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E agora, José?

A festa acabou,

a luz apagou,

0 pOVOo sumiu,

a noite esfriou,

e agora, José ?

e agora, vocé ?
VOCé que é sem nome,
gue zomba dos outros,

VvOocé que faz versos,
que ama protesta,

e agora, José ?

Esta sem mulher,
esta sem discurso,
estad sem carinho,
ja nao pode beber,
ja nao pode fumar,
cuspir ja nao pode,

a noite esfriou,

o dia nao veio,

o bonde nao veio,
O riso nao veio,
nao veio a utopia
e tudo acabou
e tudo fugiu
e tudo mofou,

e agora, José ?

E agora, José ?
Sua doce palavra,
seu instante de febre,
sua gula e jejum,
sua biblioteca,
sua lavra de ouro,
seu terno de vidro,
sua incoeréncia,
seu odio - e agora ?

Com a chave na mao
guer abrir a porta,
nao existe porta;
guer morrer no mar,
mas 0 mar secou,
guer ir para Minas,
Minas ndo ha mais.
José, e agora ?

Se vocé gritasse,
se VOcé gemesse,
se VOcé tocasse
a valsa vienense,
se vocé dormisse
Se VOCé cansasse,
se VOCé morresse...
Mas vocé nao morre,
vocé é duro, José !

Sozinho no escuro
qual bicho-do-mato,
sem teogonia,
sem parede nua
para se encostar,
sem cavalo preto
gue fuja a galope,
vocé marcha, José !

José, pra onde ?

Carlos Drummond de Andrade



RESUMO

DRECHSEL, Marcela Motta.Antibiose de Gluconacetobacter diazotrophicus contra
bactérias diazotréficas e fitopatogénica de cana-el;Ucar e caracterizagdo molecular de
genes envolvidos na sintese de substancias antagési 2011. Tese (Doutorado em
Fitotecnia). Instituto de Agronomia, DepartamengoRitotecnia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

A utilizacdo de microrganismos endofiticos em iactes de cana-de-acucar, pode, além de
ajudar a diminuir a necessidade de aplicacdo diéZf@ntes quimicos nitrogenados, atuar no
controle biologico de fitopatdbgenos na cultura.mldisso, torna-se necessario o estudo de
antagonismo entre as estirpes que compdem o imteupmra elucidar suas interagdes no
inoculante a fim de contribuir com todo o potendmbtecnolégico. A partir disso, o
antagonisman vitro da estirpe PALEde G. diazotrophicudoi avaliada contra as bactérias
que compdem o inoculante de cana-de-acUcar desawgbela EmbrapaAzospirillum
amazonenseHerbaspirillum seropedicaeHerbaspirillum rubrisubalbicanse Burkholderia
tropica), como também contra a bactédanthomonas albilineansagente etioldgico da
escaldadura das folhas. A metodologia empregada @& antibiose por dupla camada, em
que a estirpe PALS5foi inoculada em pontos equidistantes seguido digda de uma
sobrecamada contendo meio fundente e a culturaddigla bactéria a ser inibida. Agentes
indutores da sintese de substancias antagbnicas @aiacdo UV e bD, foram aplicados
nas culturas liquidas de PAL&ntes de serem incubadas em placas. Os resuftaxibsram

a necessidade de indugdo da sintese de bactermminan agente externo como irradiacédo
ultravioleta ou peroxido de hidrogénio, tanto paraibicdo deX. albilineansquanto parad.
rubrisubalbicans As demais bactérias que compdem o inoculantefo@mn inibidas pela
estirpe PAL3 nem quando foram submetidas a radiacdo UV ou #D» Mum segundo
estudo, objetivou-se identificar possiveis gendaci@nados a producdo de compostos
antimicrobianos no genoma da estirpe PAlde G. diazotrophicusDois mutantes sitio-
dirigidos defectivos na sintese e no transportbatgeriocina foram construidos a partir da
incorporagdo de um elemento de transposicdo nass OBBI_0415 e GDI_3499,
respectivamente. A ORF GDI_0415 foi anotada coma batteriocina denominada Linocina
M18 enquanto a GDI_3499 foi anotada como um tramador ABC. A avaliagcdo do
antagonismo da estirpe selvagem e dos mutantesdiizada pela metodologia de antibiose
por dupla camada, como descrita anteriormente. @ntel defectivo para o transporte de
bacteriocina apresentou resultados idénticos aestitpe selvagem. O mutante para a sintese
de bacteriocina ndo apresentou atividade antagbcicdra o fitopatdgeno, mesmo no
tratamento com exposicdo a UV. Os resultados snogeue essa bacteriocina (Linocina
M18) é a responsavel pelo antagonism&Xdalbilineans.

Palavras-chave:inoculante, antagonismo, controle biologico.
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ABSTRACT

DRECHSEL, Marcela MottaAntibiosis of Gluconacetobacter diazotrophicus against
diazotrophic and phytopathogenic bacteria of sugar@ne and molecular characterization

of genes involved in the synthesis of antagonistgubstances,2011. Thesis (Doctor of
Science in Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Bxpmento de Fitotecnia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RU1..20

The use of endophytic diazotrophic microorganisma isugar cane inoculant may help to
decrease the need for nitrogen fertilizer applwcatand in addition may act as biological
control agent against pathogens in the crop. Maeahe antagonism study among these
strains may help to elucidate their interactionsrduthe inoculant uses as well as to explore
the biotechnological potential. For this, Bnvitro antagonism study involving the PALS5
strain was carried out against the bacteria from $higarcane inoculant developed by
Embrapa Azospirillum amazonense Herbaspirillum seropedicge Herbaspirillum
rubrisubalbicansand Burkholderia tropicd. In addition, this strain was also tested agains
Xanthomonaslbilineans causal agent of leaf scald. A double- agar layethodwas used
with PALS' strain inoculated at equidistant points of thetgsdaand an overlayer containing
liquid culture medium of the bacterium to be inkebi was added. Agents that can induce
antagonism, like UV radiation and®, were used as inductors in PALBquid cultures. The
induction of bacteriocin synthesis by an externgérd such as ultraviolet irradiation or
hydrogen peroxide was required to inhiKitalbilineansandH. rubrisubalbicans The other
bacteria were not inhibited by PALSrown in the same conditions. In addition, it was
studied the role played by the genes possible weeblin the production of antimicrobial
compounds by the PAL5strain. Two site-directed mutants defective in tegris and
transport of bacteriocin were constructed withiti@rporation of the Tn5 in GDI_0415 and
GDI_3499 ORFs, respectively. The ORF GDI_0415 wasted as a bacteriocin named
Linocina M18 while GDI_3499 was anoted as an AB&nhs$porter. The antagonism of the
wild-strain and mutants was analyzed by double+ &éger method as previously described.
The mutant defective for bacteriocin transport picedl the same phenotype as the wild-type
strain. The bacteriocin mutant did not show antégmnactivity against the phytopathogen
even after UV exposition, suggesting that the bamte (Linocina M18) is responsible for
the antagonism againXt albilineans

Keywords: inoculant, antagonism, biological control.
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INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acgom mais de 8.442,8 mil hectares de
area plantada e producdo anual de 641.982 mil adasl (CONAB, 2011). Sua importancia é
devida a sua utilizacdo na fabricacdo de aguardagidiear e alcool e a geracao de energia.

Dentre os fatores que afetam negativamente a pvathde da cana-de-acucar, um dos mais
prejudiciais é a ocorréncia de pragas e doencagafeas de causa bacteriana de maior relevancia
nas regides canavieiras do mundo sdo: o raquitdarsequeira (RSD), causado pela bactéria
Leifsonia xylsubsp.xyli é a escaldadura das folhas, cujo agente etiologicéanthomonas
albilineans (RICAUD et al.,, 1989). As duas doencas se caraeat@r pela dificil diagnose e
controle, ja que ndo existem medidas fitossang&imazes no seu controle efetivo (ROSS, 2004).

O controle bioldgico ou biocontrole pode ser fatterando as condicbes ambientais que
possibilitam o aparecimento da doenca, ou utilipandicrorganismos com propriedades
antagbnicas aos patogenos (RICAUD et al., 1988icrorganismos endofiticos no controle
biolégico de doencas fungicas e bacterianas témcsidsistentemente utilizados como alternativa,
porque esses microrganismos habitam um nicho dcolégemelhante ao ocupado por
fitopatdogenos, podendo-se assim controla-los pompeticdo por espaco e nutrientes na planta
hospedeira; por producédo de compostos antimicrobigubstancias antagonicas) e por inducao de
resisténcia sistémica (BLANCO et al., 2005).

Segundo Misaghi e Donndelinger (1990), bactériamticas possuem uma intima relacédo
com seus hospedeiros por meio de processos cogweslgt podem ter influéncia na fisiologia das
plantas por mecanismos ainda ndo completamentedatlos. Comprovadamente, bactérias
endofiticas podem conferir ao seu hospedeiro @iatitas como maior resisténcia a condi¢des de
estresse e doencas, alteragfes nas condicBesdisad, suprimento de nutrientes, producdo de
reguladores de crescimento vegetal, além de fixtmogénio para as plantas (MISAGHI,
DONNDELINGER, 1990; BASTIAN et al., 1988; BALDANBALDANI, 2005). Com o advento
da biologia molecular, esses microrganismos tampédem ser modificados geneticamente e
introduzidos no hospedeiro, conferindo-lhe caréstieas desejaveis (SALES et al., 2000).

Nas ultimas décadas, inumeros isolados de bacemisfiticas (principalmente as espécies
do génerdHerbaspirillume Gluconacetobacter diazotrophiguassociadas a cana-de-acucar, todas
fixadoras de nitrogénio, tém sido testados quaotseu potencial de contribuicdo na nutricdo
nitrogenada em ensaios experimentais (SARAVANAN akf 2007). Entretanto, apesar da
potencialidade da cultura na geracdo de divisaa papais e da clara demanda por tecnologias
alternativas de producédo na agricultura mundiad, gmpliariam a importancia das pesquisas sobre
a populagao de microrganismos que a colonizam,gsoestudos foram realizados para a avaliagao
dos possiveis efeitos da utilizacdo desses mianages endofiticos no controle biologico de suas
principais doencas (CARNEIRO JR, 2006; da SILVAQ20

A compreensao do papel da bact@&laconacetobacter diazotrophicesde sua associacao
com a cana-de-acucar, assim como a identificac&gedes associados a sintese de bacteriocinas,
pode servir como ferramenta para otimizar o seenuidl agricola para a possivel produgéo de
inoculantes capazes néo soO de reduzir a aplicagdertilizantes nitrogenados como também ser
um agente de controle bioldgico dessa cultura. ©® des banco de dados gerados pelo projeto
genoma de cana-de-agUcar eGlediazotrophicugpermitira a producdo do inoculante tendo como
diferencial a aplicacdo do conhecimento disponsedire as vias metabdlicas para a producao de
fitohorménios, os mecanismos de regulacdo da esgweda FBN e sinais moleculares envolvidos
no processo do controle dos patégenos ja mencisnado

17



REVISAO DE LITERATURA

1. A cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar (Figura 1) foi descrita por Linrf@éd53), no livroSpecie Plantarum,
como Saccharum officinarum e Saccharum spicatenposteriormente, sofréuimeras alteracdes
(CESNIK e MIOCQUE, 2004). Pertence a famikaaceae tribo Andropogoneaee género
SaccharumO género possui varias espécies, porémctassificacdo mais aceita contempla as

Saccharum officinarupss. spontaneun®. robustumS. sinenseS. barberie S. eduldBARBOSA,
2000)

Figura 1: Cana-de-agucar (Embrapa Monitoramento por Sat2tel).

De todas as culturas ligadas a producao de a@icana-de-acucar € a maior mundialmente
(Figura 2 e Tabela 1), contribuindo com cerca déo6® 70% de todo o acUcar produzido
(INGELBRECHT et al., 1999) e com uma das maiorexipcdes de biomassa entre as espécies
cultivadas (MA et al., 2000).

Tabela 1: Producdo de biomassa em toneladas das princigéisas tropicais

Cultura Nome Cientifico Producéo (ton.)
Cana-de-agucar Saccharum sp. 1.682.577.768
Milho Zea mays 817.110.509
Batata Solanum tuberosum 329.556.911
Mandioca Manihot esculenta 240.989.481
Tomate Manihot esculenta 141.400.629
Batata-doce Ipomoea batatas 107.642.391
Melancia Citrullus lanatus 100.687.056
Banana Musa paradisiaca 95.595.965
Algodé&o (semente Gossypium hirsutum 64.002.158
Sorgo Sorghum bicolor 62.098.620
Inhame Dioscorea sp. 54.098.112
Pepino Cucumis sativus 39.320.705
Amendoim Arachis hypogaea 35.520.257
Berinjela Solanum melongena 35.326.379
Manga Mangifera indica 35.035.641
Milheto Pennisetum glaucum 32.034.572
Feijao Phaseolus vulgaris 19.723.330
Abacaxi Ananas comosus 18.448.674

Fonte (FAO, 2010)
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Figura 2: Evolugdo da produgcao mundial de agucar (Suedzu2én).

Dos tempos do Brasil colonia aos dias atuais, tureutanavieira tem sido uma grande
fonte de riquezas para a economia brasileira (SATIR, 2003). No Brasil, embora seja 0 pais um
grande produtor de acUcar desde a época da caéniza cultura alcangcou expressiva expanséao a
partir da década de 1970, com o advento do Progkaminal do Alcool (Pro-Alcool), programa
do governo que substituiu parte do consumo de igaspbr etanol. A cana-de-acUcar constitui-se,
no Brasil, na matéria prima béasica para trés inapbes agroindustrias: agucar, alcool etilico e
aguardentes. A localizacdo das principais regioeglyboras de cana-de-acUcar no Brasil é
apresentada na Figura 3.
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Figura 3: Regibes brasileiras produtoras de cana-de-acUsapoftiihados verdes representam as areas prosiutera
cana-de-acucar (FAO, 2010).
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No Brasil, a indUstria canavieira mantém o maistesna de producéo de energia comercial
de biomassa do mundo, por meio do etanol (subsdituem cerca de 20% o consumo da gasolina
como combustivel) e do uso do bagaco (equivalerdte milhdes de toneladas de 6leo). O etanol
pode ser uma fonte alternativa para a resolucaquéstao energética. Além disso, a industria
canavieira contribui para a producéo de plasticoddgradaveis, acicares nao caléricos, compostos
guimicos de interesse farmacéutico, além de spomsavel por milhdes de empregos e geracao de
divisas para o pais por meio da exportacdo de gcalkcaol e, pelo aproveitamento racional da
biomassa vegetal, gerando energia elétrica e pedpara a indlstria e para a agropecuaria
(RAIZER, 1998). Um de seus produtos, o bagaco,pazae gerar excedentes de cerca de trés
quilowatts/tonelada de energia elétrica. Entretactum a utilizagcdo de parte da palha e de
tecnologias mais eficientes, esse potencial poderialevado para cinco quilowatts, aumentando
ainda mais a importancia econémica da cultura (£8C0, 2003).

1.1 Doencas

Dentre os varios fatores limitantes a producéoate-ale-acucar, destacam-se a ocorréncia e
a severidade de doencas, que se constituem emtanfes justificativas para a substituicdo de
variedades, devido ao decréscimo de produtividaoeopado por elas. No Brasil, foram relatadas
40 das 177 doencas relacionadas a cana-de-agUcandamo mundo (SANGUINO, 1998).
Historicamente, das doencas que afetam a cultuigada-de-aclicar, quatro sao consideradas de
expressdo: carvao, raquitismo das soqueiras, estahl das folhas e mosaico da cana-de-agucar
(SANTOS, 2005). Outras doencas como a estria veareh gomose, também foram registradas e,
dependendo da regido e condi¢cdes ambientais, ppammcar prejuizos (SANTOS, 2005).

1.1.1 Doenca da Escaldadura das folhas

A escaldadura das folhas é uma doenca provocadabpetériaXanthomonas albilineans
sendo uma das doencas mais importantes no setarie@o (SANTOS, 2005). Foi primeiramente
relatada em 1920 e, desde entdo, ja foi constaadgpelo menos 55 paises (COMSTOCK e
LENTINI, 2002). Essa doenca tem grande potencialtrdévo, principalmente em variedades
suscetiveis. No Brasil, sua importancia tem sidmestimada devido aos erros de identificacdo e a
confusdo de seus prejuizos com aqueles causadorageitismo das soqueiras (TOKESHI, 1997).
Quando a doencga se manifesta em variedades extemt@suscetiveis, pode causar perdas de até
100%. Seus prejuizos manifestam-se, principalmeatepa formacao dos toletes no plantio, morte
das touceiras, queda na producao e na riquezadmsa (SANTOS, 2005).

A sintomatologia dessa doencga € bem complexa, wnawe sdo conhecidos trés tipos de
sintomas. O primeiro tipo é o latente, que apanecmaioria das variedades comerciais. Na planta,
mesmo com a presenc¢a do patdgeno, os sintomasi@xteio se manifestam, permitindo que as
variedades possam ser usadas por muitos anos.ndmtente, nos colmos, observa-se,
ocasionalmente, descoloragdo vascular na regidondss assemelhando-se aos sintomas do
raquitismo das soqueiras. Um segundo tipo de sa®mchamado cronico, que se caracteriza pelo
surgimento de diversos sintomas externos, send@ie oaracteristico o das estrias brancas no
limbo foliar, podendo atingir a bainha. Por ultineosintoma agudo, observado nas variedades mais
suscetiveis e com condi¢des favoraveis ao patodgem@cteriza-se pela queima total das folhas,
como se a planta tivesse sido escaldada, dai @oiiigp nome da doencga. A bactéria sobrevive em
plantas infectadas, sendo disseminada na collefiassivel a sua disseminacéo também por outras
praticas culturais que provoquem ferimentos nosesl(TOKESHI, 1997). Com o incremento da
colheita mecanizada, as preocupacdes com essaadamementam. Dai a importancia em se manter
o canavial sadio. A bactéria também pode infedetips de milho préximos ao canavial, uma vez
gue ela pode ser facilmente transportada por ventbsivas (SANTOS, 2005).

A principal forma de controle dessa doenca € odeseariedades resistentes e tolerantes ao
patogeno. Entretanto, devido aos sintomas lateswesscaldadura, deve-se ter atencdo com as
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variedades, principalmente com as tolerantes. IS0 da emprego de variedades tolerantes, torna-
se necessario tomar alguns cuidados: evitar platgionudas provenientes de campos com a
doenca; preparo das areas de viveiros para elinbaatérias do solo e restos de cultura;

desinfeccdo de equipamentos e ferramentas utiBzadananejo da cultura. Quanto ao tratamento
térmico de mudas, existem controvérsias em relacdioa utilizacdo. O tratamento utilizado para

controle do raquitismo das soqueiras ndo € efeigara a escaldadura das folhas. Comstock e
Lentini (2002) afirmam que, por meio desse tratdmem controle € apenas parcial. Dessa forma,
eles recomendam que o tratamento seja feito pay deimersdo de mudas por um longo tempo

em agua quente. Na Australia, as mudas sdo exposté®! horas a um fluxo de agua continuo,

sendo em seguida mergulhadas por trés horasG B5@#o € conhecido até o momento qualquer
produto, quimico ou biolégico, que controle sat@iamente esse patdégeno.

2. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio em bactérias enfiticas

O nitrogénio (N) € o elemento mais abundante na atmosfera terrggirém se encontra
indisponivel as plantas devido a sua estabilidadkecular, fazendo-se necessaria sua adicdo ao
solo pelo uso de fertilizantes. Além disso, priafipente em solos tropicais, grande parte do
nitrogénio existente no solo € perdida pelos psmesde lixiviagdo, desnitrificacdo e pela
imobilizacdo microbiana. Portanto, é de extremaoi@mcia a nutricdo equilibrada aliada a praticas
culturais que visem a um sistema de controle iatkgr minimizando os gastos com adubacéo e
tornando a agricultura economicamente viavel e e@ispetitiva, reduzindo as perdas e a poluicédo
ambiental (SALA et al., 2008).

A cultura da cana-de-acucar requer uma grandetigqade de nitrogénio. Assim, para
alcancar uma produtividade com cerca de 100 tdn.de colmos, deve-se acumular
aproximadamente 180-250 kghde N em sua parte aérea (XAVIER, 2002). Segundpidga et
al. (1992), as quantidades de N-fertilizante aplsanao ultrapassam a dose de 80 KgdeaN em
meédia, e o restante do nitrogénio necessario arauét proveniente de duas fontes principais: o N
do solo e o processo de Fixagéo Biologica de Ngmag(FBN).

A FBN é um processo bioquimico em que certos mijemismos denominados
diazotroficos convertem oNitmosférico em amoénia (N} que sera incorporada em componentes
organicos nas células dos vegetais na forma deeipaes, acidos nucléicos, dentre outras
biomoléculas. Ao lado da fotossintese, a FBN é grelmente um dos processos bioloégicos mais
importantes que ocorrem na natureza (ELMERICH; NEMT 2007). Os primeiros estudos
envolvendo a FBN no Brasil em plantas ndo legunaisderam realizados por Ddbereiner na
década de 50 (revisto por BALDANI; BALDANI, 2005J4 em 1953, Ddbereiner observou a
ocorréncia deAzotobacterem solos da baixada fluminense (DOBEREINER, 198&da por
BALDANI; BALDANI, 2005). A presenca de bactériassirdentes em tecidos de plantas sadias foi
observada pela primeira vez em 1926 (HALLMANN et 5997).

Os nomes “endorizosférico” e “endofitico” foram @mtutilizados para descrever esse tipo
particular de associacdo bactéria-planta que ndsacsintomas na plantBROBEREINER, 1992;
REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998). O frequente isolartende bactérias fixadoras de
nitrogénio pertencentes a grupos que ndo sobreVivees em amostras de solos, raizes e colmos
esterilizados, mas sim no interior das plantasareaem DoObereiner e coautores a definir um novo
tipo de interacdo bactéria-planta envolvendo bistétiazotroficas endofiticas (DOBEREINER,
1992; DOBEREINER et 311993).

Atualmente, o termo endofitico € utilizado paranmiganismos associados a planta capazes
de colonizar intercelularmente seus tecidos ineg®mn ocasionar nenhum tipo de dano aparente
ou ameaca ecoldgica ao hospedeiro (ELMERICH, 20GI)\conacetobacter diazotrophigus
Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisalbicanse Burkholderia sp sédo as bactérias
endofiticas mais bem caracterizadas em cana-dedafdE CARVALHO et al., 2011). No entanto,
mais estudos sobre a selecdo de estirpes de bhacEmdofiticas diazotréficas competitivas
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necessitam ser realizados para se obter o maxirberdsficio desta associa¢do na cultura de cana-
de-acucar.

Muitos trabalhos ja foram realizados avaliando arémento de nitrogénio na cana-de-
aclicar por bactérias endofiticas. Sevilla et @012 inocularam a estirpe PAL® um mutante
(defectivo na transcricdo da enzima nitrogenasé}.ddéiazotrophicugm plantas micropropagadas
de cana-de-acucar. No tratamento sem a utilizagdedilizantes nitrogenados, as plantas
mostraram um aumento significativo na matéria goa acumulacédo de N total apds 60 dias de
crescimento em casa de vegetacdo. Quando essaasplaram incorporadas em condi¢bes de
campo, apos quatro meses, as plantas inoculadas estirpe selvagem tiveram um acréscimo de
40% de peso fresco no colmo e 42% de peso fressdoiftzas em comparagdo com as plantas
inoculadas com o mutante. Ja Oliveira el al. (2@@&liaram oito inoculantes contendo diferentes
misturas das bactéridterbaspirillum seropedicgadHerbaspirillum rubrisubalbicansAzospirillum
amazonenseGluconacetobacterdiazotrophicuse Burkholderia tropica. Apds a inoculacdo e
aclimatizacdo, as plantas foram transferidas pasas/contendo o solo enriquecido cGh. Apés
400 dias de crescimento em condicfes de campdamimp inoculadas com todas as espécies e as
inoculadas com ambas do génererlbaispirillum acarretaram em um acumulo de matéria seca de
35% e 26% respectivamente, em comparacao com @igPplado inoculadas (controle). Os autores
também observaram que as plantas inoculadas constarandas cinco estirpes apresentaram
menores taxas d&N que o controle, indicando que a FBN contribuimamerca de 29% do N total
nas plantas inoculadas. Posteriormente, o mesmmr awgliou o efeito de dois inoculantes
contendo bactérias endofiticas na producédo de iréedades de cana (SP70-1143 e SP81-3250)
em diferentes tipos de solo (OLIVEIRA et al., 2008} inoculantes escolhidos foram baseados na
boa resposta das pesquisas anteriores, sendoosaldgi uma mistura dé. diazotrophicusH.
seropedicagH. rubrisubalbicans A. amazonense Burkholderia tropicae uma mistura dé&.
diazotrophicusH. seropedicae H. rubrisubalbicans Os resultados demonstraram que a producéo
das plantas e a contribuicdo da FBN devido a imgéa foram influenciadas tanto pela escolha do
inoculante quanto pela variedade da planta e #psotb (OLIVEIRA et al., 2006).

2.1 Gluconacetobacter diazotrophicus

Em 1988, Cavalcante e DObereiner identificaram uroga bactéria denominada entdo
Saccharobacter nitrocaptan€ssa bactéria foi descrita como microaerébicamgnegativa e
fixadora de nitrogénio, tendo sido isolada de sa&zeolmos de plantas de cana-de-agucar no Brasil
(CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988). Além disso, foi obs/ada a capacidade de crescer em
solucdes &cidas e de formar &cido acético a mhrtetanol. Um ano mais tarde, Gillis et al, (1989)
reclassificaram comécetobacter diazotrophicufaseados em estudos fisiolégicos e moleculares.
Com base em analises de sequéncias do RNAr 168¢térib Acetobacter diazotrophicufoi
renomeada par&luconacetobacter diazotrophicl@ AMADA et al., 1998). Por meio dessas
analises, mais duas bactérias foram adicionadagémero as espécieG. johannaee G.
azotocaptan$FUENTEZ-RAMIREZ et al., 2001).

A espécieGluconacetobacter diazotrophicysertence a familidAcetobacteraceae filo
Proteobacteria. E uma bactéria Gram-negativa, ddmtjpmno de crescimento na faixa de 4,5-5,8 e
com células variando entre 0,5 a 0,9 um e ndo epiEesnovimento espiralado. Essa bactéria pode
ser isolada em meio semissélido LGI-P (REIS, 1294)pds o periodo de sete a dez dias, apresenta
uma pelicula alaranjada. Abaixo da pelicula, o nfiei incolor devido a acumulacdo do azul de
bromotimol (DOBEREINER et al., 1995).

G. diazotrophicusé considerada um diazotréfico aerotolerante, nal qu oxigénio é
fundamental para a geracao de grandes quantidad&$Rl requerida para a fixagcado de nitrogénio.
Dentre as propriedades fisiologicas, destacam-8#egancia a altas concentracfes de sacarose;
acidificacdo do meio e habilidade de excretar mgénio fixado, conforme demonstrado por Cojho
et al. (1993). A infeccao e colonizagdo da canagear pelas. diazotrophicudoi demonstrada
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por meio de microscopia eletrnica e 6tica (JAMES|.e 1994). Na superficie da raiz, a bactéria se
concentra nas regides de juncéo de raizes la{@rMES et al., 1994). Na raiz, pode ser vista no
interior de células epidérmicas e nos espacosceitdares do parénquima, bem como em vasos do
xilema, através dos quais a bactéria parece mpgnar a parte aérea da cana-de-acucar (DONG et
al., 1994).

Além da cana-de-acucar, muitos autores ja observarpresenca dessa bactéria em outras
culturas como batata-docgpgmoea batatgds capim-elefante Rennisetum purpureumabacaxi
(Ananas comos)ise café Coffea arabick (DOBEREINER et al 1988; PAULA et al., 1991;
JIMENEZ-SALGADO et al., 1997; TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000). Além disso,
G.diazotrophicuga foi isolada nos esporos de fungos micorriziatsisculares e de insetos que
infectam a cana-de-acgucar (SARAVANAN et 2D07).

A interacdo dés. diazotrophicugom plantas de cana-de-agucar tem sido bastanidaest
devido aos beneficios que essa interacdo pode fpara o aumento da produtividade da planta.
Além da capacidade de fixacdo de nitrogénio, dogestudos tém demonstrado que essa bactéria
endofitica também produz horménios vegetais, cocitbandol acético e giberilinas (BASTIAN et
al.,, 1998; LEE et al.,, 2004; RODRIGUES, 2008; BERPA et al., 2009) e sideroforos
(LOGESHWARAN et al., 2009); solubiliza zinco (SARAWAN et al., 2007) e produz
substancias antagénicas contra fitopatdgenos (PIN®Nal., 2002; BLANCO et al., 2005;
SARAVANAN et al., 2007).

3. Controle Bioldgico

Os primeiros estudos com controle bioldgico foraalizados por Sanford na década de 20.
Seus estudos abordavam fatores que afetavam eepatiogde de tBeptomyces scabigsausador
da sarna da batatinha (BELLOW e FISHER, 1999). $enem 1931, o termo “controle biologico”
foi utilizado, num artigo sobre mal do pé do tr{&ELLOW e FISHER, 1999). Desde sua primeira
utilizacdo, varios conceitos foram utilizados paefini-lo. Cook e Baker (1983) definiram o
conceito de controle biolégico como “a reducdo dema de indculo ou das atividades
determinantes da doenca provocada por um patégealizada por ou através de um ou mais
organismos que ndao o homem”. Com base nas varigscdes, o conceito de controle biolégico
tornou-se amplo, podendo incluir praticas cultupgasa a obtencdo de ambiente favoravel aos
antagonistas e a resisténcia da planta hospedeisanbos, bem como o melhoramento da planta
para resisténcia ao patdégeno em potencial ou auag@q do hospedeiro as atividades antagbnicas
de microrganismos.

No Brasil, o primeiro relato de controle biolégitm feito em 1924, no aparecimento da
broca do café nas lavouras paulistas, sendo uldizano combate a vespinha de Uganda
(INSTITUTO BIOLOGICO, 2009) O controle bioldgico m@cou a ser utilizado no Brasil no
combate ao fungo entomopatogénietarhizium anisopliaee ao Baculovirus, no controle das
cigarrinhas da cana-de-acucéahanarva fimbriolatae M. posticatd e da lagartaAnticarsia
gemmatalisna soja, respectivamente (ALVES, 1998; ATHAYDEQ2) Nesse ultimo, o inéculo
com Baculovirus anticarsidoi utilizado em mais de dez milhdes de hectgpesporcionando ao
pais uma economia estimada em cem milhdes de d@aredefensores agricolas, sem considerar
0s beneficios ambientais resultantes da ndo apbcalg mais de onze milhdes de litros de
agrotoxicos (QUIRINO, 2003). Para se compreendaaumento dos efeitos benéficos desses
microrganismos para a planta, permitindo a suazag¢i#io na agricultura, deve-se inicialmente
conhecer as espécies microbianas envolvidas draséggas utilizadas pelos microrganismos nessa
interacdo, para posteriormente se poder cultivgs)omicrorganismo (s) e reinocula-lo (s) nas
plantas de interesse. Dentre os agentes de contralebiano de insetos que estdo sendo utilizados
no pais, destacam-se os fungbketarhizium anisopliae, Beauveria bassiama Sporothrix
insectorum os agentes de natureza viBaculovirus anticarsigaBaculovirus erinny® Baculovirus
spodopterae os produtos a base das bactéBaillus thuringiensise Bacillus sphaericus
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(QUIRINO, 2003). Estudos pioneiros nos anos 80ficaram que a presenca de fungos endofiticos
poderia reduzir o ataque de insetos a planta hespedendo detectadas, a partir desse periodo,
inlmeras espécies com potencial para o controlédim de pragas. Posteriormente, verificou-se
gue essa reducdo da herbivoria ocorre em virtud@rdducdo de compostos que reduzem a
atratividade da planta, aumentam a susceptibilidddeinseto a doencas ou inibem o seu
desenvolvimento (PEIXOTO NETO et al., 2002). Essstsidos foram realizados principalmente
em gramineas dos génetoslium e Festucaem associacdo com o fun$feotyphodiumo qual
diminui a incidéncia de insetos como afidios, cptetos, hemipteros e lepidépteros (AZEVEDO et
al., 2000). Na cultura do cacau, o fungichodermatem sido utilizado em restos de ramos doentes
para o controle do fungdoniliophthora perniciosgagente causal da vassoura de bruxa, mostrando
ser esta uma importante estratégia para a redacétlidacdo de compostos quimicos (PEIXOTO
NETO et al., 2002). Contudo, embora o controledgmo traga respostas positivas a redugédo do
uso de defensores agricolas e a melhora de remslagiacultores, analisando o conjunto de
experiéncias mundialmente, verifica-se que os t@$o$ ainda estdo concentrados em apenas
alguns cultivos e, principalmente, no controle mgetos. Em outras palavras, ainda existe muito a
desenvolver nas areas de controle de doencas (QOIRI003).

Os primeiros trabalhos envolvendo a introducéo d&gmnistas visando ao controle
biologico de doencas nas plantas foram realizadlasoj século XX. Hartley (1921), citado por
Romeiro (2005), inoculou, em solos de viveiros dedas de esséncias florestais, fungos como
potenciais antagonistas para o controle de tomb@mEsse mesmo autor cita que Millard e Taylor
(1927) reduziram a severidade de sari@dreptomyces scabjespelo uso do antagonista
Streptomyces preco¥)a em 1940, os estudos de controle biologico esdreram-se no poder
antagonista de certos fungos e em estudos de solmessivos (BAKER e COOK, 1974,
ROMEIRO, 2005). Na década de 70, muitos estudcstizafam o poder de bactérias promotoras
de crescimento (PGPR) no controle biolégico. Atuwalte, a utilizagdo de substancias microbianas
antagonicas para o controle de fitopatdogenos am@sestudada, sendo uma das areas de estudo da
fitopatologia.

O controle bioldgico por organismos antagonistasepocorrer por diferentes formas, sendo
as principais: antibiose, competicdo, parasitismtgrferéncia nos mecanismos de viruléncia do
patégeno e inducdo de resisténcia na planta (STRANZB®O3). Em relacdo a antibiose, os
microrganismos antagonistas possuem a capacidade sidietizar muitos compostos
antimicrobianos. Entre eles, estdo antibidticosngfinas, acetilfloroglucinol, oomicina,
antranilatos), bacteriocinas, sideroforos e outoyepostos volateis.

3.1 Bacteriocinas

JA em 1953, o termo bacteriocina era definido camlostancia de natureza proteica,
produzida por um microrganismo que causa um efeiéo consequéncia letal em outro
microrganismo (JACOB, et al., 1953). A sinteseulgstancias antimicrobianas € um fendmeno que
ja foi bem descrito em diversas bactérias. Os catopaantimicrobianos incluem toxinas, enzimas
liticas, produtos de vias metabdlicas, antibiotiedsacteriocinas (RILEY, 1998). As bacteriocinas
sdo compostos produzidos por bactérias que inibemmatam outras bactérias, sendo estas, na
maioria das vezes, filogeneticamente relacionadasas produtoras (JAMES et al., 1996). Apesar
de haver grande diversidade de bacteriocinas, ariaa@elas apresenta caracteristicas em comum.
Elas geralmente apresentam alta massa moleculanaeagdo antimicrobiana que interfere na
parede celular do organismo alvo de diversas forpwdendo inibir a biossintese da parede celular
ou ocasionar a formacéo nela de poros, resultassionana morte celular (JACK et al., 1995).
Diferentemente de outros compostos antibacteripnoduzidos por bactérias, as bacteriocinas se
caracterizam por sua acao letal primaria, suaviagdio por tripsina e resisténcia a pH 2
(KLAENHAMMER, 1988).
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Os primeiros estudos com bacteriocinas acontecerani925, quando os pesquisadores
Gratia e Fredericqg descreveram um antagonismo estigpes deEscherichia coli(RILEY e
CHAVAN, 2007). A primeira observacdo de uma baot@na em bactérias gram-positivas foi
documentada em 1947 por Mattick e Hirsch. Essegupmeslores descobriram uma atividade
antagbnica de algumas bactérias laticas quandauladas com outras estirpes. A molécula
inibitéria foi caracterizada como uma proteina deimada nisina (MATTICK e HIRSCH, 1947;
RILEY e CHAVAN, 2007). Em 1976, foi editada a primee revisdo de literatura sobre
bacteriocinas de bactérias gram-positivas. Nesgsaie Tagg et al. (1976) j& previram o crescente
interesse e 0 potencial das bacteriocinas em diseyglicacbes como em conservacao de alimentos,
producdo de novos peptideos antimicrobianos e aenbioldégico. Duas décadas mais tarde, a
literatura cientifica no campo da bacteriocina cpmnea aumentar devido aos crescentes estudos
das bacteriocinas em bactérias laticas (JACK £1995).

