculares também tém auxiliado na melhor compreensao das
interagdes planta-microrganismos, uma vez que também auxiliaram no entendimento
dos mecanismos moleculares relacionados a produgao do biofiime e do EPS em
Herbaspirillum spp. Pedrosa e companhia (2011) identificaram no genoma de
Herbaspirillum seropedicae SmR1 genes homdlogos ao SST3 e o0s genes
relacionados a sintese de lipopolissacarideos (LPS) e EPS. Alguns desses
mecanismos foram elucidados nos estudos realizados por Schmidt e companhia
(2012), que demonstraram a necessidade do SST3 durante a colonizagdo e a
formacao do biofilme de H. rubrisubalbicans M1 em plantas hospedeiras da familia
Poaceae.

Com isso, verifica-se a necessidade de realizar mais pesquisas detalhadas
sobre as interagdes planta-bactéria a nivel molecular. Sendo necessarias para
entender de forma abrangente como ocorrem as interagcdes comensais, patogénicas
ou simbidticas. Além disso, € de suma importancia que os estudos relacionados a
interagdo planta-microorganismo sejam conduzidos em condigdes que simulem
fielmente ao ambiente nativo de crescimento bacteriano com a planta hospedeira,
para que se possa obter uma visao mais precisa dos processos envolvidos e das
influéncias ambientais que afetam essas interagdes em culturas agricolas de larga
escala (AUNG et al., 2018).

5. METODOLOGIA
As atividades foram realizadas nos laboratérios de Quimica de Carboidratos e

no NFN (Nucleo Fixacdo de Nitrogénio), localizados no Departamento de Bioquimica

e Biologia Molecular, no Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR.
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5.1. Material Biolégico

A bactéria diazotréfica H. rubrisubalbicans, estirpe M1, foi cedida gentilmente
pela colegao bioldgica do NFN do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
localizado no Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR.

Os estoques das células foram armazenados em temperatura - 20 °C dentro

de eppendorfs (1 mL) preparados com uma solugao de glicerol 50% esteéril.

5.2. Meio de cultura

A bactéria H. rubrisubalbicans M1 foi crescida em meio NFb HP liquido
(PEDROSA; YATES, 1984), contendo: MgS04.7H20 (0,2 g/L), NaCl (0,1 g/L), CaClz
(20 mg/L), FeS04.7H20 (20 mg/L), biotina (100 ug/L), Na2M00O4.2H20 (2,0 mg/L),
MnSO4.H20 (2,4 mg/L), HsBO3 (2,8 mg/L), CuSO4.5H20 (8,0 mg/L), ZnSO4.7H20 (240
ug/L), KeHPO4 (17,8 g/L), KH2PO4 (159,5 g/L) e NH4Cl (20 mM) como fonte de
nitrogénio. Os sais de fosfatos e de cloreto de aménio foram autoclavados
separadamente (120°C, 1 atm, 20 min). O pH de todos os meios de crescimento foram
ajustados para 6,5 com solu¢des de KOH ou HCI.

As diferentes fontes de carbono utilizadas foram adicionadas em diferentes
concentragdes a fim de garantir a mesma relagédo C/N de 6,4 em todos os meios de
cultura, conforme mostrado a seguir: glicerol (4,58 g/L) e manitol (4,53 g/L). Os pré
inoculos foram realizados com malato de sédio (5,01 g/L). Para todas as condigdes
de cultivo ndo houve variacdo na concentracdo de N utilizada. A relacdo C/N foi

calculada segundo a equagao mostrada na figura 5.

[(nC x C) MMFCOY < (C,,, )

l

[(nN =< N)/ MMFN1x(C,,, ),

Relacdo C/N =

Onde:

nC = nimero de atomos de carbono na fonte de carbono utilizada;

C = peso atdmico do datomo de carbono;

MMFC = massa molar da fonte de carbono utilizada;

Cg/L(C) = concentragdo da fonte de carbono utilizada em g/L;

nN = nimero de dtomos de nitrogénio na fonte de nitrogénio utilizada;
N = peso atédmico do atomo de nitrogénio;

MMFN = massa molar da fonte de nitrogénio utilizada;

Cg/L(N) = concentrac¢ado da fonte de nitrogénio utilizada em g/L;

Figura 5: Formula da relagéo C/N utilizados nos meios de cultura. Fonte: FREITAG (2019)
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5.3. Condig¢oes de Cultivo

Todos os materiais utilizados para inoculagao foram autoclavados (120 °C, 1
atm, 20 min), incluindo: as vidrarias, os meios de cultura, e as ponteiras. As vidrarias,
sem meio de cultura e com tampdes, e as ponteiras foram colocadas em estufas para
secagem, de forma a evitar qualquer contaminacao.