3.1.1 Classificagao

3.1.1.1 Ocorréncia de bacteriocinas em bactériasamn-positivas

As bacteriocinas produzidas pelas bactérias gresiings sdo geralmente catibnicas,
anfifilicas e de tamanho variavel de 2 a 6 kDa (VARAALJ et al., 1999). As bactérias gram-
positivas mais conhecidas como produtoras de haciess sdo as bactérias produtoras de acido
latico (LAB) que atuam na conservacdo de carnesodups lacteos. Segundo Klaenhammer
(1993), as bacteriocinas produzidas por bactérram-gositivas estado distribuidas em quatro
diferentes classes. Em geral, na classe |, encorgeaos lantibiéticos, que sdo pequenos peptideos
(19 a 38 residuos de aminoacidos), termoestaveibade@ massa molecular (< 5 kDa) e que
apresentam, em sua composi¢do, aminoacidos deraaie R3-metil-lantionina (GUDER et al.,
2000). O principal representante dessa classe igireanhproduzida pelas bactéribactobacillus
lactis subsplactis. Os lantibiéticos sdo divididos em dois subgrupasB cuja diferenca é baseada
nas caracteristicas estruturais e no modo de ag&axoha (JUNG e SAHL, 1991). O subgrupo A
de lantibidticos matam as células alvo por meiodéapolarizacdo da membrana plasmatica
(BELKUM et al., 1989). Os lantibioticos do subgruposao menores, possuem uma estrutura
secundaria mais globular e matam as células aleosmeio de inibicdo enzimatica como, por
exemplo, a inibicdo da sintese da parede celuRO(E et al., 1995).

A classe Il caracteriza-se por apresentar bacteeecom tamanho de 30 a 60 aminoacidos,
termoestaveis, de massa molecular menor que 10ek@ae ndo contém a lantionina como
aminoacido. Essa classe é dividida em trés suledaBa (pediocina e enterocina), llb (lactocina G)
e llc (lactocina B). As bacteriocinas da classe déracterizam-se por apresentar peptideos
termolabeis extremamente sensiveis ao calor e@enalssa molecular (> 30 kDa). Ja na classe 1V,
encontram-se grandes complexos peptidicos conteadmoidrato ou lipidio em sua estrutura
(RILEY, 1998).

3.1.1.2 Ocorréncia de bacteriocinas em bactériasamn-negativas

Geralmente as bacteriocinas das bactérias grantiiveegaao maiores que as das gram-
positivas. Porém, seu tamanho varia de cerca dedDa0a 20 kDa. Dentre as bacteriocinas mais
conhecidas, estdo a colicina, a microcina e amaoddas bacteriocinas produzidas pelas bactérias
Gram-negativas, as colicinas da bacté&szherichia colisdo as mais estudadas (LAZDUNSKI,
1988). Elas possuem alta massa molecular (acin2@ #®a) e seus genes se localizam geralmente
em plasmideos. As colicinas tém por caracteristidar o crescimento de bactérias que sao
estreitamente relacionadas filogeneticamente c&nali e o géner@&almonella(BRAUN et al.,
1994). As colicinas tém sido amplamente estudads@oeutilizadas como modelo no estudo dos
mecanismos de sintese, acao e regulacédo das beiciasi (BRAUN et al., 1994). As microcinas se
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caracterizam por serem termoestaveis, resistentestas proteinases, hidrofébicas, resistentes em
pH baixo e por possuir baixa massa molecular (menes10 kDa). E sintetizada principalmente
por bactérias do génerBinterobacteriaceag(GILLOR et al., 2005). Outro grande grupo de
bacteriocinas produzidas por bactérias gram-neggtés o da piocina. O géneRseudomonas
representa seu maior produtor, sendo que até 98%stiapes da espédiseudomonas aeruginosa
sintetiza pelo menos uma piocina. Uma caracteaisfiee difere as piocinas das colicinas é a de os
genes que sintetizam as piocinas serem encontegdbssivamente em cromossomos, € hdo em
plasmideos (RILEY e GORDON, 1992).

3.1.2 Sintese e regulacao

3.1.2.1 Sintese de bacteriocinas em bactérias grausitivas

Os aspectos bioquimicos e genéticos envolvidosasaibtese de bacteriocinas das classes |
e Il tém sido extensivamente investigados, em rad®icsua conhecida atividade letal contra
patdgenos alimentares (ABEE et al., 1995). A séntds bacteriocina geralmente envolve quatro
genes distintos, que geralmente se localizam ens@mperon. O primeiro € o responsavel pela
sintese de um pré-peptidio ou pré-bacteriocineedgirsdo gene é responsavel pela sintese de uma
proteina que confere imunidade a bacteriocina jprpeoduzida. Essa proteina de imunidade
apresenta geralmente 51 a 150 aminoacidos quergaria ndo apresentam homologia significativa
entre si, enquanto as bacteriocinas apresentam @ de similaridade (ABEE et al., 1995;
AYMERICH et al.,, 1996). O terceiro codifica protegh do transporte ABC que exportam a
bacteriocina e, por fim, o quarto gene ainda tema &um¢ao pouco conhecida, mas se sabe que ele
codifica uma proteina acessoria que, embora ndenger ao transporte ABC, se faz necessaria para
a exportacao (NES et al., 1996).

As bacteriocinas sdo sintetizadas, primeiramenge,farma de pré-peptidios ou pré-
bacteriocinas biologicamente inativos. Esses ppéigies contém uma sequéncia guia N-terminal
de 18 a 27 aminoacidos, apresentando duas glidtss® precursor € transportado a superficie
celular durante a fase de crescimento exponencataisado na forma ativa. O transportador
contém uma porcdo proteolitica N-terminal, respeglspela clivagem do peptideo guia, além de
uma porcao C-terminal responsavel pela hidrélis&TB e fornecimento de energia (AUCHER et
al., 2005). A funcdo da sequéncia guia na pré-biactea € evitar que a bacteriocina seja
biologicamente ativa dentro da célula produtoreeis como sinal de reconhecimento para o
sistema de transporte que envolve as proteinasadspbrte ABC e a proteina acessorio (NES et
al., 1996). Segundo Moll et al. (1999), as duasirgis presentes na sequéncia de aminoacidos sao
as responsaveis pelo reconhecimento da pré-bagtericno sistema de transporte. Apds o
reconhecimento do pré-peptidio, essas duas glic@agemovidas, e a bacteriocina, excretada da
célula (ENNAHAR et al., 2000).

O sistema responsavel pela regulacdo da producdmateriocinas € composto por trés
componentes: um peptideo indutor (ferorménio owrfate ativacdo), uma histidina quinase
transmembrana (proteina receptora do fator decdibjae uma proteina reguladora de resposta
(NES; EIJSINK, 1999). O peptideo indutor é prodozitb ribossomo como pré-peptideo, que é
clivado e secretado no meio externo pelo transportfuando este atinge uma certa concentragao
no meio extracelular, a histidina quinase transnmiandy é ativada fosforilando, assim, a proteina
reguladora de resposta. A proteina reguladora, uem fosforilada, ativa a transcricdo da
bacteriocina, iniciando assim ueedbackpositivo (NES; EIJSINK, 1999) (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo esquematica da biossintese deikcinteda classe |l (adaptado de DRIDER et al. 6200

3.1.2.2 Sintese de bacteriocinas em bactérias graragativas

A maioria dos artigos que abordam a sintese defi@cinas em bactérias gram-negativas
faz referéncia a producéo das colicinas. Os genescqdificam as colicinas sdo encontrados em
plasmideos déc. coli. Esses plasmideos, denominados pCol, podem vauéo de tamanho,
sendo encontrados plasmideos de 6,6 kb até 94NMBDB; SMAJS, 1998). Nesses plasmideos,
sdo encontrados 0s genes estruturais [0 que @difiolicina propriamente ditad] ou ceg], o
que codifica uma proteina de imunidade e o queficaduma proteina de transporte para a
liberacdo da colicina no meio. O gene para a ¢a@i@ o de sua liberacdo geralmente constituem
um anico operon. Em condi¢cdes normais, a transcrdgd operon € reprimido pela ligacdo da
proteina repressora LexA.

A producédo da colicina é induzida pela presencagimtes que danificam o DNA ou por
fatores ambientais como o aumento da densidadegmmual ou falta de nutrientes. Quando as
bactérias produtoras sdo expostas a irradiacdo aJ¥olicina é produzida em grande escala
(JAMES et al., 1996). O fator responsavel por @sdacado € o “sistema SOS de reparo do DNA”,
gue causa a ativacao da proteinase RecA, quepporez, inativa a proteina LexA, desbloqueando
a sintese da colicina (SPANGLER et al., 1985). @oam sistema SOS ¢é induzido, a colicina se
acumula dentro da célula e sua exportacdo sO s iguando ela se encontra em uma grande
concentracdo no citoplasma bacteriano. Pela acgwateina de transporte, a membrana externa
comeca a ficar permeavel permitindo, assim, adif#r de proteinas de baixa massa molecular, o
gue inclui as colicinas. Em algumas bactérias, mesnio na permeabilidade da membrana externa
acarreta a lise parcial das células, ocasionandwrée das células produtoras. Dessa forma, a
producédo de colicina € conhecida como um fenédmeuicita” (ALONSO et al., 2000).

3.1.3 Mecanismos de acao

3.1.3.1 Mecanismo de acao de bacteriocinas em baizté gram-positivas

Estudos revelam que muitas das bacteriocinas piaaki pelas bactérias gram-positivas,
como os lantibidticos, atuam no plano da membrdasnptica (MONTVILLE; CHEN, 1998).
Essas bacteriocinas permeabilizam a membrana piaamgor meio da formacédo de poros,
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ocasionando assim desbalanco iénico e do fluxaue fosfato. Com isso, ha dissipacdo da forca
protdmica (PMF), que esta envolvida diretamente asintese de ATP, fosforilacdo das proteinas,
sintese e rotagdo dos flagelos e transporte deipast (ROSA; FRANCO, 2002). Com a dissipacao
da forca protonica, 98,9% de ATP é hidrolisado.r&ngporte ativo de aminoacidos cessa e 0s
aminoacidos de reserva séo liberados da célula pelms formados. Esse disturbio primério talvez
gere outras desordens como lise celular (GARCERAI.et1993). A formacdo dos poros pela
bacteriocina se da pelas interacbes eletrostatieasarga positiva e dos residuos polares da
bacteriocina com os fosfolipidios aniénicos presema membrana plasméatica das células alvo
(ABEE et al., 1995). Estudos mostram que, no cas® ldntibidticos, estes ndo necessitam de
receptores membranares (SAHL et al., 1987). Bréukinal. (1999) demonstraram que certos
lipidios presentes na membrana plasmatica da m&éceptivel podem servir como receptores
aumentando a condutividade e estabilidade de pooakizidos pelos lantibidticos.

Em relacdo a formacdo dos poros, as bacteriogiodem atuar de duas formas distintas.
Elas diferem quanto a forma de inser¢cdo da bactedma membrana da célula alvo. No modelo
Barrel-stave a bacteriocina se liga como monémero a membraoplasmatica, inserindo-se na
bicamada lipidica e se agregando lateralmente @&emacao do poro (ROSA; FRANCO, 2002).
Estudos utilizando sondas fluorescentes mostramagueolécula da nisina penetra na porcao
hidrofébica da membrana citoplasmatica (MARTIN ét 4996). No modeloWedge-like a
formacdo do poro se da pela atuacado local da baanigidica. Quando a bacteriocina se liga a
membrana plasmatica, esta apenas entra em comtatcacparte hidrofilica e ndo com a parte
hidrofébica (Figura 5).

Figura 5: Formacédo de poros membranares ocasionados peribairtas. A letra A representa o modBlarrel-stave
e a B, o modelWedge-likg ROSA; FRANCO, 2002).

Segundo Ruhr e Sahl (1985), os lantibiéticos séis efativos contra bactérias gram-positivas do
gue contra as gram-negativas, uma vez que a meabra@rna pode se constituir em uma barreira
fisica que dificulta a ligacdo das bacteriocinasneanbrana plasmética.

3.1.3.2 Mecanismo de acao de bacteriocinas em baizé gram-negativas

As colicinas possuem a capacidade de ocasionamt elular de bactérias sensiveis por
trés diferentes formas. A principal delas, comonséare nas bactérias gram-positivas, € a formacéo
de poros na membrana plasmatica, resultando naldégpcdo membranar (SMADA e SMAJS,
1998). Esse mecanismo é melhor entendido quandiossgva a Figura 6. Na figura, observa-se que
a colicina, neste caso a colicina A, possui trésidms distintos. Um dominio responséavel pela
ligacdo com receptores das células alvo (RB), ummidi@ responsavel pela translocacao da
proteina (T) e um dominio responsavel pela acamwlicina propriamente dita (C). Primeiramente,
a colicina se liga a um receptor especifico na mangexterna da célula alvo (BtuB). ApGs o
reconhecimento e ligacdo com esse receptor, air@lié entdo desdobrada, permitindo a
translocacdo do dominio T para dentro de uma m@tpbrina (OmpF). Dentro da membrana
externa, o dominio T reage com a proteina TonBroAgna TonB ligada ao dominio T néo pode
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mais interagir com a proteina de membrana PAL. Quagssa ligacdo ndo ocorre, h4 uma
desestabilizacdo local dos peptideoglicanos queifeerque o dominio C entre na membrana
interna da célula alvo e forme o poro. Com a fo@ados poros, o gradiente eletroquimico
transmembranar € interrompido e ocorre um efluxéodfato e potassio para fora da célula, o que
diminui os niveis de ATP citoplasmaticos (LAZDUNSKi al., 2000). Outra forma, porém bem

menos frequente, é a atuacao da colicina como asesl@podendo atuar diretamente contra o DNA
cromossomal da célula alvo agindo como uma endeasel A colicina também pode atuar

degradando a parede celular e inibindo a sintepept@&@eoglicanos e mureina (SMADA e SMAJS,

1998).

N Colicin A

CJ 0
Figura 6: Modo de acéo da colicina A. OM = membrana extdiviazx membrana interna, PG = peptideoglicanos, P =
espaco periplasmatico. 1: Colicina com seus trésimios, 2: Dominio RB se liga ao receptor (BtuBjeedesdobra. O
dominio C entra na porina OmpF. 3: O dominio Tragje com a proteina TolB que ndo pode mais intecagh a
proteina PAL. 4: O dominio C penetra na membratara formando o poro. (CURSINO et al., 2002).

3.1.4. Utilizac&o de bacteriocinas no controle biégico

O estudo mais conhecido de controle biolégico péleacdo de uma bacteriocina foi o do
pesquisador Allen Kerr, em 1980 (KERR, 1980). Kdateve isolados dehizobium radiobactetio
solo e observou que possuiam grande capacidadgoaigia contrdR. tumefaciensagente causal
de galhas em plantas. Esse antagonismo se da noelacfo de uma bacteriocina, denominada
agrocina 84, nos isolados & radiobacter Os genes responsaveis pela sintese da agrocina 84
localizam-se no plasmideo pAgK84 na espdrieradiobacter JA a sensibilidade a agrocina é
determinada pelo plasmideo Ti eR. tumefaciensEstudos de Cooksey e Moore (1982)
demonstraram que mutantesRleradiobacterpara os genes que codificam a sintese de agrdina
nao foram capazes de prevenir o aparecimento Hagglando coinoculadas com o patégeno.

Atualmente, varias bacteriocinas vém demonstramdoltados promissores no controle
biologico de fitopatdogenos. Ja em 1984, Chen ertthastudando a murcha bacteriana em tabaco,
observaram a auséncia de sintomas quando o pat&gsimnia solanacearurara coinoculado
com outra estirpe da mesma bactéria, s6 que avieueprodutora de bacteriocina. A atividade da
bacteriocina foi entdo confirmada, uma vez que iaocollagdo de estirpes avirulentas e né&o
produtoras de bacteriocina com o patégeno ndo poova@s sintomas da murcha. Estirpes
avirulentas e produtoras de bacteriocina Xfnthomonas campestrigv. campestristambém
reduziram os sintomas do crestamento bacterianioleas de arroz (SAKTHIVEL; MEW, 1991).
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Estudos de Kyeremeh et al. (2000) demonstraram dpie mutantes avirulentos e
produtores de bacteriocinas Hectobacterium carotovorusubspcarotovorum(A-f-39 e B-e-19)
inibiram estirpes patogénicas dessa mesma badissa. atividade antagénica foi acompanhada em
campo por um periodo de dois anos e comparada agente quimico de controle microbiano. A
protecdo obtida pelo mutante A-f-39 foi maior de @uocasionada pelo agroquimico.

Foi observada na bactérratia plymithicuma producdo de uma bacteriocina que inibe a
multiplicacdo (tantoin vitro quantoin vivo) da bactériaErwinia amylovora agente causal da
gueima bacteriana em culturas de macas e peras bBsteriocina (serracina P), além de provocar
antagonismo contra espécies relacionadas, tambsmndérou antagonismo contra 24 estirpes de
E. amylovoraoriundas de diferentes paises (JABRANE et al.2208s bacteriocinas produzidas
pelas espécies do géndtseudomonatambém sao largamente utilizadas no controle bicddde
fitopatdgenos. A bacteriocina produzida pela béctseudomonas syringge. ciccaroneiinibe o
crescimento d®seudomonas syringaebsp savastangiagente causal da galha em oliveiras, tanto
in vitro quanto em experimentos de campo. A presenca dteribmina também afetou a
sobrevivéncia epifitica do patégeno nas folhas@gadas plantas tratadas (LAVERMICOCCA et
al., 2002).

Obseva-se nos estudos de Kawaguchi et al. (20@Z@pacidade do géneRhizobiumem
produzir bacteriocina. Uma estirpe nao patogénedd.ditis(VARO03-1) foi testada como agente de
controle biolégico contra outra estirpe patogénagente causal da galha-da-coroa em videira. A
estirpe ndo patogénica inibiu a formacédo da gahtotem plantas de tomate como em videiras
(Figura 7).
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Figura 7: Controle bioldgico do agente etioldgico da galkacdroa da videira pela estirpe ndo patogénica QAR
de Rhizobium vitisA: As plantas de videira foram plantadas apdsoatilacdo da estirpe ndo patogénica seguida da
inoculacdo da patogénica. B: As plantas de videiram plantadas apés a inoculacdo da estirpe patagédeR. vitis
(controle positivo). (Kawaguchi et al., 2007.)

Alguns trabalhos ja& demonstraram antagonismo adrdctérias fitopatogénicas do género
XanthomonasPifion et al. (2002) observaram que a bact@lieconacetobacter diazotrophicus
secreta uma bacteriocina em meio de cultura gl iai crescimento da bactédXa albilineans
agente causal da escaldadura das folhas em ca@idar. Essa inibicdo se deu pela ruptura das
células bacterianas. Ja Bonini et al. (2007) tastar vitro 0 antagonismo contbd. axonopodipv.
citri, agente causal do cancro citrico. Vinte e cinotadons deX. axonopodipv. citri e 14 isolados
de outras espécies do mesmo género foram compasafios de se verificar a capacidade de
producdo de bacteriocina e sensibilidade. Isoldéo& axonopodipv. passifloraeforam sensiveis
as bacteriocinas produzidas por todos os isoladoX. caxonopodigv. citri avaliados. Dos 25
isolados deX. axonopodigv. citri, apenas cinco nao foram inibidos pelas bacteriogpnaduzidas
por dois isolados d¥. axonopodipv. passiflorae
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3.2 Utilizac&o de Bactérias Endofiticas no ControlBiologico de Fitopatdgenos

Bactérias endofiticas estdo presentes em todassécries vegetais, permanecendo em
estado de laténcia ou colonizando ativamente odoecde forma local ou sistémica. Por ocuparem
um nicho ecoldogico semelhante aqueles ocupados pptdigenos, as bactérias endofiticas
apresentam grande potencial para o controle bado@GHALLMANN et al., 1997). Esse controle
pode ser resultante de diversos mecanismos competiLao por espaco e nutrientes na planta
hospedeira; producédo de compostos antimicrobiaRAEBAN et al., 1997) e inducédo de
resisténcia sistémica (M'PIGA et al., 1997; DUI#tRI., 1998; BENHAMOU et al., 2000).