Os cultivos em meio NFb HP liquido foram feitos utilizando as diferentes fontes
de carbono, conforme descritos anteriormente, sendo mantidos sob agitacéo orbital
(120 rpm) 30°C por 24h. Todos os meios de cultivo liquido em larga escala para
obtengao do EPS foram realizados em oito réplicas.

Inicialmente, uma aliquota dos estoques de glicerol 50% com H.
rubrisubalbicans M1 foi inoculada em 2,0 mL de meio NFb HP-malato liquido para
recuperacao da estirpe, em pré-indculos frescos, para crescimento em 24h. Apos,
uma aliquota do cultivo crescido foi inoculada em frascos erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio NFb-malato liquido. Apds 24h de crescimento nas condi¢des
descritas anteriormente, a densidade éptica em 600 nm (D.O.s00) deste pré-inéculo foi
determinada, sendo calculado o volume necessario para ser inoculado nos cultivos de
grande escala com a fonte de carbono (8 erlenmeyers com 0,5 L cada) a fim de que
a D.O.e00 inicial igual a 0,01. Apds o volume obtido, foi transferido para o meio de
cultura final e posto para crescimento por 24h (120 rpm, 30°C), para obtengao

posterior do EPS.

5.4. Obtencao dos EPS

Apos o crescimento de H. rubrisubalbicans M1 em 4 L de meio NFb liquido na
presenca das diferentes fontes de carbono, foram removidas as células por
centrifugacao (5.000 rpm, 15 min). Em seguida, separou-se o sobrenadante para
reduzir seu volume para 500 mL por rotaevaporagdao. O sobrenadante contendo o
EPS foi submetido a uma dialise exaustiva (MWCO 13-14 kDa) em agua corrente e,
apos, em agua destilada. Apds a didlise, os materiais obtidos de cada fonte de
carbono foram liofilizados e submetidos a um tratamento com 3 volumes de etanol
gelado, seguido de centrifugacédo (10.000 rpm, 15 min) para obtencdo dos EPS, e
gerando as amostras brutas no precipitado EBM (manitol) e EBG (manitol). Em
seguida, o material bruto, de cada meio, foi pesado e ressuspendido no menor volume
de agua destilada possivel (70 mL para EBM e 30 mL para EBG), sendo deixado sob

agitacao por 24h a 30°C, para ser novamente centrifugado e gerar duas fragbes de
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cada amostra: EPS soluvel e EPS insoluvel. Por fim, as fragbes soluveis foram
liofiizadas e identificadas como: EGS (sobrenadante glicerol soluvel) e EMS
(sobrenadante manitol soluvel). Ja as fragbes insoluveis foram identificadas como:
EGI (sobrenadante glicerol insoluvel) e EMI (sobrenadante manitol insoluvel),

posteriormente utilizadas nas analises estruturais do EPS.

[ H. rubrisubalbicans M1 ] Glicerol 50% (-20°C) 48-72h

500 mL (8x), 30°C,
120 rpm, 24h

5000 rpm, 15 min

12-14 KDa

(1:3 viv)

Figura 6: Fluxograma demonstrando o método de extracao e purificacdo do material bruto
(EBM e EBG), soluvel (EMS e EGS) e insoluvel (EMI e EGI).

5.5. Determinagao da Composi¢ao Monossacaridica

Uma aliquota (5 mg) de cada amostra contendo os EPS brutos obtidos dos
diferentes cultivos foi inicialmente submetida a hidrélise total com TFA (1M, 8h 100°C)
e, apos a evaporagao do acido, foi solubilizada em agua ultra pura e reduzida com
NaBHs4 em excesso, obtendo-se um pH alcalino em torno de 10-11 (WOLFROM,;
THOMPSON, 1963a). Apds, a solucao foi deixada em repouso em temperatura
ambiente overnight.

Apo6s, o material foi neutralizado com gotas de AcOz2, lavado 3x com MeOH
seguido de evaporagao a cada lavagem e submetido a acetilagdo com anidrido acético
e piridina (1:1 v/v) em estufa a 120 °C por 1h (WOLFROM; THOMPSON, 1963b). Os
derivados alditol acetato resultantes foram recuperados da solugédo com a adigao de
1 mL de cloroférmio, sucessivas lavagens com solugdo de CuSOs4 (5%) e a ultima com
agua destilada, e por fim fez-se a recuperacao da fase organica. Apos a secagem do

cloroférmio em temperatura ambiente, o material foi ressolubilizado em 1 mL de
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acetona e submetido a analise de GLC-MS (Cromatografia de gas-liquido acoplado a
espectrometria de massas).

5.6. Derivados Alditol acetato parcialmente metilados (PMAA)

A determinagao das ligagdes glicosidicas presentes nos EPS foi realizada a
partir da formagdo dos derivados alditol acetato parcialmente per-O-metilados
(PMAAs), segundo o método descrito por Ciucanu e Kerek (1984).

No primeiro momento, 5 mg do material insoluvel foram solubilizados em 1 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO), deixando-o agitar por 12h (overnight). Apos esse periodo,
foi adicionado NaOH anidro em p6 em excesso e agitado em um voértex num periodo
de 20 min. Em seguida, foram feitas adi¢des de 1 mL de iodeto de metila ou iodo
metano (CHsl) realizadas a cada 5 min, agitando-se o material no agitador magnético
no intervalo de cada adicdo. O processo a partir da adicdo do NaOH foi repetido até
a solucao obter uma aparéncia opalescente.

O material foi deixado por 12 h a temperatura ambiente antes de ser
neutralizado com gotas de acido acético glacial, diluido em 5 volumes de agua, e
submetido a dialise exaustiva (1 KDa) contra agua corrente. O material retido na
membrana foi liofilizado e submetido ao procedimento de metilagdo novamente. Os
EPS per-O-metilados foram hidrolisados com TFA 2M, durante 8 h a 100 °C. O
hidrolisado resultante foi liofilizado e submetido aos processos de reducédo e
acetilagéo, conforme descrito, exceto pela substituigio do NaBHs por NaBD4
(boridreto de sodio deuterado). Os derivados PMAA foram submetidos a analise por
GC-MS e identificados de acordo com o tempo de retencao e perfil de fragmentagéo
por impacto de elétrons (SASSAKI et al., 2005).

5.7. Obtencao de oligossacarideos por hidrélise parcial e FIT-DOG

A metodologia utilizada para obtengdo de oligossacarideos foi de hidrolise
acida total e parcial para a obtengao de oligossacarideos com as amostras insoluveis
(EMI e EGI) tratadas com 1 mL de 1M, a 100 °C por 1h, respectivamente (SERRATO,
2008).

Os mesmos materiais também foram submetidos ao método com algumas
modificagdes descritas por Amicucci e colaboradores (2020). Inicialmente, solubilizou-

se 20 mg do material em um tubo com vedagao comprido com 20 mL de solugéo de
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hidrolise branda contendo 5% de Perdxido de hidrogénio (30% v/v) e 95% de Acetato
de sddio 40 mmol/L com adigdo de 65 mmol/L Sulfato de ferro Il (20 pL). Sendo
incubado em estufa por 1h a 100 °C. Apds a retirada da estufa, deixou-se a solugéo
esfriar em temperatura ambiente e adicionou-se 10 mL de NaOH 2 mol/L gelado.
Posteriormente, fez-se uma aliquota de acido acético para neutralizagao e reduziu-se
com NaBH4 overnight. Em seguida, a amostra foi dialisada em agua corrente seguida
de agua destilada em membrana de 1 KDa, sendo liofilizado a amostra e posto para
analise no MALDI-TOF.

5.8. Analises de CCD (Cromatografia de Camada Delgada)

O acompanhamento da formagao dos oligossacarideos obtidos das amostras
insoluveis, contendo EPS, foi realizado por cromatografia de camada delgada,
utilizando placas de aluminio impregnadas com silica (Merck TLC silica gel 60).

ApOés a aplicacdo do material na placa, esta foi ativada na estufa a 100°C por 5
min e posteriormente eluida com a fase moével: acetato de etila:n-propanol:acido
acético:agua (4:2:2:1 v/viviv) (HOUGH; JONES, 1962). Apds a eluicao, as placas
foram mantidas na estufa (100°C) até sua secagem completa e submersas em uma
solugéo de orcinol (2,5 mg/mL em EtOH) contendo 5 % de H2SOa. A revelagdo das
bandas foi realizada apds o aquecimento a 100 °C por 5 min. Solugdes padréao de
monossacarideos (Glc, Gal, Rha e Man) foram utilizadas para a comparagao das

distancias de migragéo relativa (Rs) de cada banda.

5.9. Analises de MALDI-TOF-MS

As amostras insoluveis parcialmente hidrolisadas em 1 mol/L de TFA foram
diluidas em agua ultrapura (1 mg/mL), sendo entao retirado 1 pL de cada amostra e
misturado com 1 pL da solugdo da matriz previamente preparada (1:1 v/v), sendo
utilizados duas solugdes matriz separadamente.