Estudos tém mostrado que pelo menos 15 génerdmatérias sdo capazes de controlar
doencas fungicas ou bacterianas; de&asillus e Pseudomonat&m mostrado um maior potencial
para o controle efetivo de doencas (PEIXOTO NET@l.e2002). A cultura do repolh@iassica
oleraceavar. capitatg tem recebido especial atencdo e resultados iaed foram obtidos no
controle deX. campestrigelas bactérias endofiticAdécaligenes piechaudie Kluyvera ascorbata
(ASSIS et al., 1998). Em batataglanum tuberosune trevo vermelhoT(rifolium pratensg foram
isoladas 25 espécies de bactérias endofiticas8 dgrieros, das quais 74% apresentaramitro
antibiose ao fungdhizoctonia solan{STURZ et al., 1998). Em arroz, foram isoladastdrsas
endofiticas que apresentaram alta atividade amrtimi@na contraR. solanj Pythium myriotylum
Guamannomyces graminedHeterobasidium annosu(MUKHOPADHYAY et al., 1996). Reiter et
al. (2002) observaram que a inoculacdo do pato§embobacterium atrosepticupromoveu um
aumento da diversidade de microrganismos enddfifiestencentes a uma grande diversidade de
grupos bacterianos, estando muito deles envolvidoslefesa da planta contra a acdo daquele
patdgeno.

Além de sua capacidade de fixar nitrogénio, mwaiat®res perceberam a capacidade dessas
bactérias em sintetizar compostos antimicrobiah@is.e Young (1998) avaliaram a atividade
antibacteriana e antifingica de diversas bactéeiase elaBurkholderiaspp. eHerbaspirillum
rubrisubalbicans A metodologia utilizada foi a antibiose por dupéamada invertida por Kékessy e
Piguet (1970). Os autores observaram que todaspexies déBurkholderiatestadas inibiram o
crescimento do fung&hodotorula mucilaginosgd mesmo efeito foi observado em oito estirpes
das 11 testadas dd. rubrisubalbicans Além disso, foi observado o efeito inibitério d
rubrisubalbicans contra Clavibacter michiganensisWeber et al. (2007) também observaram
antagonismo de espéciesHlerbaspirillume Burkholderiacontra o fungd-usarium oxysporurem
experimentos de casa de vegetacdo com banana-hadgéctérias do géneBurkholderiaisoladas
de cana-de-acucar foram capazes de inibir o crestamde Fusarium spp. e Sporisorium
scitamineumagentes causais da podriddo de fusarium e da daEngarvao, respectivamente
(VAN ANTWERPEN et al., 2002). O controle biolégide nematoides por bactérias diazotroficas
endofiticas também ja foi verificado por Guyon kt(a003). Os autores observaram que das 77
estirpes testadas dgurkholderia tropica 19 provocaram paralisia nas ninfasMeloidogyne Ja
para G. diazotrophicus alguns experimentos demonstraram que essa laa@éarreta efeito
inibitério contra o nematoideMeloidogyne incognita(BANSAL et al., 2005), ao fungo
Colletotrichum falcatum(MUTHUKUMARASAMY, 2000) e contra a bactériXanthomonas
albilineans (ARENCIBIA et al., 2006; PINON et al., 2002; BLANLC et al., 2005; MUNOS-
ROJAS et al., 2005). Diante do exposto, o contoaddgico por bactérias diazotroficas endofiticas
€ uma linha de pesquisa com um grande potencia, alem da contribuicdo nitrogenada, estas
bactérias podem contribuir para uma melhor fitoslsmle diminuindo, além da adubacéo
nitrogenada, a adicdo de pesticidas e fungicidas.
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CAPITULO |

ATIVIDADE ANTAGONICA DA ESTIRPE PAL5 ' DE Gluconacetobacter
diazotrophicus CONTRA AS ESTIRPES DO INOCULANTE DE CANA-DE-
ACUCAR E ABACTERIA FITOPATOGENICA Xanthomonas albilineans
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RESUMO

A produgcdo de um inoculante para cana-de-acUcatemono bactérias diazotroficas, além de
aumentar a produtividade dessa cultura, acarret@omee danos ao ambiente. Além do ganho
econdmico derivado da FBN, microrganismos endofti€m sido utilizados no controle bioldgico
de fitopatdgenos. O controle pode ocorrer por caigge de espaco e nutrientes e pela producéo de
bacteriocinas. O inoculante para cana-de-acUcadupida pela Embrapa com bactérias
diazotroficas Azospirilum  amazonense, Herbaspirillum  seropedicadderbaspirillum
rubrisubalbicans Gluconacetobacter diazotrophicus Burkholderia tropica requer estudos
adicionais além dos relacionados com 0s ganhoguigigdo de nitrogénio, tais como a interagéo e
competicdo entre as proprias estirpes do inocul@t@oducédo de compostos antagbnicos ja foi
observada em bactérias endofiticas camaliazotrophicuse B. tropica O estudo de substancias
antimicrobianas como as bacteriocinas é de extigrpartancia para o entendimento da interacéao
das estirpes que compdem o inoculante. Além dissanteressante entender o ja descrito
antagonismo da estirpe PAL&Zontra a bactéria&kanthomonas albilineansagente causal da
escaldadura de folhas de cana-de-agucar. Parsanadisas hipoteses, foi utilizada a metodologia
de antibiose por dupla camada. A estirpe de PAbbsubmetida a diferentes tempos de radiacéo
ultravioleta para se avaliar a necessidade de @&wlpara a sintese de substancias antagoénicas. Da
mesma forma, foi avaliada a adicdo dgOf como possivel indutor da sintese de compostos
antimicrobianos en®. diazotrophicusO antagonismo foi avaliado pela analise visual lslglos de
inibicdo juntamente com a medicdo de seus diameB@esresultados mostraram que ndo houve
efeito antagdnico contra nenhuma das estirpesdtestguando a estirpe PALBA0 foi exposta a
inducdio por UV e bD,. Por outro lado, a exposicdo da estirpe PARLBIV inibiu parcialmente o
crescimento dél. seropedicae H. rubrisubalbicans Os resultados mostraram que a exposicéo da
estirpe PAL5 pelo tempo de 20 minutos a UV foi @ gquomoveu maior antagonismo contra a
bactériaX. albilineans A substancia antagbnica produzida néo foi cal@gamanter sua atividade a
95°C. Na exposicéo da estirpe PAL® HO, (100 uM), promoveu um antagonismo da estirpe
contra X. albilineans e H. rubrisubalbicans Os resultados obtidos sugerem que existe um
antagonismo contra a bactéria fitopatogénica era@# duas espécies derbaspirillumtestadas.
Entretanto, a estirpe PALBeG. diazotrophicus6 é capaz de inibir o crescimento dessas espécies
guando exposta a agentes externos que acarref@tesesdessas substancias antimicrobianas.

Palavras-chavesantagonismo, inoculante, cana-de-agucar
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ABSTRACT

The sugarcane inoculant containing diazotrophiddsgc may increase the plant productivity and
additionally decreases the environment damageddiitian to economic gain derived from BNF,
endophytic microorganisms have been used in tHedaal control of phytopathogen because they
can control plant pathogens through competitiomcepnutrients and bacteriocin production. The
introduction of sugarcane inoculant produced by Eapa with diazotrophic bacteridzospirillum
amazonenseHerbaspirillum seropedicaeHerbaspirillum rubrisubalbicans Gluconacetobacter
diazotrophicusandBurkholderia tropica requires additional studies, besides the BNFh sscthe
interaction and competition among the inoculardisf. The production of antagonistic compounds
was already observed in endophytic bacteria such asazotrophicusandB. tropica The study of
antimicrobial substances like bacteriocins is ertly important for understanding the interaction
of these strains in the inoculant. Furthermores ihteresting to understand the possible antagonis
role played by PAL strain against th&anthomonas albilineansausal agent of leaf scald in
sugarcane. To prove this hypothesis, the doabtlayer methodwas utilized. The PALEstrain
was submitted to different ultraviolet radiatiorteirvals to evaluate the induction of antagonistic
substances. Similarly, it was evaluated the additcd H,O, as a possible inducer of the
antimicrobial compound synthesis. The antagonism evaluated by nick eyes and measurementof
the halo diameters. The results showed no antagoeféect against the inoculant strains when the
PALS5 strain was not exposed to UV. On the othedh#me induction of Pal5 strain to UV patrtially
inhibited growth ofH. seropedicaea H. rubrisubalbicans In addition, the results showed that
exposition of PAL5 to UV for 20 minutes promotece thighest antagonistic effect againt
albilineans. It was also observed that the antagonic substamockiced was not active when heated
at 95°C. The addition of 4, (100 uM) promoted an antagonic effect of PAL5 sti@gainst theX.
albilineans e H. rubrisubalbicans These results suggested that there is an ansigoeiffect
against the phytopathogenic bacteria and btehbaspirillum species tested. However, the strain
PALS is only able to inhibit growth of these specighen exposed to inducers such as UV and
H,O,that promote the synthesis of antimicrobial sulxstan

Keywords: antagonism, inoculant, sugarcane
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INTRODUCAO

A cana-de-acucar é uma cultura que contribui coroacde 60% a 70% de todo o agucar
produzido mundialmente (INGELBRECHT et al.,, 1999f@n uma das maiores producdes de
biomassa entre as espécies cultivadas (MA et@0Q)2 Alem disso, € uma cultura que necessita de
uma dose extremamente alta de nitrogénio advindsmhio Para alcangar uma produtividade média
de 100 Ton.hade colmos, a planta deve acumular em sua partea aérca de 180 a 250 kg’hde
N (XAVIER, 2002).

A fertilizagdo quimica vem sendo cada vez maiizatla, uma vez que o nitrogénio € um
elemento essencial para o desenvolvimento da aulsendo exigido em grandes quantidades para
possibilitar o crescimento normal dos vegetais.réfanto, a cultura ndo responde ou responde
muito pouco a adubacdo nitrogenada na cana-plsdR&@SSETTO et al., 2010). De fato,
considerando-se que as quantidades de N-fertiizapticadas nao ultrapassam a média de 80
kg.ha', o restante desse N pode ser proveniente de datr&s principais: do N do solo, o qual é
naturalmente um fator limitante nos solos brasiire do processo de Fixacdo Biolégica de
Nitrogénio (FBN) realizado por bactérias diazota$ (URQUIAGA et al. 1992; COELHO et al.,
2003). Segundo Boddey et €2001), o nitrogénio advindo da FBN pode contrilmaim até 60% de
todo o N acumulado pelas plantas de cana-de-agucar.

A Fixacao Biologica de Nitrogénio é um processdateélico conhecido desde o século
XIX, que ocorre exclusivamente nas bactérias diéfioas fornecendo nitrogénio atmosférico para
0 metabolismo formador de proteinas de inUmeroanisgios, incluindo gramineas como a cana-
de-acucar (BALDANI; BALDANI, 2005). Os primeiros teslos de inoculacdo de bactérias
diazotroficas em gramineas se iniciaram na décadadcom inoculacédo de bactérias do género
Azospirillum Os resultados, embora inconsistentes, indicargoencerca de 40% de N necessario
para as plantas advinha da FBN (BODDEY et al., 2001

Apesar das respostas a inoculacdo nem sempre pes#tiwas, produtos a base de bactérias
diazotroficas ja estdo sendo comercializados eranalgnercados, como Argentina, México e
alguns paises da Europa. Segundo Baldani et @9)2@s simulacdes feitas com base na area
plantada e no consumo de fertilizantes nitrogenaghtisados em culturas como arroz, cana-de-
acucar e milho no Brasil, demonstram que a subgitude apenas 25% da demanda de N pela
FBN e a ado¢do da técnica em pelo menos 50% dpkartada, poderiam gerar uma economia de
cerca de 200 milhdes de reais ao ano. Aléem dissohbém se faz necessario destacar os ganhos
ambientais, uma vez que a menor utilizacdo ddifamntes quimicos acarreta uma maior reducéo
de nitrato que se acumula e contamina principaleneos, lagos e o lencol freético.

Apds 25 anos de pesquisa, em 2008 foi lancadogrelaapa Agrobiologia um inoculante a
base de cinco bactérias diazotréficas das seguietgscies: Azospirillum amazonense
Gluconacetobacter diazotrophicuserbaspirillum seropedicaéderbaspirillum rubrisubalbicang
Burkholderia tropica Este inoculante vem sendo apresentado como ulngéeanovadora para a
cultura da cana-de-acucar e foi baseado nos estnid@mente desenvolvidos por Oliveira et al.,
(2002) e Oliveira et al., (2006). Os autores obmemw que esse inoculante contribuiu com 29,2%
do N via FBN.

Os beneficios trazidos pelo novo inoculante langaela Embrapa podem se estender muito
além da FBN na cultura de cana-de-acucar. As espéci amozonenseG. diazotrophicuse
bactérias do génerdlerbaspirillum por exemplo, sdo consideradas bactérias pronsotdea
crescimento vegetal (PGPR) capazes de produzirdroos vegetais como a auxina (BASTIAN et
al., 1998; RODRIGUES et al., 2008). Outra carasted que tem sido observada é o efeito
antagbnico que algumas bactérias componentes doulamte podem apresentar contra
microrganismos fitopatogénicos (MUTHUKUMARASAMY, 20; PINON et al., 2002; GUYON
et al., 2003; BANSAL et al., 2005; BLANCO et alQ@5; ARENCIBIA et al., 2006; WEBER et al.,
2007).
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Em 2000, foi publicado o primeiro trabalho demaastio queG. diazotrophicugpoderia
agir no controle bioldgico de fitopatdogenos de edeacucar. Muthukumarasamy (2000) observou
gue essa bactéria conseguiu inibir o crescimentGaetotrichum falcatumagente etiolégico da
podriddo vermelha, em condic@esvitro. Ha relatos de atividade antagbnica@ladiazotrophicus
contraXanthomonas albilinean®ifion et al. (2002) detectou a secrecdo de umaypel proteina
em cultura liquida que inibiu o crescimento dessadria fitopatogénica. Antagonismo semelhante
foi observado por Blanco et al. (2005), s6 que enidbs de cana-de-aglucar em que ambas as
bactérias foram inoculadas. A producdo de um iramtalque, além de otimizar o aproveitamento
da FBN, atue como controle biolégico de fitopat@pem®m cana-de-aclcar € uma alternativa
bastante promissora para a agricultura como um toda vez que reduz a quantidade de adubacéo
nitrogenada e pode atuar na fitossanidade da plsliaia estudos sdo necessarios para desvendar os
mecanismos e consolidar a eficacia da producdaloit&ncias antagdnicas &n diazotrophicus.
O sequenciamento completo do genoma dessa baag&oaiado a sua presenca no inoculante de
cana-de-agUcar abre novas oportunidades para ragal@pel desempenhado por essa bactéria
diazotrofica endofitica, principalmente no queefene ao possivel efeito antagénico do inoculante
contra as bactérias e aos fitopatdgenos da cangtoey.

OBJETIVOS

Avaliar os efeitos potenciais da utilizacdo da téaa diazotréfica endofitica
Gluconacetobacter diazotrophicaa producéo de substancias antagonicas por meio de

i) otimizacdo de um protocolia vitro para detectar a producéo de substancias antag@mtas
diazotrophicusontraXanthomonas albilineans;

i) avaliagdo do antagonismo e diazotrophicusontra outras espécies de bactérias que compdem
o inoculante para cana-de-acucar.
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MATERIAL E METODOS

1. Teste de antagonismo da estirpe PALI5de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a
estirpe ICMP 196 deXanthomonas albilineans

Para este ensaio, utilizou-se a estirpe PAd&Gluconacetobacter diazotrophicusiiunda
da colecao de culturas de bactérias diazotréfiadsmbrapa Agrobiologia, e a estirpe ICMP 196 de
Xanthomonas albilineansbtida da colecdo de bactérias fitopatogénicassiituto Bioldgico do
Estado de Sao Paulo.

Uma coldnia caracteristica de cada estirpe, oblgdeultivo em meio DYGS (RODRIGUES
NETO et al., 1986), foi inoculada em um tubo deaemgontendo 5 ml de meio liquido DYGS,
permanecendo sob agitacdo constante de 200 rpnfG B0estirpe deG. diazotrophicusfoi
incubada por 48 horas, enquanto a estirp¥.dabilineansfoi cultivada por 24 horas. Para o teste
de antagonismo, a bactéga diazotrophicugoi inoculada (100 pl) em trés pontos equidistaueie
placas contendo meio sélido DYGS e incubada pdra2ds a 30°C.

1.1 Avaliacao da indug&o de substancias antagonicas

1.1.1 Método de adicao de cloroférmio

As placas contendo as culturas @e diazotrophicuscrescidas em meio sélido foram
invertidas e foi adicionado 1 ml de cloroformiopeate interna da tampa da placa a fim de matar as
células formadoras das coldnias. Foi aguardadmpdele 1 hora para que o vapor do cloroférmio
fumigasse as culturas. O cloroférmio residual feaporado pela abertura das placas por 1 hora
dentro da capela de fluxo laminar.

1.1.2 Método de exposicéo a radiagdo ultravioleta

As colbnias deG. diazotrophicus(estirpe PAL5) foram expostas por 20 minutos aaigb
ultravioleta com as placas de petri abertas a fareliminar as células formadoras de col6nias
(GROSS e VIDAVER, 1978). Uma variacdo dessa metgial foi a exposicdo a radiacdo
ultravioleta dos tubos de ensaio, mantidos em @osiertical, sem tampas de vedacéo e contendo a
cultura liquida de PALEem 5 ml de meio DYGS, antes da incubacdo em m#idospara o
crescimento das células. Como controles foranzatiks culturas ndo expostas ao cloroférmio e a
radiacéo ultravioleta. Em todos os testes, foralzadas trés placas por tratamento.

1.2 Cultivo da estirpe alvo de antagonismo em solramada

Seguiu-se a metodologia de antibiose por difusda@pia camada descrita por Kékessy e
Piguet (1970) com algumas modificacdes. Adicioneusa sobrecamada contendo 4 ml de meio
DYGS fundente (45°C) com 1 ml de suspensao celddaX. albilineans A analise de dados
ocorreu apds 24 horas de incubacdo por meio degdetevisual de presenca ou auséncia da
formacao de halo de inibicdo. Uma vez observadaradcéo de halo, foi realizada a medi¢ao de
seu diametro.