Preparou-se a primeira solugdo matriz com uma solugao de acetonitrila (100
bL), agua deionizada (92 pL), TFA 5 % (8 uyL) e HCCA (acido a-ciano-4-
hidroxicinamico) ou DHB (acido 2,5-di-dihidroxibenzoico) saturado. A segunda
solucao foi preparada com EtOH gelado 20 % (200 pyL) com DHB saturado. Apds a
preparagao da matriz, realizou-se a homogeneizagao em um agitador vortex por 5 min

e, em seguida, a centrifugagéo por 5 min em 10* rpm.
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A mistura da amostra e da matrix (1:1 v/v) foi aplicada em placas de ago
inoxidavel e, apos a secagem em temperatura ambiente e cristalizagao da matriz por
um periodo de 5 min, foram submetidas a analise de MALDI-TOF (modos positivos
linear e refletivo; negativo linear e refletivo). Os espectros de massa obtidos (m/z)

foram analisados pelo software FlexAnalysis.

5.10. Analises de RMN

As amostras soluveis contendo os EPS em cada condi¢cdo de cultivo foram
solubilizadas em 400 pL de D20 99,8% e inseridas em tubos de quartzo de 5 mm de
didmetro para serem submetidas as analises de RMN (Bruker Avance 400). As
analises mono ('H) e bidimensionais ('H/'3C) foram realizadas em temperatura
ambiente, sendo utilizado padrao interno de acetona em & 2,22 ('H) e 8 30,2 ('3C). Os
Experimentos de 'H/'3C (HSQC) foram realizados com amplitude espectral de 2,25 e
13,9 kHz para 'H e '3C respectivamente, e dataset (t1 x t2) de 128 x 512 pontos com
32 scans. Apos o procedimento, os dados foram processados utilizando o software

Topspin, versao 3.6.5.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade de producdo de EPS pela estirpe M1 de Herbaspirillum
rubrisubalbicans foi avaliada por pesagem nas fragdes brutas (EBM e EBG), soluveis
(EMS e EGS) e insoluveis (EMI e EGI). A quantificacdo do EPS presente nos
sobrenadantes, produzidos com fontes de carbono divergentes, foi realizada apés a
liofilizacdo e determinacao do peso seco dos materiais obtidos.

Dentre as amostras brutas, verificou-se que o EBM apresentou um peso total
amostral consideravelmente maior (283,6 mg) em relagéo ao EBG (127,3 mg). Dado
que as réplicas foram produzidas em 4 L de meio no total, as concentracdes das
amostras geraram, respectivamente, 70,9 mg/L e 31,8 mg/L, uma diferenga de

aproximadamente 45% (Tabela 1).
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Tabela 1: Concentracao final obtida da producao do EPS de H. rubrisubalbicans M1
crescidos em 4 L de meio NFb com manitol e glicerol.

AMOSTRAS BRUTAS CONCENTRAGAO (mg/L)
! 1
EBM 70,9
| 1
EBG 31,8

Legenda: EBM (Exopolissacarideo bruto provindo de manitol) e EBG (EPS bruto provindo

de glicerol)

No trabalho de Freitag (2019), realizou-se cultivos a estirpe M1 com as mesmas
fontes de carbono, e observou-se que o EPS provindo de glicerol resultou numa maior
producao de EPS com uma relagao C/N de 30. Este resultado difere do observado no
presente estudo. Essa diferenga pode ser explicada pela mudanga na relagéo C/N de
30 para 6,4, sugerindo um possivel desvio no metabolismo bacteriano na produgao
de EPS devido a alteracao das condi¢des de cultivo.

ApOs a andlise da amostra bruta, as mesmas foram adicionadas em
erlenmeyers com o minimo de agua destilada para agitar overnight em 30 °C, sendo
posteriormente centrifugado e obtido os pesos das fragdes soluveis e insoluveis das
amostras: EMS (99,3 mg) e EGS (15,8 mg); EMI (184,3 mg) e EGI (111,5 mg).

6.1. Caracterizagao estrutural

Com a finalidade de caracterizar a estrutura do EPS de H. rubrisubalbicans M1
crescido com diferentes fontes de carbono, obteve-se a maxima quantidade de
material para analise através das repeticdes do meio de cultivo em larga escala. Dado
que a demanda pelo material soluvel era baixa, foi feita a caracterizagao apenas do
material insoluvel (EGI e EMI). Com a obtengao do material de estudo, realizaram-se
as seguintes analises metodoldgicas: composi¢ao monossacaridica, HPSEC-MALLS,
CCD, MALDI-TOF (hidrélise parcial e FIT-DOG), GC-MS (ligacdes glicosidicas) e
RMN ("H e HSQC).

Inicialmente, foi realizada a analise de composicdo monossacaridica das
amostras dos EPS brutos purificados (EBM e EBG) da estirpe M1 de H.
rubrisubalbicans, utilizando equipamento de cromatografia gasosa acoplado a

espectrometria de massas (GLC-MS).
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De acordo com os resultados de composicdo monossacaridica das amostras
EBM e EBG (Tabela 2), percebeu-se que ambas as amostras apresentaram
composi¢cao monossacaridica heterogénea com algumas divergéncias, indicando a

presenca de um possivel heteropolissacarideo.

Tabela 2: Composi¢cao monossacaridica dos EPS produzidos por H. rubrisubalbicans M1
por GLC-MS dos derivados alditol acetato.

Derivados Alditol Acetato (%)

Amostras
[ |
R Rha Fuc Man Gal Glc
| | I | | | |
EBM 9,7 1,1 7.8 81,5 -
| | I | | | |
EBG 41 2,8 16,9 50 255

- Auséncia do derivado

Legenda: EBM (EPS bruto produzido a partir de manitol) e EBG (EPS bruto produzido a
partir de glicerol). Monossacarideos: Rha (Ramnose), Fuc (Fucose), Man (Manose), Glc

(Glucose)

Notou-se que a galactose (Gal) foi o principal componente monossacarideo
dos EPS produzidos (EBM e EBG). Visto isso, denota-se que a amostra do EBM
manteve de forma majoritaria a formacéo de Gal, dado que a amostra EBM (81,7 %)
€ maior em comparagao com EBG (50 %). Com relagdo a glucose (Glc), observou-se
sua presenca apenas na amostra EBG. Houve também que a porcentagem da Man
no EBM obteve uma diminuigc&o significativa em relagdo ao EBG. Ja para a Rha,
notou-se uma diminuicéo percentual da massa molar no EBG comparado com EBM.

De acordo com Monteiro e companhia (2012), ha relatos, ainda ndo publicados,
que sugerem que o0s genes relacionados a biossintese de EPS pela espécie
Herbaspirillum seropedicae SmR1 podem produzir EPS compostos de Man, Glc e Gal
(7:3:10), havendo a possibilidade de estar relacionado com os dados desses
monossacarideos obtidos acima.

Dando sequéncia ao experimento, as amostras insoluveis foram selecionadas
para caracterizagao, sendo entao, realizado um processo de hidrélise acida em TFA
2 mol/L (8h/100 °C) (Figura 7). De frente, notou-se que ambas as amostras (EMI e

EGI) revelaram bandas unicas e com Rf similares na fase mével. Ja as amostras em
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comparagao aos padroes monossacarideos, ndao indicaram a presenga de um
monossacarideo, podendo ter ocorrido uma falha ou destruicdo do biopolimero
durante a hidrdlise. Possivelmente, podem ser resquicios dos monossacarideos, visto
que estao em Rf proximos dos mesmos, verificando-se a necessidade de realizar um

processo de hidrolise branda.

Gal Glu Man Fuc Rha EMI EGI

Figura 7: Cromatografia de camada delgada em silica com padrao de
manose (Man), galactose (Gal), Glucose (Glc), Fucose (Fuc) Ramnose (Rha),
respectivamente, e amostras do sobrenadante insoluvel manitol (EMI) e
glicerol (EGI) hidrolisadas com TFA 2 mol/L por 8h.

Dado o imprevisto, realizou-se em seguida uma hidrélise branda com apenas
a amostra EMI em TFA 1 mol/L, 100 °C por 1h para avaliar a presenca de
oligossacarideos. Em relagdo a amostra EGI, n&o foi feito o mesmo procedimento
devido a baixa concentragao de material. Notou-se na hidrdlise branda (Figura 8) que
houve a formagédo de algumas bandas caracteristicas de monossacarideos. Ja na
parte inferior da placa havia uma porgdo em grande concentragado que acabou sendo
arrastado pela fase movel, havendo a possibilidade de ser um possivel

oligossacarideo.
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Figura 8: Cromatografia de camada delgada em silica nas amostras do sobrenadante
insoluvel manitol (EMI) hidrolisadas com TFA 1 mol/L por 1h. Composi¢cao da fase mével:
acetato de etila:n-propanol:acido acético:agua ultra pura (4:2:2:1 v/viviv)

Dado o resultado anterior, realizou-se a analise da mesma amostra EMI feita
em hidrdlise parcial (TFA 1 mol/L / 1h) no MALDI-TOF para verificar o peso molecular
(m/z) aproximado do oligossacarideo. Nessa metodologia, utilizou-se inicialmente
EtOH 20% como solvente da matriz.

De acordo com o espectro de massas (figura 9), observou-se, de frente, que o
peso molecular total do EPS seria teoricamente 1423 Da. Sendo realizado uma
analise das diferencas das razdes massa/carga (m/z) para identificar o maximo de
fragmentos possiveis nos EPS. De acordo com Ding et al. (2016) os padrées mais
comuns para unidades sacaridicas sao de unidades residuais de hexose (162 m/z),
deoxihexose (146 m/z) ou pentose (132 m/z).