1.3 Avaliacdo do tempo de exposicdo a radiacdo dtrioleta para a inducdo de substancias
antagonicas

Colénias da estirpe PALSde G. diazotrophicugoram inoculadas em um tubo de ensaio
contendo 5 ml de meio liquido DYGS, permanecendonagptacdo constante de 200 rpm a 30°C
por 48 horas, enquanto a estirpexdalbilineansfoi cultivada por 24 horas. Trés aliquotas de 100

37



ul de suspensao liquida @ diazotrophicudoram inoculadas em pontos equidistantes em uma
placa contendo o meio sélido DYGS. A seguir, egsestos foram submetidos a radiacao
ultravioleta por periodos de 5, 10, 20, 40 e 90utais para avaliar o melhor tempo de exposi¢céo a
radiacdo para a inducdo de substancias antagbnigass esse periodo, adicionou-se uma
sobrecamada contendo 4 ml de meio DYGS semiss(dgir a 30%) e 1 ml de suspensao celular
de X. albilineans.A analise de dados ocorreu de modo qualitativonpeio de deteccao visual de
presenca ou auséncia da formacdo de halo de ioibig&a vez observado a formacdo de halo,
houve a medi¢cao de seu diametro.

Outro experimento semelhante, utilizando o mesmaptede exposicdo a radiacdo, foi
realizado com a substancia antag6nica extraidaadtrnma. Um volume de 50 ml de suspenséo
liquida deG. diazotrophicugoi submetido a radiacao ultravioleta por periode$, 10, 20, 40 e 90
minutos para avaliar o melhor tempo de exposicdia panducdo de substancias antagonicas e se
estas eram excretadas pelas bactérias produtonads Asses periodos, as culturas foram
centrifugadas a 18.514 x g e os sobrenadantes filteados em filtro (miliporo) de 0,2 um. Trés
aliquotas de 100 ul desse extrato foraotuladas em pontos equidistantes em uma pladeram
o0 meio sélido DYGS. O restante do procedimento iseggl como descrito acima.

1.4 Sensibilidade da atividade antag6nica em tempaura elevada

Col6nias da estirpe PALSle G. diazotrophicugoram inoculadas em um tubo de ensaio contendo
5 ml de meio liquido DYGS e permaneceram em agtapistante de 200 rpm a 30°C por 48
horas, enquanto a estirpe He albilineansfoi cultivada por 24 horas. A suspenséao liquida foi
centrifugada, sendo o sobrenadante filtrado em rmemabde 0,22 um. O extrato foi adicionado a
microtubos, os quais foram submersos em agua aemeratura de 95°C por um periodo de 30,
60 e 90 minutos. ApOs esses periodos, trés aliguletd 00 pl desse sobrenadante fodéspostas
em pontos equidistantes em uma placa contendo © s@ido DYGS. Adicionou-se uma
sobrecamada contendo 4 ml de meio DYGS semiss@ido ml de suspensao celular He
albilineans A andlise de dados ocorreu de modo qualitativo rpeio de deteccdo visual de
presenca ou auséncia da formacdo de halo de ioibig&a vez observado a formacao de halo,
houve a medicéo de seu diametro.

1.5 Inducgéo da producéo de bacteriocina dé. diazotrophicus e seu efeito contra. albilineans
por H,0,

Uma coldnia caracteristica da estirpe PAH8 G. diazotrophicugoi inoculada em 5 ml de
meio liquido DYGS e incubada a 30°C sob agitaca@0ferpm por 48 horas. Apds o crescimento,
esse pré-indculo foi adicionado a erlenmeyers demPcontendo meio DYGS, a fim de se obter
uma cultura de 10 ml com uma D.O. de 0,6 no congmim de onda de 600 nm. Em cada
erlenmeyer contendo o inoculo, foram adicionadésrehtes concentracdes de(d (25 uM, 100
MM e 500 uM). A auséncia de®; foi utilizada como tratamento controle. Apds a adide HO,,

a cultura liquida ficou sob agitacédo durante 60utais a 30°C e 200 rpm. Apds esse periodo, trés
aliquotas de 100 pl da suspenséao celular foranuiadas em pontos equidistantes em uma placa
contendo o meio solido DYGS e incubadas por 24 shdraram utilizadas trés repeticées por
tratamento. Paralelamente, retirou-se uma coloaiacteristica da estirpe de ICMP 196 de
Xanthomonas albilineans qual foi inoculada em 5 ml de meio DYGS e iradd&por 24 horas a
30°C, sob agitacao de 200 rpm. Apos o tempo dédagdo, esse inoculo foi utilizado para formar a
sobrecamada sobre as aliquotascdeliazotrophicuga incubadas anteriormente como ja descrito
acima. Desse modo, 1 ml da cultura Xlealbilineansfoi adicionada a 4 ml de meio DYGS
semissolido e vertido sobre as placas ja inoculpdagamente con®. diazotrophicusAs placas
foram incubadas a 30°C por 24 horas. A analiseadeslocorreu de modo qualitativo por meio de
deteccédo visual de presenca ou auséncia da fornt;d@alo de inibicdo. Para todos os testes,
foram utilizadas trés placas por tratamento.
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2. Teste de antagonismo da estirpe PAL5de Gluconacetobacter diazotrophicus contra as
bactérias do inoculante de cana-de-agucar

2.1 Antagonismo da estirpe PAL5 de Gluconacetobacter diazotrophicus induzida por UV
contra as bactérias do inoculante de cana-de-acucéiRC54, HCC103, CBAMC, PPe8).

Uma col6nia caracteristica da estirpe PAH8G. diazotrophicugoi inoculada em 5 ml de
meio liquido DYGS e incubada a 30°C sob agitaca@0ferpm por 48 horas. Apds o crescimento,
a cultura foi ajustada para uma D.O. de 0,6 no congmto de onda de 600 nm, utilizando um
espectrofotometro. O tubo de ensaio contendo areuliquida foi mantido em posicéo vertical e
sem tampa de vedacao, e as culturas nele contigim feubmetidas a radiacéo ultravioleéta (254
nm) por 20 minutos. ApGs esse periodo, trés aléguodie 100 pl da suspenséo celular foram
inoculadas em pontos equidistantes em uma pladarabm o meio solido DYGS e incubadas por
24 horas. Como controles dos testes de antagonifareon utilizadas culturas ndo expostas a
radiacao ultravioleta. Para todos os testes, fardlimadas trés placas por tratamento.

Paralelamente, retirou-se uma colbnia caractegigiééccada estirpe que compde o inoculante
de cana-de-acucar (estirpe HRC54 Hierbaspirillum seropedicaeHCC103 deHerbaspirillum
rubrisubalbicans CBAMC deAzospirilum amazonengePPe8 d8urkholderia tropica das placas
contendo seus meios semisseletivos [NFb (DOBEREINER., 1995) modificado para HRC54 e
HCC103, LGI (DOBEREINER et al., 1995) para CBAMGMV (BALDANI et al., 2000)para
PPe8]. Essas colbnias foram inoculadas em 5 mlale BI\YGS e incubadas por 24 horas a 30°C
sob agitacao de 200 rpm. Apos o tempo de incub&sdas culturas foram utilizadas para formar a
sobrecamada sobre as aliquota§sdéiazotrophicuga incubadas anteriormente conforme descrito
acima. Desse modo, 1 ml de cada estirpe do indeulfan adicionado a 4 ml de meio DYGS
semissolido e vertido sobre as placas ja inoculpdagamente con®. diazotrophicusAs placas
foram incubadas a 30°C por 24 horas. A analisatgtigh dos dados foi feita por meio de deteccéo
visual de presenca ou auséncia da formacao dedbatobicdo. Uma vez observado a formacéo de
halo, foi realizada a medi¢éao de seu diametro.

2.2 Antagonismo deG. diazotrophicus induzida por H,O, contra as bactérias do inoculante de
cana-de-acucar

O mesmo experimento descrito acima foi utilizadoapavaliar a influéncia de J@, no
antagonismo dé&. diazotrophicussobre as bactérias do inoculante. Uma coldnia Ale5 P foi
inoculada em 5 ml de meio liquido DYGS e incuba@8%C sob agitacdo de 200 rpm por 48 horas.
ApoOs o crescimento, o pré-inéculo foi adicionado emenmeyers contendo meio DYGS a fim de
se obter uma cultura de 10 ml com uma D.O. de 6 ,6omprimento de onda de 600 nm. Em cada
erlenmeyer contendo o inoculo, foram adicionadésrehtes concentracdes de(d (25 uM, 100
MM e 500 uM). A auséncia de®; foi utilizada como tratamento controle. Apds a adide HO,,
a cultura liquida ficou sob agitacdo durante 60uttis a 30°C sob agitacdo de 200 rpm. ApOs esse
periodo, trés aliquotas de 100 pl da suspenséaacttam inoculadas em pontos equidistantes em
uma placa contendo o meio solido DYGS e incubadas 24 horas. Foram realizadas trés
repeticbes por tratamento. As estirpes HRC54 Higbaspirilum seropedicgeHCC103 de
Herbaspirillum rubrisubalbicans CBAMC deAzospirilum amazonense PPe8 déBurkholderia
tropica foram inoculadas em 5 ml de meio DYGS e incubada2p horas a 30°C sob agitacao de
200 rpm. Apds o tempo de incubacgédo, essas cultaram utilizadas para formar a sobrecamada
sobre as aliquotas d8. diazotrophicuga incubadas anteriormente como ja descrito no item
anterior.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Teste de antagonismo da estirpe PAI'5de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a
estirpe ICMP 196 deXanthomonas albilineans

1.1 Avaliacdo da indugéo de substancias antagdnicas

N&o foi observado antagonismo da bact&ialiazotrophicusutilizada como produtora de
substancias antagbnicas, contra a bac¥rabilineans quando o cloroférmio foi utilizado para a
morte celular (Figura 8A). Como era esperado, tamhé&o foi observada a presenca de halo no
tratamento controle (auséncia de exposicao aofélonm) (Figura 8B).

Figura 8: Antagonismo da estirpe PAL5de Gluconacetobacter diazotrophicusontra a estirpe ICMP 196 de
Xanthomonas albilineanaplicada em sobrecamada. A: células de PAirrtas pela adicdo de cloroférmio; B:
controle negativo (células néo tratadas com clonaift).

Segundo a literatura, resultados positivos de aniago foram observados quando
utilizada a metodologia de antibiose por dupla car@m a adicdo de cloroformio na avaliagdo de
estirpes des. diazotrophicusontra outras estirpes dessa mesma espécie (MURNQIAS et al.,
2005). Nao esta clara a razdo do efeito observadtracoutras estirpes da mesma espécie e nao
contra uma estirpe de outra espécie, porém é cemspre uma das caracteristicas das substancias
antagobnicas (dentre elas as bacteriocinas) € jestanseu potencial letal contra microrganismos
filogeneticamente relacionados. Também ndo foi mbsk atividade antagbnica contd&
albilineans quando as col6nias ja incubadas @adiazotrophicusforam tratadas com radiacéo
ultravioleta (Figura 9A). Existem diversos estudi@santagonismo entre bactérias que utilizam a
exposicao a radiacdo ultravioleta na metodologipregada (KYEREMEH et al., 2000; BEGLEY
et al., 2009). Nesses estudos, as estirpes cortengi@ antagonico a serem testados sao expostas a
radiacdo ultravioleta no proprio meio que recelzesegunda camada. A finalidade do UV nestes
estudos é assegurar a morte das bactérias e, oensemente, excluir a possibilidade de que o
antagonismo seja devido a alguma competicdo esittleas bactérias a serem testadas, assim como
induzir a producdo de substancias antagbnicasetanto, a presenca de halo so foi observada
guando &. diazotrophicudoi irradiada com UV durante seu crescimento pr&romeio liquido
(Figura 9B).
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Figura 9: Antagonismo da estirpe PAL5de Gluconacetobacter diazotrophicusontra a estirpe ICMP 196 de
Xanthomonas albilineans\: exposicdo das colénias de PAL% radiacéo ultravioleta ap6s o crescimento daébiact
na placa por 24 horas; B: Exposicéo da culturadayde PALS & radiac&o ultravioleta por 20 minutos, seguida d
inoculagdo em placas contendo o meio de cultivo BYEmM ambos os casos, uma sobrecamada de meidtisle cu
contendaoX. albilineansfoi inoculada apés a incubacao por 24 horas.

Os resultados apresentados sugerem que a radificd@aoleta induziu a producdo de
compostos antimicrobianos na estirpe PAHBG. diazotrophicusiurante a exposicéo das células
no inicio da fase estacionaria em meio de cultigngida. A média do tamanho dos halos nas trés
repeticdes foi de 3,91 cm. A razdo de a inducaacsdrer enG. diazotrophicugm cultura liquida
ainda é desconhecido. E possivel que a estrutucmldaia formada em meio sélido sirva como
uma espécie de barreira fisica para a entradadilzcé® UV, exportacdo de agentes antagonistas
induzidos ou mesmo que a quantidade de substdbeiada seja pequena e insuficiente para a
formacéao de halo.

Tal mecanismo de inducdo de antagonismo foi demadsipor Spangler et al. (1985), que
sugerem que a producdo de agentes antimicrobizonoso bacteriocinas, em bactérias gram-
negativas € induzida pela presenca de agentes aqpuficdm o DNA ou por fatores ambientais
como o aumento da densidade populacional ou fataurientes. Quando essas bactérias sédo
expostas a radiacdo ultravioleta, bacteriocinagpsdduzidas em larga escala (JAMES et al., 1996).
Segundo os autores, o fator responsavel por edsgéa é o “sistema SOS de reparo do DNA”.
Esse sistema é responsavel por ativar uma proted@®minada RecA, que, por sua vez, inativa a
proteina LexA, que é repressora do gene que cadifltacteriocina (SPANGLER et al., 1985). J4 é
consenso que a luz ultravioleta pode induzir a ygad de bacteriocinas em bactérias gram -
negativas (EXPERT; TOUSSAINT, 1985; MATSUI et d993; PARRET et al., 2003; DE LOS
SANTOS et al.,, 2005). Alguns estudos tém demonstrqule isso também pode ocorrer em
bactérias gram-positivas (DUPUY et al., 2005).

Dupuy et al. (2005) concluiram que a expressacete glasmidial BCN5, que codifica uma
bacteriocina na bactér@ostridium perfrigensera dependenia vivo ein vitro da proteina UViA.

Os autores observaram que um dos promotores dectegapgene so foi induzido depois que as
células foram submetidas a exposicado de luz utilete. Esse mecanismo mostrou-se conservado
uma vez que a mesma dindmica ocorreu em outragiespdeClostridium como: Clostridium
tetani e Clostridium botulinum Ja os trabalhos de De Los Santos et al. (200%plmararam as
observacbes de Spangler et al, (1985). Os autobsen@ram que algumas espécies de
Pseudomonasram capazes de inibir o crescimento de certapesdeP. putidae P. fluorescens
Com a construcdo de mutantes aleatérios, foi pelssilecionar fenétipos que ndo produziam
bacteriocina. Da analise de sequenciamento de DB# régides mutagenizadas, os autores
concluiram que essa caracteristica se devia awsiteento do genecA

Trabalhos de Matsui et al. (1993) sugerem outras e regulacdo da sintese de
bacteriocina, embora 0 mecanismo seja bastanteltsmme Como ja descrito, muitos autores
afirmam que a producdo de piocinas Bseudomonas aeruginosa induzida pelo sistema de
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reparo SOS, dependente da proteina repressora (2XNO e KAGEYAMA, 1993; DE LOS
SANTOS et al., 2005). Os autores demonstraram quantes deficientes na producao das piocinas
R2, F2 e S2 possuiam o ggmeN defectivo. Estudos por homologia ndo demonstragaaiquer
tipo de relacéo entre esse gene e 0s gemdsou lexA Isso sugere que o gepdN é um ativador

de vérios genes que codificam piocinas. Nesse maésahalho, foi identificado o gen@tR, que
seria um repressor do gepeN. Por esse modelo de regulacdo, sob condi¢cdes aéndécao
(como auséncia de inducéo a luz ultravioleta), @resssdo do gene de ativagétN é bloqueada
pelo repressor PrtR. Expostas as bactérias a ttevigleta ou a outro agente que possa causar
danos ao DNA, o repressor PrtR é clivado pela pratativada RecA. Com a clivagem do gene
prtR, o geneprtN é entdo expresso ativando a expressédo dos geeendificam a piocina erR.
aeruginosa

Entretanto, outros autores observaram atividatigénica sem que as bactérias produtoras
fossem submetidas a qualquer tipo de estimulorext@GUNBANWO et al., 200 ARRET et
al., 2005; ONBASLI e ASLIM, 2008; BARRETEAU et aRP09). Trabalhos de Ogunbanwo et al.
(2003) revelaram que a bacteriocina de bactériisagd como Lactobacillus plantarume
Lactobacillus brevis que produziu atividade inibitdria contra diverdaactérias, tanto gram-
positivas quanto gram-negativas, nédo foi induzidda ppresenca de luz ultravioleta quando
comparada ao controle (sem inducéo). Barreteal €009) também observaram a formacao de
halos dePseudomonas fluorescensntra a estirpe DET08 d& aeruginosasem qualquer tipo de
inducao externa. A expresséo Emcolidos genedipAl ellpa2, que codificam a bacteriocina LIpA
em P. fluorescenstambém ndo aumentou quando as bactérias foram tagpasradiacdo UV
(PARRET et al., 2005). Outra bactéria do solo qpeesenta atividade antagbnica sem a
necessidade de inducéo por UV é a espRaenibacillus peoriaeA estirpe NRRL BD-62 dessa
bactéria possui um grande potencial no control&gico segundo Von Der Weid et al. (2003),
pois, além de produzir substancias antagbnicas asemcessidade de inducdo contra diversas
bactérias Rhizobium tumefaciens, Micrococcus sp., Ralstobnlanacearun) ainda € capaz de
realizar fixacao bioldgica de nitrogénio.