=1
™

818701

Intens. [au]

1254 705 793

m/z 3056

625640
579401 |

428541 499235 553.450
: | 477220 :

025 1206 617 1271636

1423737
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m/z 29 m/z 29

Figura 9: Espectrometria de massas da amostra insoluvel (EMI) hidrolisadas em TFA 1
mol/L realizadas no MALDI-TOF no modo linear negativo. Solugdo matriz: Etanol (20 %) e
DHB.
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Observou-se, entao, a presenga de uma série de m/z, sendo analisados m/z
676, 705, 901, 930, 981, 1020, 1206, 1271 e 1423. A diferenca de m/z entre os quatro
primeiros (m/z 676-705; 930-901) resultaram na presenca de resquicios de
grupamentos aldeido (m/z 29), no qual pode indicar a presenga de monossacarideos
na amostra EMI. Em relagdo aos picos de clusters mais intensos (m/z 981, 1020, 1206,
1271), acabou-se ndo encontrando diferencas de m/z padrbes de monossacarideos,
podendo ter ocorrido devido a uma hidrélise ineficaz. Além disso, acabou
demonstrando um padrao de repeticdo de m/z 305 (m/z 1206-901; 981-676) em
clusters separados, no qual, pode indicar a presenga de mais de um oligossacarideo.
Nos ultimos picos, entre m/z 1423 e 1206, demonstrou um fragmento de m/z 217,
correspondendo, aproximadamente, com a massa de um fragmento de hexose (m/z
180) com a adi¢gao de um potassio (m/z 39) (GAURI et al., 2009; GONZALEZ-GIL et
al, 2015).

ApoOs a analise dos clusters dessa amostra, constatou-se que a natureza dessa
molécula, possivelmente, € complexa para estuda-lo com apenas um tipo de método
de hidrolise, sendo necessario a aplicagao de outro método que consiga obter uma
precisdo maior na analise de MALDI-TOF.

Verificou-se, entdo, a necessidade de aplicar outra metodologia de hidrélise
para melhor obtencdo de oligossacarideos, optando-se pelo método FIT-DOG
(AMICCUCI et al., 2020) em ambas as amostras. Apds o procedimento, constatou-se
qgue nas duas amostras haviam similaridades de m/z na espectrometria de massas.
Esse resultado se justifica, uma vez que a metodologia de Amicucci e colaboradores
(2020) possui o objetivo de hidrolisar em direcao as ligacdes glicosidicas de forma
linear, o qual, acabou demonstrando a presenga de um mesmo oligossacarideo em
ambas as amostras, podendo ser melhor visualizado na espectrometria de massas
obtido (Figura 10).
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Figura 10: Espectrometria de massas das amostras insoluveis (EMI e EGI) hidrolisadas em
pelo método FIT-DOG e realizadas no MALDI-TOF no modo linear negativo. Solugdo matriz:
HCCA, TFA 8 % e acetonitrila P.A.

Notoriamente, percebeu-se que a massa molecular de ambas as amostras
(EMI e EGI), da figura anterior, apresentou um peso molecular em torno de 809 Da,
sendo uma massa menor que o encontrado na hidrélise anterior. Essa diminui¢cédo de
massa pode ter ocorrido devido ao processo de hidrolise branda, tendo,
possivelmente, perdido uma parte das massas menores durante o processo de dialise.
Porém, percebeu-se na espectrometria de massas a obtencao de uma purificacéo
mais adequada, em relagao a anterior, e, além disso, semelhancas de m/z em ambas
as amostras. De fato, a espectrometria de massas acabou sendo mais padronizada
nessa hidrolise, demonstrando que a hidrolise € um fator crucial para melhor
visualizag&o na espectrometria de massas, podendo divergir dependendo da natureza
da amostra.

Na analise dos picos de clusters, sugere-se nos EPS (EMI e EGI) que o ion
m/z 809 pode tratar-se de um pentasacarideo (m/z 828) com uma unidade de agua
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faltante (18 m/z), totalizando, aproximadamente, m/z 810. A diferenga de m/z entre os
picos dos clusters 779 e 809 resultou em grupos aldeidos, dando sinais de uma
possivel hexose. Os ions mais intensos, m/z 620 e 809, apresentaram um cluster de
m/z 188, podendo estar relacionados com a unidade de fragmento de hexose (m/z
180).