Experimentos de Mufioz-Rojas et al. (2005) mostracara as estirpes PAL5PRX3,
PRX6, PBD17 e PBD4 déluconacetobacter diazotrophicpessuem a capacidade de inibir varias
outras estirpes da mesma espécie. Os autoresusitiza mesma metodologia para a avaliagdo do
antagonismo, mas sem exposi¢cado das células athaxialeta. A razédo pela qual a estirpe PALS5
necessita de inducéo para inilfir albilineanse que inibe o crescimento de outras estirpe&.de
diazotrophicusespontaneamente ainda é desconhecida. Uma hipétese PAL3 sintetize a
substancia antagbnica naturalmente, mas que os miggoroducdo se limitem a uma quantidade
baixa que controle apenas o crescimento de owdtapes. Ja para o antagonismaoXdalbilineans
seria necessario uma inducao externa que estireulasa maior producao de bacteriocina para esta
ser efetiva. Outra hipotese seria a producdo de dwiuma bacteriocina p@. diazotrophicus.
Haveria, como decorréncia, duas bacteriocinas: dependente de inducdo e que resultaria no
antagonismo X. albilineans a outra, produzida naturalmente e que inibiriawdsas estirpes ds.
diazotrophicus De fato, muitas espécies sdo capazes de prduaceriocinas distintas no mesmo
microrganismo (GAJIC et al., 1999). Em bactériacdd, por exemplo, como na estirpe BGMN 1-
5 delLactococcus lactisubsp Lactis sdo produzidas dois tipos distintos de bacteradnclusive
com massas diferentes (20 kDa e de 10 kDa). Dess®f a sintese de mais de uma bacteriocina
emG. diazotrophicusalém de n&o ser improvavel, pode ser certamerss\el.
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1.2 Avaliacdo do tempo de exposicdo a radiacdo wftrioleta para a inducdo de substancias

antagobnicas
O efeito do tempo de exposicao da radiagao ultetaica 254 nm sobre a inducéo do efeito
antagoénico foi avaliado nos tempos de 5, 10, 2& 20 minutos em culturas em suspensao liquida

e no extrato celular d8. diazotrophicusao apresentadas nas Figuras 10 e 11, respeatittame

Figura 10: Efeito do tempo de exposi¢édo a radiacdo ultratacdebre a inducéo da sintese de substancias aitag6
em suspensao bacterianaG@lediazotrophicugontraX. albilineans As Figuras das letras A a E mostram os resultados
da exposicao a radiagdo por 5, 10, 20, 40 e 90tosntespectivamente.
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Figura 11: Efeito do tempo de exposicao a radiacéo ultrataade extrato celular d8. diazotrophicusobre a inducao
da sintese de substancias antagbnicas contraéibctalbilineans As Figuras das letras A a E mostram os resultados
da exposicao a radiacao por 5, 10, 20, 40 e 90tosncespectivamente.
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Na primeira avaliagdo (Figura 10), em que suspenk§eidas des. diazotrophicugoram
expostas a radiacdo, foi observado que o tratanm@mtoinco minutos de exposicdo se mostrou
inferior quanto a inducdo do antagonismo aos de(régira 10A). Esse periodo foi insuficiente
para que o efeito antagbnico tenha sido completemi@duzido. O halo de inibicdo contra a
bactéria X. albilineans foi maior com 10 e 20 minutos (Figura 10B e C)crdscendo
gradativamente com tempos maiores de exposicaaréFidD e E).

No segundo experimento (Figura 11), adotou-se anodempo de exposicdo a radiacao,
porém foi utilizado o extrato celular. Verificou-gae ndo houve inducdo da atividade antag6nica
nos tempos de 5 e 90 minutos (Figura 11 A e E¢od@ o tempo de irradiacdo de 10 e 40 minutos,
observou-se a formacao de halo apenas na margequesim extrato celular foi inoculado (Figura
11 B e D). O tempo de 20 minutos de exposicdo iagad ultravioleta foi o que se mostrou mais
satisfatorio para a inducéo de substancias anteg®uoontra a bactéria albilineans.

Resultados semelhantes foram observados por Khalil (2009) quando a bactéBacillus
megateriumfoi exposta a diferentes periodos de luz ultr&t#l(15, 30, 60 e 90 minutos) em
ensaios de culturas liquidas com o extrato celedatra as bactériaSalmonellatyphimuriume
Staphylococcusaureus sendo o tempo de 30 minutos o que acarretou armaducdo de
crescimento. Na caracterizagcdo da bacteriocinaugidd pelas estirpes Ech25 e Ech33 de
Pectobacterium chrysanthemitchandi e Moyer (1979) testaram varios temposndecao da
bacteriocina a luz ultravioleta (0, 0,5, 1, 2, 345 minutos) no extrato celular. Os autores
concluiram que os tempos de 0,5 e 1 minuto forammais eficientes para a inducao da atividade
antagoOnica. Diferencas entre a bacteriocina e aduktgia empregada nos trabalhos cBm
chrysanthemie G. diazotrophicuspodem ser observadas. Em primeiro lugar, a sintkse
bacteriocina enP. chrysanthemocorre espontaneamente, sem a necessidade déoanduduz
ultravioleta apenas estimulou uma maior producadatderiocina eni. chrysanthemiuma vez
gue esta ja era produzida naturalmente. Outraetifer esta na metodologia empregada na radiacao.
No caso da bactériB. chrysanthemiseu extrato foi colocado em placas de petri e imcsd A
superficie de radiacdo foi muito maior que em tudesensaio em que @. diazotrophicudoi
exposta. Para ter a mesma quantidade de radiag@oneressitaria de muito mais tempo de
exposicao para ter o mesmo efeito que nos expetasele Echandi e Moyer (1979). Por ultimo, os
autores utilizaram as mesmas estirpes como o rgam@mo a ser inibido. E consenso na literatura
gue uma das caracteristicas das bacteriocinas posieu letal contra bactérias filogeneticamente
proximas (IVANOVICS, 1962; YONEZAWA et al, 2008; AMOUN et al., 2009;
MALDONADO-BARRAGAN, 2009). Entretanto, em muitosabralhos, o antagonismo se da entre
bactérias de grupos diferentes (JABRANE et al. 22@0HLER et al., 2009; IZQUIERDO et al.,
2009; REA et al., 2010). E possivel que certasedpacinas tenham mais facilidade de inibir
bactérias do mesmo grupo do que de grupos diferenigor isso, a necessidade de menor tempo de
inducao.

1.3 Sensibilidade da atividade antagbnica a tempetaa elevada

Mundz-Rojas et al. (2005), estudando a producasuthstancias antagonicas entre as 55
estirpes dés. diazotrophicustambém avaliaram a estabilidade térmica da beactea advinda do
extrato celular. Os autores concluiram que, apd®ra a 95 °C, a atividade antagbnica ainda
permanecia. No entanto, esta foi perdida quand® gmgodo foi estendido para 2 horas ou mais.
Para se avaliar a possibilidade de se tratar dmmesbstancia, foi realizado um experimento no
gual o extrato celular d&. diazotrophicussofreu um tratamento térmico também a 95°C por
diferentes periodos de tempo (30, 60 e 90 minufdsksa avaliacdo, a substancia antagonica
produzida pela bactéri@. diazotrophicushao foi resistente ao tratamento térmico de 9%%C3p
minutos. A bactérix. albilineansconseguiu se desenvolver pela placa como um té@iohavendo
a formacao de halo. A partir dessa constatacaee-pedugerir que as substancias encontradas em
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ambos os estudos ndo sdo as mesmas e que @lvkazotrophicugpossa produzir mais de uma
substancia antagbnica. Mais estudos sdo necesgdi@s se avaliar a termoestabilidade da
bacteriocina sintetizada contrX. albilineans Como ja discutido anteriormente, alguns
microrganismos produzem mais de uma bacteriocidaiGet al., 1999). Os trabalhos de Krier et
al. (1998) demonstraram que as duas bacteriocinttizadas pela estirpe FR52 deuconostoc
mesenteroidessubsp. Mesenteroides possuiam até caracteristicas quimicas diferentes.
temperatura pode influenciar significativamente praducdo de bacteriocina, sendo 20°C a
temperatura 6tima para a bacteriocina mesenteré@iae 25°C, para a mesenterocina 52B.

1.4 Inducéo da producéo de substancias antagonicds G. diazotrophicus contra X. albilineans
por H>0..

O H,0, foi capaz de induzir o antagonismo da estirpe PAt&ntraX. albilineansna
concentracéo de 100 uM (Figura 12). A média dosshatoduzidos pela PALI'Soi de 2,55 cm. As
concentracdes de 25 e 500 pM néo induziram a f@mde halos no meio de cultivo.

Figura 12: Avaliacdo da inducao da atividade antagbnica p@kleém diferentes concentracées (0, 25, 100 e 500 uM)
na sintese de substéncias antagbnicas céhtedbilineans As figuras das letras A a D mostram o0s resultatios
exposicdo a 0, 25, 100 e 500 pM dgOH respectivamente.

As concentracdes selecionadas foram baseadas balhtvade Kemp et al. (2004) e de
Meneses (2010), que avaliaram diferentes concésage HO, na sobrevivéncia déanthomonas
axonopodispv. manihotise G. diazotrophicusrespectivamente. Meneses (2010) observou que a
estirpe PAL3 ndo sobreviveu quando 0,Bb na concentracdo de 1000 uM foi adicionado &
suspensao liquida. Além disso, observou que adwbreia deG. diazotrophicudoi de 80% na
concentracdo de 500 uM. Em contraste, neste tr@@altdiazotrophicu:mdo conseguiu sobreviver
na concentracdo de 5Q/.

46



O peréxido de hidrogénio @@,) pode estar presente e provir de diversas foMegas
vezes, € um componente secundario derivado daore;&uperoxido dismutase que catalisa a
dismutacdo do superoxido {p em oxigénio e bD,. Muitas oxidases como a D-aminoacido
oxidase podem ser fontes deQd (FARR e KOGOMA, 1991). Eisenstark (1989) também ja
demonstrou que o peréxido de hidrogénio é um fotbyo da irradiagé@o ultravioleta. Além disso,
a partir do HO,, na presenca de ferro, € possivel produzir oespécies ativas de oxigénio, como
o radical hidroxila (OB, por meio da reacdo de Fenton. As células expasialO, causam
quebra na fita do DNA na presenca d&BMLAY e LINN, 1986). A fita de DNA quebrada induz
a resposta SOS de reparo do DNA (LITTLE e MOUNTB2)9

No trabalho de Ananthaswamy e Eisenstark (197 #yatamento com D, resultou na
inducdo da quebra dos deoxiribonucleicos em fitapkes de DNA. Essa quebra foi reparada
parcialmente nos mutantes defectivospdéAl, recA e recB, e reparada totalmente nas estirpes
selvagens. Ja Carlson e Carpenter (1980) demaarstrque mutantes de. coli defectivos na
sintese da proteina recA sdo muito sensiveis &y, lBendo esta a principal proteina responséavel
pela sobrevivéncia das células apds a exposicgmem@xido (IMLAY e LINN, 1987). Carlson e
Carpenter demonstraram que, &ncoli, o produto do geneecA é mais importante na protecdo
contra os efeitos deletérios do peréxido de hidmmgé&o que as proprias enzimas catalase e a
superoxido dismutase. Segundo Cascales et al. \20@E. coli, apds danos ao DNA por agentes
mutagénicos e carcinogénicos, a expressao da esuBém estimula a autoclivagem do repressor
LexA, permitindo a transcricdo do operon da colici® mesmo mecanismo foi encontrado em
outras bactérias. Em espécies #debisiella foram encontrados sequéncias codificantes
apresentando grande similaridade com as encontead&scoli (CHAVAN et al., 2005). O mesmo
foi observado em Enterobacteriaceas (CURSINO 2@02). Com base nessas informacdes, pode-
se sugerir que muito provavelmente a substanciagénica presente ef@. diazotrophicusseja
mesmo uma bacteriocina, uma vez que o sistema £08paro do DNA, ativado por diversas
substancias como peroxido de hidrogénio, tem actdgude de ativar a transcricdo dessa proteina.

2. Teste de antagonismo da estirpe PAL5de Gluconacetobacter diazotrophicus contra as
bactérias do inoculante de cana-de-agucar

2.1 Avaliacéo da inducéo de substancias antagﬁnisper radiacdo ultravioleta

Nao foi observado antagonismo da estirpe PAddntra nenhuma das estirpes do inoculante
(HRC54 deHerbaspirillum seropedicadHCC103 deHerbaspirillumrubrisubalbicans CBAMC de
Azospirillum amazonense PPe8 d@urkholderiaspp.) nos tratamentos em que a estirpe PAL5
nao foi submetida a radiacéo ultravioleta (Figu8a 1
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Figura 13: Antagonismo dé5. diazotrophicusontra as bactérias que comp8em o inoculante sthpes das figuras
sdo: A: HRC54 dél. seropedicaeB: HCC103 deH. rubrisubalbicansC: CBAMC deA. amazonense D: PPe8 d8.
tropica.

Entretanto, quando a cultura liquida da estirpe3 Aoi exposta a UV, foi observado halo
de inibicdo no crescimento em ambas as espéciddedsspirillum (Figura 14) A média do
diametro dos halos de inibicdo na estirpe HRC54Hdeseropedicaee na estirpe Hcc deél.
rubrisubalbicandoi de 1,79 e 1,83 cm, respectivamente.
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Figura 14: Antagonismo deG. diazotrophicusexpostas a radiacdo UV por 20 minutos contra atébas que
compdem o inoculante. As estirpes das figuras A86tRC54 deH. seropedicaeB: HCC103 deH. rubrisubalbicans
C: CBAMC deA. amazonense D: PPe8 dB. tropica

2.2 Inducdo da producdo de bacteriocina des. diazotrophicus contra as bactérias do
inoculante de cana-de-acucar por bD,.

Os resultados do experimento da avaliacdo €@, Hobre o antagonismo de PAL5
demonstraram a auséncia de antagonismo da estiRe54) CbamC e PPe8 em todas as
concentracOes utilizadas (figura ndo demonstrdetd)observado um antagonismo fraco contra a
estirpe HCC103 dél. rubrisubalbicans tanto no experimento cuja cultura liquida de PAKd
submetida a radiacdo UYhko = 1,83 cm) (Figura 14) quanto na adicdo d®hha concentracao de
100pM (xhaio = 1, 62 cm) (Figura 15). Como no experimento digdio do antagonismo de PAL5
contraX. albilineanspor H,0O,, a concentracdo de 500 UM ocasionou a morte cedalaestirpe
produtora.
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Figura 15: Avaliagdo da inducéo de,8, em diferentes concentragdes (0, 25, 100 e 500navjntese de substancias
antagbnicas contra a estirpe HCC103Hleubrisubalbicans As figuras das letras A a D mostram os resultatios
exposicdo a 0, 25, 100 e 500 pM dgOH respectivamente.

Na literatura, existem poucos trabalhos abordangooducdo de substancias antagbnicas
por G. diazotrophicuscontra outros microrganismos. Os organismos testacbntra seu
antagonismo foram: as bactériXs albilineans(PINON et al., 2002; BLANCO et al., 2005;
ARENCIBIA et al., 2006)G. johannaeG. azotocaptan<s. liquefaciensG. oxidansG. hansenii
Acetobacter aceti A. pasteurianus Azospirillum brasilense Frateuria aurantia Klebsiella
pneumoniag Rhizobium sp Rhizobium etlie Sinorhizobium melilotiMUNOZ-ROJAS et al.,
2005); o fungo Colletotrichum falcatum(MUTHUKUMARASAMY, 2000) e o nematoide
Meloidogyne incognitdBANSAL et al., 2006). Das bactérias citadas aciapenas<. albilineans
(PINON et al., 2002; BLANCO et al., 2005; ARENCIBIAt al., 2006),G. azotocaptans, G.
johannaee G. liquefacien§MUNOZ-ROJAS et al., 2005) tiveram inibicdo em seescimento. Na
inibicdo das diferentes espécies @eiconacetobacteavaliada por Mufioz-Rojas et al. (2005), a
bacteriocina produzida ndao necessitou ser indymdanenhum agente externo, como radiacdo UV
ou adicdo de peroxido de hidrogénio. Porém, cone dsstamento, ndo foi observado o
antagonismo entre bactérias filogeneticamente rdesta Como ja discutido anteriormente, uma
hip6tese sugerida é que a bacteriocina avaliadavjpdioz-Rojas et al. (2005) seja diferente da
detectada neste trabalho.

O estudo do efeito inibitério d&. diazotrophicusontra as demais bactérias diazotréficas
gue também compdem o inoculante, é pioneiro etméds estudos de avaliacao da interacdo entre
as bactérias que compdem o inoculante sdo fundarsgrara melhorar o potencial biotecnoldgico
dessas bactérias no aumento da produtividade dedesacUcar e demais gramineas. A partir
desses resultados, pode-se concluir que a estihé 'Pde G. diazotrophicusndo é capaz de
produzir substancias antag6nicas contra as bactgua compdem o inoculante em condi¢cdes de
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nao indugcdo (quando nao exposta agDHou radiacdo UV). No ambiente, sabe-se que os
organismos sao expostos a raios UV oriundos dashlar; entretanto, é possivel quz
diazotrophicusesteja protegida da radiacado por ser um microrgenisndofitico. Sendo assim, a
prépria planta poderia atuar como uma barreiraggeatdo esse microrganismo dos raios UV, nao
acarretando assim antibiose contra as estirpasodalante.

Entretanto, sabe-se que a inoculacadsdeliazotrophicugpode ativar processos de defesa
do hospedeiro (DE CARVALHO et al., 2011). Lambdisle (2001) estudaraim silico a expressao
diferencial de genes de defesa de cana-de-acUcardguesta foi inoculada com bactérias
diazotroficas endofiticas. Esses autores observarsumperexpressao do gene que codifica a enzima
Oxido nitrico sintetase (NOS1) nas plantas ino@gatbmG. diazotrophicusSegundo Clark et al.
(2000), o 6xido nitrico esta envolvido na regulagacacumulo de peréxido de hidrogénio durante
0 processo de defesa ao patdégeno, inibindo asladies da catalase e peroxidase. Curiosamente,
esse gene foi reprimido em plantas inoculadas ldomubrisubalbicangLAMBAIS et al., 2001).
Segundo o autor, quando a cana-de-agucar é inecal@dH. rubrisubalbicansndo ha inducao
sistémica dos genes de mecanismo de defesa engquanessa resisténcia sistémica € observada
em plantas inoculadas cad diazotrophicusSendo assim, mais estudos sdo necessarios vidgando
avaliacdo da interacdo das bactérias do inoculdené&o da propria planta de cana-de-aglcar no
intuito de se avaliar a presenca de peroxido deg@hio liberada pela planta e se sua quantidade é
capaz de induzir a sintese de compostos antimamobi

CONCLUSOES
i) O método de antibiose por dupla camada com radid§adas suspensdes liquidas @e
diazotrophicusse mostrou eficiente para a avaliagdo de seu @mtgo contraX.
albilineanse as bactérias do inoculante.
i) A radiacdo ultravioleta estimula a producédo de uinsas antagonicas pela estirpe PALS
da bactéria endofitic&. diazotrophicustanto para a suspensao bacteriana quanto para o
sobrenadante em meio liquido, contra a back¥riabilineans.

i) Foi observado antagonismo contra a estirpe HCCEOQ. dubrisubalbicanspela estirpe
PAL5' deG. diazotrophicusquando estas foram submetidas & radiacéo UV.

iv) O perdxido de hidrogénio @@,) na concentracdo de 100 puM induziu o antagoniseno d
PALS5' contraX. albilineanse contraH. rubrisubalbicans.

v) A estirpe PALS, na auséncia de inducdo, ndo apresentou antibmsea nenhuma das
bactérias testadas.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACAO DE MUTANTES DEFECTIVOS EM GENES QUE
CODIFICAM A BACTERIOCINA DO TIPO LINOCINA M18 E UM
TRANSPORTADOR DE BACTERIOCINA EM  Gluconacetobacter
diazotrophicus ESTIRPE PAL5’

52



RESUMO

A producédo de substancias antagbnicas por bactBaastroficas endofiticas tem se mostrado uma
nova ferramenta no controle biolégico de doencas afacam culturas como a cana-de-agucar.
Diversas substancias antagdnicas de origem prot#éceminadas bacteriocinas, jA mostraram seu
potencial biotecnoldgico contra diversas bactéfiimpatogénicas. O objetivo deste trabalho foi
identificar genes relacionados a bacteriocina nmge deG. diazotrophicu® avaliar seu possivel
envolvimento antag6nico contia albilineans agente etioldgico responsavel pela escaldadwga da
folhas em cana-de-acucar. As ORFs (GDI_0415 e GDIOB presentes no genoma &
diazotrophicuse anotadas como uma bacteriocina e seu transporfacam selecionadas e
analisadas por ferramentas de bioinformatica. Bostuida uma arvore filogenética para cada
ORF com o objetivo de se avaliar a similaridadeséggenes em relagcdo a outros microrganismos.
Além disso, as duas ORFs foram amplificadas cowiaidores especificos, clonadas e inativadas
utilizando o transposon EZ:: Tn5<KAN-2>. Os mutantdsfectivos na bacteriocina e no
transportador foram entdo validados molecularmpatePCR de colénia e PCR invertido. Foram
avaliados possiveis efeitos pleiotropicos sobrsialdgia da bactéria tais como tempo de geragéo
em meio liquido, morfologia de colonia em meioseesiiros, producdo de auxina e avaliagcdo da
atividade da enzima nitrogenase. A analise da arfitobgenética construida para a bacteriocina
mostrou a formacdo de dois grandes ramos, um cdmpoesr bactérias da familia das
Burkholderiaceaee outro por bactérias do grupo dasproteobactériasJa as bactérias da arvore
flogenética do transportador agruparam-se no dis Proteobactérias Ndo foram observadas
diferencas morfologicas nas coldnias dos mutantesdp crescidos tanto no meio solido LGI-P
guanto em Batata-P. Foram observados efeitos gpiobs para a producdo de auxina e atividade
da nitrogenase uma vez que os mutantes produziganfiGativamente menores teores de AlA e
etileno, respectivamente. A estirpe selvagem e tambet MUTGDI_3499 inibiram o crescimento
de X. albilineansapés a exposicéo da cultura liquida de PAL® luz ultravioleta. Em contraste,
nao foi observado presenca de halo na bactériadquaescido na presenca do mutante para a ORF
GDI_0415. O HO; na concentracdo de 100 pM induziu a producdo deeta@cina na estirpe
selvagem. Entretanto esse efeito ndo foi obseryaila os mutantes contd&a albilineans Os
resultados obtidos sugerem que a ORF GDI_0415estdvida na producdo de uma bacteriocina,
possivelmente responsavel pela inibicdo do crestonde X. albilineans e se constituindo num
potencial biotecnoldgico de aplicacdo no contradddgico em cana e outras plantas.

Palavras-chavesGendmica funcional, antagonismo, bacteriocina
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ABSTRACT

The antagonistic substances produced by endoptigiotrophic bacteria have been shown as a
new tool in the biological control of disease thtick crops such as sugar cane. Several antagonic
substances are of protein origin and are knownaasekbocins and has already been shown its
biotechnological potential against many phytopaémig bacteria. The objective of this work was
to identify genes related to bacteriocin synthesibieG. diazotrophicugenome and evaluate their
possible antagonist role again&t albilineans an etiologic agent responsible for the leaf sadld
sugarcane. The ORFs (GDI_0415 and GDI_3499) prdsetite genome ofGluconacetobacter
diazotrophicus anoted as a bacteriocin and its transporter, videatified and analyzed by
informatic tools. A phylogenetic tree was constedcfor each ORF in order to evaluate their
similarity in relation to other organisms. In aduit, the ORFs were amplified with specific
primers, cloned and insertionally inactivated using EZ:: Tn5<KAN-23 transposon. The mutants
defective in bacteriocin synthesis and transporewlen validated by colony and reverse PCR. It
was also evaluated possible pleiotropic effecttherphysiology of the mutants such as growth rate
in liquid medium, biofilm formation on LGI-P semelsd media, colony morphology in specific
media, nitrogenase activity and indol productiohe production of the antagonistic substance was
compared with the wild-type using the double laykffusion after exposing the strains to
ultraviolet light and HO, in different concentrations. Analysis of the plgdoetic tree for the
bacteriocin showed the formation of two major bteex; one within th&urkholderiaceadamily

and the other within the-proteobacteria group. On the other hand, the mgeyletic tree of the
transporter grouped the bacteria within feteobacteriaclass. No morphological differences
were observed in mutant colonies grown in LGI-P &uwdato-P solid medium. It was observed
pleiotropic effect in relation to indol producticand nitrogenase activity since both mutants
produced significantly lower levels of IAA and elbye, respectively. The wild-strain and the
mutant MUTGDI_3499 produced inhibition halo on daeht plates against the target organksm
albilineans after exposing PALGcells to UV light. In contrast, the GDI_0415 mutatitl not
produce any inhibition halo. The,@, (100 uM) induced the bacteriocin production indastrain.
However, no antagonism was observed in the mutagnstX. albilineansin presence of
peroxide. These results suggest that the ORF G @&linvolved in the bacteriocin production,
which is possibly responsible for growth inhibitioh X. albilineansand therefore constituting in a
enormous biotechnological tool for biological amhiof sugarcane and possible other plants.

Keywords: Functional genomic, antagonism, bacteriocin
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INTRODUCAO

O elemento nitrogénio é essencial na sintese droagidos, proteinas, acidos nucléicos
dentre outras estruturas celulares. Embora sejanseato mais abundante na atmosfera terrestre
(78,1% em volume), os vegetais ndo sao capazesetlbaotiza-lo na forma gasosa retirando-o
diretamente do ar. A transformacdo do N atmosféeicp formas assimilaveis para os vegetais
(Fixacéo Biologica de Nitrogénio) é realizada pactrias denominadas diazotréficas (PEDRAZA,
2008).

O primeiro relato sobre a ocorréncia da bactéridoftica fixadora de nitrogénid.
diazotrophicusocorreu em 1988 por Cavalcante e Dobereiner.daal@ interior das raizes e colmo
foi descrita como sendo uma bactéria gram-negatinerpaerofila e resistente a baixos valores de
pH (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988). Alguns estud@sdemonstraram que a inoculacao
de G. diazotrophicueem cana-de-agUcar acarretou plantas mais altasnen@ior produtividade
(MUTHUKUMARASAMY et al., 1999; SEVILLA et al., 20011 Além dos beneficios da FBN, essa
bactéria tem a capacidade de promover o crescinveggtal pela sintese de compostos inddlicos,
além de solubilizar nutrientes minerais e promowerantagonismo contra fitopatdgenos
(SARAVANAN et al., 2007).

Dentre os fatores que afetam negativamente a pvathde da cana-de-agucar, é possivel
destacar a ocorréncia de doencas e de pragas.deasad, uma de causa bacteriana de grande
relevancia é a escaldadura das folhas, cujo agetibddgico € Xanthomonas albilineans
(TOKESHI, 1997; COMSTOCK e LENTINI, 2002). Esta éa doenca de dificil diagnose e
controle, uma vez que nao existem variedades eagtst e nem medidas fitossanitarias eficazes
para o seu controle (ROSS, 2004). Diversos estifshsiemonstrado o possivel controle biolégico
de pragas e doencas por bactérias endofiticas, vemajue estas habitam o interior da planta
podendo, hipoteticamente, competir pelos mesmass sie colonizagdo com patdgenos, produzir
substancias antagbnicas e acionar mecanismosidi€mnesga da planta hospedeira (SARAVANAN
et al., 2007).

Muthukumarasamy et al. (2000) observaram o antagunideG. diazotrophicuscontra o
fungo Colletotrichum falcatumresponsavel pela podriddo vermelha na cultureada-de-acucar.
Em outro estudo, tant®. diazotrophicugquantoG. azotocaptangpresentaram efeito inibitério
contra diversas espécies Beasarium em experimentosn vitro (MEHNAZ e LAZAROVITS,
2006). Também ja foi relatado antagonis@odiazotrophicucontra certos nematoides. Bansal et
al. (2006) detectaram uma reducdo da eclosdo de evmaralisacdo de ninfas Weloidogyne
incognita quando estes foram expostos ao extrato celulabadééria. JA4 Pifion et al. (2002)
observaram antagonismo contra a bactérialbilineans agente etioldgico de escaldadura da folha
em cana-de-acglcar. Nesse trabalho, os autoresesugpreG. diazotrophicu® capaz de secretar
certas proteinas denominadas de bacteriocinasngpedem o crescimento do fitopatégeno por
meio do rompimento da parede celular. Substanemm&lhantes foram avaliadas por Mufioz-Rojas
et al. (2005) cujo estudo identificou antagonismwesdiferentes estirpes & diazotrophicus

Gracas aos esforcos de diversas instituicoes slgu@a associadas ao Projeto Genoma do
Rio de Janeiro (RioGene), financiado pela Fap&Ne@q, aG. diazotrophicugoi a terceira bactéria
diazotrofica endofitica cujo genoma foi completataesequenciado, ap@soarcus sp(KRAUSE
et al., 2008) «lebsiella pneumonia@~OUTS et al., 20080 genoma completo € composto de um
cromossomo circular de 3.944.163 pares de basg¢sogiitendo 3.864 sequéncias codantes; e de
dois plasmideos contendo 38.818 e 16.610 pb, risspeente (BERTALAN et al., 2009). Por
meio de anotacdo gendbmica, algumas ORFs (fase itteal@berta), relacionados a sintese e
transporte de bacteriocinas ja foram identificadasntre elas, destaca-se a ORF GDI 0415,
anotada como uma bacteriocina denominada Linocib@ &a ORF GDI_3499 apresentada como
um transportador ABC que exporta bacteriocina parameio externo. A possibilidade ds.
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diazotrophicuspoder também conferir resisténcia a patdégenosstaiia interessante. O estudo
desses genes e a caracterizacdo molecular petacdid da engenharia genética poderdo ajudar o
entendimento da sintese e expressao de bactedogisando ao uso dessa bactéria ndo s6 na
fixacdo biologica de nitrogénio mas também no adatbiologico de certos fitopatdgenos.

OBJETIVOS

Avaliar o papel dos genes anotados e relacionadgsroducdo de bacteriocina de
Gluconacetobacter diazotrophicus processo de antagonismo corXianthomonas albilineans
por meio da:

i) identificacdo de possiveis genes relacionadsiatase e ao transporte de bacteriocinas;
i) geracdo de mutantes sitio-dirigidos@ediazotrophicus

iii) avaliacdo do antagonismo da estirpe selvagedo® mutantes gerados G diazotrophicus
contra a bactérix. albilineans
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MATERIAL E METODOS

1. Obtencao das sequéncias de aminoacidos relacidna a bacteriocina e sua regulacao

A primeira etapa dos estudos de comparacao e agaos genes envolvidos na sintese e
transporte da bacteriocina foi a analise detalldadanformacdes ja disponiveis para a localizacdo e
caracterizacao de sequéncias relacionadas asna®eh estudo.

As sequéncias anotadas, relacionadas a sinteseanspdrte da bacteriocina, foram
submetidas a busca, por similaridade, no GenBamkv.ncbi.nlm.nih.gov), por meio do programa
BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1990), visando-se, assinetatminar a similaridade destas com
sequéncias ja depositadas no referido banco desdd&doalinhamento multiplo de todas as
sequéncias foi realizado com o auxilio do progr&@hbSTALX, versdo 1.82 (THOMPSON et al.,
2002).

2. Predicdo da estrutura secundaria, regides transembranares e analise filogenética da
bacteriocina e do seu respectivo transportador.

A predicdo da estrutura secundaria foi realizaden a® programa PSIPRED v.2.3
(MCGUFFIN, 2000). Ja para a predicdo das possinegides transmembranares, utilizou-se o
programa TOPPRED 2 (VON HEIINE, 1992). Para a smdilogenética, as sequéncias anotadas
das duas ORFs de interesse foram submetidas a ,bpscasimilaridade, no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do programa BLASALTSCHUL et al., 1990) com o objetivo
de encontrar sequéncias similares em outros orgasisUma vez encontradas, as sequéncias
alinhadas foram submetidas ao programa MEGA (Mddedtvolutionary Genetic Analysis) versao
4.0 (KUMAR et al., 2001) para a realizacdo das iseslfilogenéticas envolvendo métodos de
distancia, utilizando distribuicdgs(gamma), com parametro calculado pelo programaeMedt.

As analises dbootstrappara testar a confianca nas topologias obtidasfaealizadas em todos os
métodos utilizados. Para os métodos de distancanfoealizadas 1.000 repeticdes do conjunto de
dados.

3. Construcdo dos mutantes sitio-dirigidos para baeriocina e seu transportador

3.1 Desenho de iniciadores especificos

Das sequéncias anotadas no banco de dados do MfZ&k selecionadas duas ORFS
(GDI_0415 e GDI_3499) para a sintese de oligonticleos iniciadores especificos para a
realizacdo de estudos de mutacdes sitio-dirigidasprimeira ORF codifica uma provavel
bacteriocina da familia das linocinas M18 e a sdgutraduz uma proteina responsavel pelo
transporte membranar de bacteriocinas. Pela anéhdizada pelo programa pDRAW, verificou-se
a auséncia dos sitios de restricdo para as en&EotRd e Hindlll nas duas sequéncias selecionadas.
A partir disso, essas enzimas foram utilizadas pammnstrucao dos iniciadores pelo programa
Vector NTI (Gorelenkov et al., 2001): GDI_0415-sens (5 - AAA
GCTTATGAACAATCTGCATCGG3-3), GDI_0415-antisense -BTGAATTCCGCTTCG
TTCTTCGCAG-3); GDI_3499-sense (5-CTAAGCTTGCCTCQIGCCTCGG3-3) e
GDI_3499-antisense (5'-CTGAATTCGCGAGATCAACCTGGTG:-3'

3.2 Amplificacdo dos fragmentos selecionados

Com os oligonucleotideos iniciadores sintetizadoisyealizada a amplificagdo dos genes
selecionados a partir do genoma @adiazotrophicus A reacéo foi constituida de 2,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), \2,8e Tag DNA polimerase, tampao
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paraTaq DNA polimerase 1X (1 mM de Tris-HCI, pH 9,0 e 5 ndé KCI) (Invitrogen, Cat. No.
11615-010), 1M de cada iniciador e 200 ng de DNA total de PAL5

As condi¢coes de temperatura empregadas nas redgd€¥CR foram: 5 min a 95°C
(desnaturacédo), 1 min a 95°C (desnaturacao), 1 ami@5°C (anelamento), 2 min a 72°C
(polimerizacéo), retorno 29 vezes para a seguragemebd min a 72°C (polimerizagéo) e, finalmente,
4°C. Para a verificacdo da amplificacdo dos geeesitdresse, 5 pl dos produtos de PCR foram
aplicados em um gel de agarose a 1% (m/v) em ulvea de eletroforese com tampao TAE 1X (40
mM de Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,8ubmetidos a uma voltagem de 90 V por 90
minutos. Os géis foram entdo corados com brometetideo (5ug.mi?) e visualizados sob luz
ultravioleta a 254 nm, com o uso do fotodocumentak®DAK® Gel Logic 100 (KODAK
Scientific Imaging Systems, Cat. No. 172.8468).rmalse dos géis foi realizada com o programa
de analise de imagens da KODAKD Image Analysis (KODAK Molecular Imaging Syster@st.
No. 811.2344). Como referéncia nas analises, fgregado o marcador de tamanho molecular 1
kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Cat. No. 10787-018)

3.3 Estratégia de clonagem para interrupcdo dos ges para a sintese e transporte de
bacteriocina

A estratégia de clonagem e interrupcdo das ORFs_ @b e GDI 3499 deG.
diazotrophicusPAL5' esta representada na Figura 16. Os produtos degefdos foram ligados
no vetor pGEM-T Easy (Promega, Cat. No. 293848grando os plasmideagcombinantes
contendo as ORFs de interesésstes foram transferidos para a estirpe DH10B.d®li (GRANT
et al., 1990), sendo os transformantes selecionamasieio LB suplementado com ampicilina (100
1g.ml-1), IPTG (0,57g.ml-1) e X-Gal (50g.ml-1). As ORFs presentes nestas construcdes foram
interrompidas in vitro pela insercdao do transpodefi:TN<KAN-2> (Epicentre, Cat. No.
EZI982K) e os clones de E. coli estirpe DH10B atidoram selecionados pelo plagueamento em
meio LB suplementado com ampicilina (1@@.ml*) e canamicina (50g.mr%).

Células eletrocompetentes Ge diazotrophicusPAL5'™ foram preparadas e transformadas
com 1 ug de cada plasmideo recombinante conter@BFade interesse interrompidanforme
protocolo descrito a seguir. A integragdo por miEaecombinacdo homoéloga das construgcdes no
genoma ocorreu por meio de recombinacdo dupla (OR%), em que os transformantes foram
selecionados por plagueamento em meio DYGS suplad@eom canamicina (2@@.mr™). Visto
que G. diazotrophicus@o consegue manter plasmideos derivados de pSEMasy como uma
unidade de replicacdo autbnoma, porque esses plessnpossuem uma origem de replicagép (
do replicon pMB1) que nédo € reconhecida por esseéta, as ORFs fornecidas por esse vetor so
poderdo ser mantidas € diazotrophicuse a ela se integrarem em uma unidade de repli¢acéo
cromossomo) deG. diazotrophicus A integracdo por meio de recombinacdo homodloga da
construgbes no genoma pode ocorrer por meio dent@nacdo simples ou dupla. Porém, nesse
caso, esperou-se uma recombinacao dupla para geeeoselvagem fosse substituido pela versao
mutante (ORF::Tn5), sendo esta a situacdo espe@dsucesso da mutagénese das ORFs foi
confirmado através de andlises de PCR de coléR@Reinvertido.
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Figura 16: Desenho esquematico de clonagem e inativacdogsaf@RFs GDI_0415 e GDI_3499 pela insercao de
transposon Tn5 (Modificado de MENESES 2010).

3.4 Ligacdo dos genes amplificados no plasmideo p®E-T Easy

Os genes amplificados foram ligados ao plasmid8&NY-T Eeasy(Promega®) para
facilitar as etapas posteriores de clonagem. Asardracoes de inserto e vetor foram estimadas a
partir da eletroforese em gel de agarose 1% (miv)tampéo TAE 1X de uma aliquota destes
DNAs. Os sistemas de ligacdo possuiram volume fia&2Oul, contendo de 50 a 500 ng de vetor,
T4 DNA ligase 1-2U e tampao de ligacdo 1X conceutrg800 mM de Tris-HCI, pH 7,8; 100 mM
de MgCh; 100 mM de DTT e 10 mM de ATP). As concentracbes domponentes e o pH do
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tampé&o de ligacéo variaram de acordo com o faligc&h sistema de reacao foi mantido a 16°C
por aproximadamente 16 h (SAMBROOK et al., 2000).