Posteriormente, realizou-se a andlise das ligacbdes glicosidicas dos EPS
insoluveis (EMI e EGI), sendo obtidas a partir da formagdo dos derivados alditol
acetato parcialmente metilados (PMAA). Os resultados da metilagdo do EPS obtido
do EMI apresentaram uma quantidade majoritaria de derivados PMAA comparado
com EGI, indicando um maior numero de possiveis ligagdes glicosidicas em relagao
ao EPS produzido a partir de glicerol insoluvel (EGI). Nota-se que a porcentagem
molar das unidades monossacaridicas PMAA com os alditois acetatos, obtidos na
composi¢cao monossacaridica (Tabela 3), foram divergentes, havendo a possibilidade

de ter ocorrido uma metilagédo parcial em alguma das etapas da metodologia.
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Tabela 3: Analise da composicao dos derivados PMAA (Alditol Acetato Parcialmente
Metilados) por GC-MS das amostras EMI e EGI.

Ligagao glicosidica

Amostra TR min? Derivados PMAA deduzida M %P
23,61 2,3-Me2-Rha -4)-Rhap-(1-> 2,7
24,41 2,3,4,6-Mes-Gal t-Galp-(1-> 13,7
24,96 2,3,4,6-Mes-Man t-Manp-(1-> 23,7
26,31 2,5,6-Mes-Gal -3)-Galf-(1=> 11,6
EMI 26,56 2,3,6-Mes-Gal -4)-Galp-(1=> 23,2
26,83 2,4,6-Mes-Gal -3)-Galp-(1=> 3,7
26,94 2,3,4-Mes-Man -6)-Manp-(1-> 5,8
27,82 2,6-Me2-Gal -3,4)-Galp-(1=> 6,2
28,70 2,3-Me2-Man -4,6)-Manp-(1-> 9,4
24,93 2,3,4,6-Mes-Gal t-Galp-(1-> 18,9
26,17 3,4,6-Mes-Glc -2)-Glcp-(1=> 10,6
26,39 2,3,6-Mes3-Man -4)-Manp-(1-> 13,3
EGI
26,53 2,3,6-Mes-Glc -4)-Glcp-(1= 41,4
27,79 2,3-Mes-Gal -4,6)-Galp-(1=> 1,9
28,92 3-Mes-Man -2,4,6)-Manp-(1-> 14

@ Tempo de Retengdo em minutos

> Porcentagem molar da unidade monossacaridica

De acordo com os resultados anteriores, a composicdo monossacaridica de
ambas as amostras (EMI e EGI) coincidem com as unidades monossacaridicas
obtidas na composicdo monossacaridica, dado que houve a presencga de Gal, Man,
Rha e Glc (YURIY; MARIE-ROSE, 2020). Segundo Knirel et al. (2020), esses
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monossacarideos sdo comumente encontrados em EPS bacterianos, sendo
frequentemente encontrados na forma piranosidica. Monossacarideos como Gal ou
Fuc também podem ser encontrados na forma furanosidica (YURIY; MARIE-ROSE,
2020), o qual justifica a presenca de Gal em ambas as formas na amostra EMI.

Adiante, observou-se que as duas amostras indicaram a presencga de ligagcoes

t-Galp-(1->, dado que era o monossacarideo em maior abundancia, e a presenga de

t-Manp-(1= apenas na amostra EMI. Com os dados obtidos, verificou-se a

necessidade de realizar mais ensaios para obter confirmacao dos dados, no entanto,
foi possivel obter uma caracterizagao parcial baseado na presenca majoritaria da
composicao e ligagdes de Man, Glc e Gal nas amostras. Dado essas informacoes,
podem estar relacionadas com estruturas de mananas, galactanas, ou entao,
glucanas.

Com isso, as amostras foram parcialmente caracterizadas, sendo a amostra
EMI, possivelmente poligalactanas com ligagées na cadeia principal de t-Galp-(1->
(13,7 %), =24)-Galp-(1=> (23,1 %), =23)-Galf-(1=> (11,3 %), =3,4)-Galp-(1=> (6,2 %)
e =23)-Galp-(1= (3,7 %), resultando em uma porcentagem molar total de 57,95 %,
nos quais entram em concordancia com a concentracédo da Gal como monossacarideo
preponderante. Ja nas unidades restantes de Man e Rha, podem tratar-se de
dissacarideos ou ramificagbes na estrutura do EPS. Sendo entdo, determinado
ligacdes de t-Manp-(=> (23,7 %), =6)-Manp-(1-> (5,8 %), =4,6)-Manp-(1-> (9,4 %) e
=4)-Rhap-(1=> (2,7 %).

Quanto a amostra EGI, podem tratar-se de EPS formados por glucanas devido
a alta concentragdo molar de unidades de =2)-Glcp-(1=> (10,6 %) e =24)-Glcp-(1-=>
(41,4 %), o qual se apresentaram como o monossacarideo com concentracéo
majoritaria. Estudos relacionados a produgao de B-(1,2)glucanas ciclicas indicam
alguns papeis com a interacdo com vegetais, tanto no crescimento vegetal quanto,
até mesmo, na patogenia (CHO et al., 2016; GUIDOLIN et al., 2018). Alguns géneros
como Burkholderia, Mesorhizobium (KAWAHARADA et al., 2010), Rhizobium meliloti
MTCC 3402 (VENKATACHALAM et al., 2013), Agrobacterium tumefaciens
(MATTHYSSE, 2018) e Xanthomonas (VOJNOV et al., 2001) sdo conhecidos por
produzirem (3-(1,2) glucanas ciclicas na interagdo planta-microrganismo durante a

simbiose ou na patogenia.
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Contudo, as amostras EGI também podem tratar-se também de
galactoglucanas, dado que ha a presenga de t-Galp-(1=> (18,9 %), =2)-Glcp-(1—=>
(10,6 %), =24)-Glcp-(1=> (41,4 %) e =24,6)-Galp-(1=> (1,9 %). Houve também a
presenga de ligagées =4)-Manp-(1-=> (13,3 %), =22,4,6)-Manp-(1-=> (14 %).

Por fim, foram feitas analises de HSQC e "H nas amostras soluveis (EMI e EGI)
insoluveis (EMI e EGI). Entretanto, ndo houve resultados satisfatérios nas analises de
RMN, visto que no HSQC nao mostrou nenhum sinal na regido anomérica. Com isso,
nao foi possivel obter a analise devido, possivelmente, a natureza da amostra,
podendo tratar-se de um material que requer outros procedimentos metodolégicos de

hidrolise para uma analise eficaz.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

° A estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans obteve rendimentos de peso
divergentes quando cultivadas em diferentes fontes de carbono, indicando que a
alteracdo da fonte de carbono é um importante fator de influéncia no processo de
biossintese de EPS nessa estirpe;

° A amostra produzida a partir de manitol (70,90 mg/L) foi a que obteve maior
concentragcdo em relagdo ao glicerol (31,82 mg/L), mesmo sendo exposta nas
mesmas condi¢des de crescimento;

° O monossacarideo Gal foi o que obteve a maior porcentagem molar na
composic¢ao dos EPS (EBM e EBG), tanto no crescimento realizado com manitol (81,7
%) quanto em glicerol (50 %);

° O monossacarideo Glc (25,5 %) apareceu apenas no EPS bruto produzido a
partir de glicerol como fonte de carbono (EBG);

° A composicado monossacaridica dos EPS insoluveis provindos de manitol
(EBM) apresentaram Gal, Rha, Man e Fuc, apresentando um padréode 8,5:1:0,8:
0,1, respectivamente.

° A composicdo monossacaridica dos EPS insoluveis provindos de glicerol (EGI)
apresentaram Gal, Glc, Man, Rha e Fuc, apresentando um padrdode 5: 2,6 : 1,7 :

0,4 : 1, respectivamente.
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) A técnica FIT-DOG apresentou ser uma metodologia eficaz na quebra de
oligossacarideos de forma linear, no entanto, devido a natureza das amostras (EMI e
EGI), é necessario a repetigdo da hidrolise para uma anélise mais assertiva.

° A amostra EMI e EGI apresentaram semelhanca na analise de clusters no
MALDI-TOF-MS, sendo oligossacarideos com pesos moleculares semelhantes de
810 Da, sugerindo-se ser um pentasacarideo na estrutura de ambos os EPS.

° Os cromatogramas dos derivados PMAA obtidos dos EPS insoluveis provindas
de manitol (EMI), como fonte de carbono, apresentaram majoritariamente a presenca
de Gal, t-Galp-(1-=2, =4)-Galp-(1=2> e =23,4)-Galp-(1-2>, havendo a presenca de =3)-
Galf-(1=> norma furanosidica (11,63 %) e piranosidica (3,73 %). Obtendo-se também
derivados de Man, t-Man-(1-=> (23,7 %), =6)-Manp-(1=> (5,8 %), =24,6)-Manp-(1-=>
(9,4 %); e Rha, 24)-Rhap-(1=> (2,7 %).

° Os cromatogramas dos derivados PMAA obtidos dos EPS insoluveis provindas
de glicerol (EGI), como fonte de carbono, apresentaram majoritariamente os principais
derivados de Glc, =4)-Glcp-(1=> (41,4 %) e =2)-Glc-(1=> (10,6 %) em ambas as
amostras. Obtendo-se também derivados de Gal, t-Galp-(1=> (18,9 %) e =4,6)-Glc-

(1= (1,9 %); e Man, =4)-Manp-(1-> (13,3 %), =2,4,6)-Man-(1=2> (14 %).
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