3.4.1 Precipitacdo da ligacao

Foram adicionados 2 ul de NaOAc (3M, pH 5,5) epd@le etanol absoluto gelado no
volume total da ligacdo das ORFs que codificam hatderiocina e seu transportador (GDI_0415 e
GDI_3499) com o vetor pGEM-T Easy. A solucao failibada a -20°C por 16 horas. Apés o tempo
de incubacdo, a solucdo foi centrifugada por 30utos a 18.514 x g. O sobrenadante foi
descartado e adicionado ao sedimento 300 pl deledar0%. A solucao foi centrifugada por 10
minutos a 18.514 x g. Descartou-se mais uma vezbmesadante, e 0s microtubos foram postos
para secar em temperatura ambiente. Com o micrditimoseco, o sedimento foi ressuspendido em
10 ul em 4gua ultrafiltrada (sistema MiIlliQ) livre de DNase.

3.5 Eletrocompeténcia e eletroporacéo da estirpe 9B deEscherichia coli

Colbnias da estirpe DH10B de coli foram crescidas em 15 ml de meio LB e incubadas po
16 horas sob agitacdo de 200 rpm a 37°C. Apéspesiedo, 10 ml de cultura fresca foi inoculada
em 50 ml de meio LB e acondicionados em quatranerdyers de 125 ml. Os erlenmeyers foram
incubados a 37°C sob agitacdo de 200 rpm até qukuma atingisse uma D.§enmentre 0,5 e 0,8.
Com a D.O. atingida, distribuiu-se a cultura ensdos estéreis de tubo de propileno (tipo falcon),
sendo estes centrifugados a 6.00§ por 10 minutos a 4°C. Apoés a centrifugacéo, o emdiante
foi descartado e o precipitado foi ressuspendido égua ultrafiltrada (sistema MilliQ) estéril
gelada. Essa etapa de lavagem foi repetida porvagss. Centrifugou-se mais uma vez por 10
minutos a 6000 x g a 4 °C e as células foram ressatidas com 10 ml de glicerol gelado a 10%. A
lavagem com glicerol foi realizada por mais duazgege Foram distribuidas aliquotas de 100 pl das
células em microtubos para criogenia até 0 momgmiaso.

Uma aliquota de 50 pl de células eletrocompetedge®H10B foram eletroporadas com 1
ul do vetor pGEM-T Eeasy contendo cada uma das ORFs de interefeQ@&5 e GDI_3499)
em eletrocubetas incubadas no gelo. As cubetassperssdes de células foram submetidas a um
pulso elétrico de um eletroporador ajustado emKN8 25 pF e 129Q. Imediatamente apos a
passagem da corrente, adicionou-se 1 ml de metulneta e todo o conteudo foi transferido para
um tubo de ensaio estéril. Os tubos entdo forambexos a 37°C sob agitacdo de 250 rpm por 1
hora. ApoOs a incubacéo, as culturas bacterianasnf@laqueadas em meio sélido LB contendo o
antibiético ampicilina (100 pg.nl), X-gal (80 ng.mf) e IPTG (0,5 mM). Para cada eletroporacéo,
foram realizados trés plaqueamentos com 50, 1@ quRde células com o auxilio de uma alca de
Drigalski. As placas foram incubadas a 37°C pohdgs.

3.6 Extracao plasmidial das células de DH10B de. coli
Para a confirmacdo da clonagem dos genes dessgéen® plasmideo pGEM Eeasy em
E. Coli, foi realizada uma extracao plasmidial segundo topao de Sambrook et al. (2000).

Uma colénia de DH10B contendo o vetor com o genetéresse (GDI_0415 e GDI_3499)
foi transferida para um tubo contendo 5 ml de nhi&aom ampicilina (100 pg.m). A cultura foi
incubada por cerca de 16 horas a 37°C sob agitsegd@0 rpm. Desses tubos, 1,5 ml de cultura foi
transferida para microtubos de 1,5 ml e centrifagad.2.000 x g por 30 segundos a 4°C. O meio
foi removido por aspiracdo. O sedimento bacterfanoessuspendido em 100 ul da solucédo | (50
mM de glicose; 25 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10 mMEBTA, pH 8,0), 200 ul da solugao 1l (0,2 N
de NaOH; 1% de SDS) e 150 pl da solucéo Il (5 MAdetato de potassio; 11,5 ml de Acido
Acético Glacial; 28,5 ml de #0) (SAMBROOK et al., 2000). A solucéo foi centriagp a 12.000
X g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi teaithkd para um novo microtubo. Apds essa fase,
transferiu-se para o tubo um volume equivalenteistuna de fenol:cloroformio:alcool isoamilico
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(25:24:1) e o tubo foi centrifugado a 12.000 x g Bominutos a 4°C. Apés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para um novo microtgbaotendo 600 pl de isopropanol em
temperatura ambiente. Novamente a solucao foi iegada e o sobrenadante foi removido por
aspiracdo. O sedimento foi entdo lavado com 1 netaieol a 70% , secado e ressuspendido em 50
ul de TE (pH 8,0) contendo RNaseA (20 pgml

Para a visualizacdo e verificacdo da extracdo dsnpdeo pGEM-T Easy, 5 upl do
plasmideo extraido foram avaliados por eletrofoessejel de agarose a 1% (m/v).

3.7 Digestao plasmidial do vetor pGEM-T Easy por ezimas de restricao

Para a confirmacdo da insercdo dos genes desséer® vetor pGEMT Eeasy, este foi
digerido com as enzimas de restriggooR| e Hindlll para a liberacdo do inserto. A reacédo foi
realizada de acordo com as condi¢cdes recomendabtatapricante.

3.8 Insercao do transposon Tn5 nas ORFs de interess

Uma vez extraido o plasmideo, foi inserido o trassp Tn5 (com gene de resisténcia a
canamicina). Esse transposon se insere aleatoriamerplasmideo pGEMT Eeasy. A reacéo foi
feita com a utilizagéo do kit de insercéo transposd:: TN'™ <KAN-2> da Epicentre. A reacédo
foi realizada de acordo com as condi¢coes recomasdaelo fabricante. O microtubo com a reacgao
foi incubado por 2 horas a 37°C. Apo0s esse perimdojucéo foi interrompida com 1 pl de EZ::TN
10X Stop Solution e aquecida por 10 minutos a 70°C.

3.9 Eletrocompeténcia e eletroporacéo da estirpe RA" de G. diazotrophicus

A metodologia empregada para a preparacdo de asélaletrocompetentes dé.
diazotrophicusfoi a descrita por Rows et al. (2006). Uma préteal foi obtida a partir de uma
colénia cultivada em placa fresca de meio DYGS gagsta foi cultivada sob agitacédo de 200 rpm a
30°C, em erlenmeyer com volume de 2 |, contendon@0fle meio C2. A cultura cresceu até atingir
uma D.Osoonmde 0,6-0,7. ApOs o crescimento, o erlenmeyer caatexs células foi resfriado sobre
gelo por 30 min. A cultura foi entdo distribuida goatro tubos do tipo Falcon, com 50 ml cada, e
submetida a centrifugacédo em rotor de angulo foemififuga Eppendorf 5810R), a 2.900 x g por
10 min e a 4°C. O sobrenadante foi descartado tebms foram deixados em posigcao invertida
sobre papel absorvente para que todo sobrenadzsge femovido. O sedimento bacteriano foi
entdo lavado duas vezes com 50 ml glicerol 10%dge{eessuspendidos e centrifugados), e, em
seguida, ressuspendido em um volume final de 4 engliterol 10% gelado. Apds a completa
ressuspensdo, as células eletrocompetentes forambuidas em aliquotas de 1Q0, em
microtubos de 1,5 ml, e armazenadas a -70°C aténsgsadas na transformacao por eletroporacao.

Aliguotas de 10@ de células eletrocompetentes@ediazotrophicugoram descongeladas
sobre gelo por aproximadamente 10 minutos. Emoelgiretas com espaco de 2 mm (Bio-Rad, Cat.
No. 165-2082) previamente geladas, adicionou-sexapadamente 500 ng de DNA e 1(QDde
células eletrocompetentes, preparadas conformeitdeanteriormente. A eletrocubeta entéo foi
inserida entre os eletrodos do equipamento “elexgtomanipulator 600" (BTX, San Diego, CA,
U.S.A) e foi aplicado um pulso elétrico com osusetps parametros: 186 em modo “high
voltage”, 2,5 kV, constante de tempo de aproximeatde 0,8 ms. Imediatamente apds o pulso, 2
ml de meio C2 foram adicionados. A suspensdo délastlem meio C2 foi homogeneizada e
transferida para um tubo de ensaio e este incupad@6 horas a 30°C, sob agitacdo de 200 rpm
para possibilitar a recuperacéo das ceélulas. Agastforam entéo distribuidas em placas com meio
sélido DYGS contendo 200 pg.’ntle canamicina. As placas foram incubadas a 30f&htiutrés
dias, até que as coldnias pudessem ser visualizadas
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3.10 Obtencédo dos mutantes insercionais @& diazotrophicus

Foram obtidas colonias em placas com meio DYGSlemgntado com canamicina 200
ng.mrt, apés a transformacéo das células eletrocompeteiateestirpe selvagem PAL5com a
construcdo contendo as ORFs interrompidas. Es$asia® foram repicadas para placas contendo
meio DYGS, suplementado com ampicilina 50@.mI"* para selecionar os mutantes com
recombinacdo homologa dupla. Os clones resultadtesrecombinacdo homologa simples
apresentaram resisténcia para canamicina (do elengentransposicdo) e ampicilina (do vetor
PGEM™-T Eeasy) e desta forma foram descartados. Com fisitpossivel obter o mutante para
cada ORF especifica, capaz de crescer apenas encoméndo canamicina (2Q@.m[Y), sendo,
portanto, um mutante gerado pelo evento de recaploc homodloga dupla. No caso de
recombinacdo dupla, o gene selvagem € substitugd® yersdo mutante (GDI_0415::Tn5 e
GDI_3499::Tn5). A recombinacgéo dupla é caracteazaar ndo conter o plasmideo vetor integrado
no genoma.

3.11 Extracdo do DNA total da estirpe selvagem deAR5" e dos mutantes para bacteriocina e
transportador em G. diazotrophicus

A extracao do DNA total foi realizada com o mét@bAB. Para a extracdo do DNA total,
as estirpes mutantes e selvagemGdealiazotrophicudoram cultivadas em 5 ml de meio DYGS
liquido. Aliquotas de 2 ml das culturas crescidasrh centrifugadas a 18.514 x g, 4°C, por 10
minutos. O sobrenadante foi entdo descartado. Adaséforam ressuspendidas em 5@7de
tampé&o TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA) sendo adicionagosteriormente 30l de uma solugéo de
SDS (10%) e 31l de proteinase K (20 mg.H)l. A solucéo foi homogeneizada e incubada a 37°C
durante 1 hora. Apés a incubacéo, foram adiciona@0sl de uma solugédo de NaCl 5 M, seguidos
de 80ul de uma solucdo de CTAB (CTAB 10% em NaCl 0,7 M)»solucéo foi homogeneizada e
incubada por 30 minutos a 65°C. ApOs o tempo debegdo, a solucdo foi submetida a uma
agitacao leve por 1 hora em temperatura ambient& &liquota de 780 pl de cloroformio:alcool
isoamilico (24:1, v/v) foi adicionada as amosti@se ficaram sob agitacdo por um periodo de 1
hora. A solucéo entéo foi centrifugada por 10 nueuwt o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo. Apos a transferéncia do sobrenadant yrar novo tubo, foram adicionadosibde
RNaseA (5 mg.mt), e a amostra incubada a 37°C por 1 hora. Um veldm uma solucdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1, vaolol.) foi adicionado e a solugdo foi
homogeneizada por 2 minutos por inversdo dos tebosntrifugada por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, gual foi adicionado um volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v). O matari foi homogeneizado durante 2 min.,
centrifugado (10 min., 18.514 x g, 4°C) e trangi@rpara novos tubos. O passo seguinte foi a
adicao de 0,6 volumes de isopropanol 100% e a agédydas amostras por 30 minutos a -20 °C.
ApoOs o tempo de incubacdo, o material foi centafim por 10 minutos e o sobrenadante
descartado. Seguiram-se trés etapas de lavageneteow 70%, secagem e solubilizacdo em 100
ul de tampéo TE.

4. Caracterizacdo genotipica dos mutantes sitio-dgfidos que codificam a bacteriocina
linocina M18 e um transportador de bacteriocina enGluconacetobacter diazotrophicus

4.1 Verificacdo das ORFs mutageneizadas @ diazotrophicus por PCR de colonia

As confirmacdes da presenca de insercdes do elerB@niTn5 nos genes desejados foram
realizadas por meio de andlises de PCR coléniaadad reacfes de PCR foram realizadas usando
o kit Tag polymerase (Invitrogen), com os oligonucleotidespecificos para cada mutante. As
reacoes foram realizadas usando material de cob@me molde para a amplificacdo. No caso do
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PCR de col6nia, as coldnias foram inoculadas nasnisturas dos componentes da reacdo, em que
o0 DNA (1 pul) da reacédo normal foi substituido pela mesma tigleaste de agua e inoculacdo com
material de colonia. Os outros componentes perneaa@c na mesma concentragcdo equimolar
citada anteriormente para amplificacdo das ORFs.

4.2 Confirmacao das ORFs mutageneizadas @ diazotrophicus por PCR invertido

4.2.1 Digestéo e ligacdo do DNA molde

Aliguotas de Jug de DNA total foram digeridas durante 2 horas &€3&m volumes de 100
ul com enzima de restricd@st. Apds este periodo, as enzimas foram inativadasaguecimento,
durante 20 minutos a 80°C pdPall. ApOs a digestdo, o material foi tratado comDIMA ligase a
16°C por cerca de 16 horas. As amostras entdo fpraaipitadas pela adicdo de lI5de NaOAc
(7,5 M) e 300ul de etanol absoluto durante 30 minutos a -20°@tritegadas a 18.514 x g por 30
min, a 4°C, lavadas com etanol 70% e ressuspenéimias0pul de agua ultrafiltrada (sistema
MilliQ™) livre de DNase.

4.2.2 PCR invertido

Dois pares de oligonucleotideos foram utilizadosa s reacdes de PCR invertido [FP-1
(5"-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3) e RP-1 (5"-GCAATGBAACATCAG
AGATTTTGAG-3" conforme descrito por Rouws et al0(8). As condi¢cdes de amplificacdo por
PCRIi foram: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 nusuB4 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45
segundos, anelamento a 45°C por 1 minuto e exten§&YC por 3 minutos, com um etapa de
extenséo final a 72°C por 5 minutos e finalizacgéG

4.2.3 Sequenciamento das regifes flanqueadores dansposon EZ-Tn™ <KAN-2>Insertion-
kit

O produto gerado pelo PCR invertido foi purificagdela adicdo de agua ultrafiltrada
(sistema MilliQ1) livre de DNase até completar @R Foram adicionados @ de NaCl 5M e 4Qul
de PEG-8000 a 22%. Em seguida, as amostras foramdemeizadas e incubadas por 16 horas a
10°C. As amostras entdo foram precipitadas comdefxrito anteriormente e centrifugadas a
18.514 x g, a 4°C por 15 minutos, e posteriormkviadas com 500l de etanol 70% gelado. Apds
o descarte do etanol e sua evaporacado, o produteskuspendido em 30 de agua ultrafiltrada
(sistema Milli@1) livre de DNase e armazenado a -20°C.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas d¢onbb¥ Enamic™ ET Dye Terminator
Cycle Sequencing (GE Healthcare Life Sciences, Bat.US81090) para o sistema de analise de
DNA MegaBACE™. As reacgOes foram realizadas pelag@ido reagentdYEnamic ET
terminator reagent premiypresente ndit, de oligonucleotideos iniciadores PF1 e PR1 e agua
ultrafiltrada (sistema MilliQ™) livre de DNase amputo do PCR invertido e purificado. A reacao
de amplificacdo consistiu em 30 ciclos de desnafira 95°C por 20 segundos, anelamento a 50°C
por 15 segundos e extenséo a 60°C por 1 min. Emdse@ produto dessa reacao foi precipitado
por meio da adicdo deyl de NH,Ac 7,5 M e 27,5l de etanol 100%, sendo incubado a 4°C por 16
h. Logo apds, o produto foi recuperado por cerga@éo (3.220 x g, 30 min, 4°C) e o sobrenadante
foi descartado. O DNA precipitado foi lavado con® ibde etanol 70% e, apds a evaporacgao total
do etanol 70%, o produto foi ressuspendido emul¢e tampédo de amostra para sequenciamento.
Apds 2 h a 4°C, as amostras foram injetadas ncesegor MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare
Life Sciences, Inc., USA).
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5. Caracterizacdo fenotipica dos mutantes sitio-dgidos que codificam a bacteriocina
linocina M18 e um transportador de bacteriocina enGluconacetobacter diazotrophicus

5.1 Morfologia das colénias em meios especificos

Uma aliquota de 10 pl de uma cultura, crescide2gdroras, da estirpe selvagem PAId®
G. diazotrophicuse de seus mutantes para a sintese e transpoliactiriocina foi riscada em
placas contendo os meios sélidos LGI-P (DOBEREINERI., 1995) e Batata-P (DOBEREINER
et al., 1995). Aos meios onde cresceriam os mugafdeadicionado canamicina na concentracéo
de 200 pg.mt. A caracterizacéo fenotipica foi realizada de @do@om Dé6bereiner et al. (1995).

5.2 Perfil de crescimento das estirpes PALl5e mutantes para a sintese e transporte de
bacteriocina

Uma coldnia caracteristica tanto da estirpe selmade PALS quanto dos mutantes foi
inoculada em 5 ml de meio liquido DYGS e incubaoiag# horas sob agitacdo de 200 rpm a 30°C.
Ap6s esse periodo, diluiu-se o pré-indculo parasgu@oculasse uma Ddgb nmde 0,01.mf em
erlenmeyers de 125 ml, contendo 10 ml de meio DYESam realizadas trés repeticbes. Os
erlenmeyers foram incubados em estufa de 30°C eedicdo de absorbancia e contagem das
unidades formadoras de colonias foi analisadampaade 0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas.

Para as medicbes de absorbancia nos periodos teasca@?00 pl da cultura foram
transferidos para uma placa deepwell transparente para entdo ser realizada a leitura em
espectrofotometro de placa no comprimento de oed@® nm. O meio DYGS sem bactérias foi
utilizado como branco.

5.2.1 Contagem das unidades formadoras de colonias

Aliquotas de 10@l das culturas das estirpes @aliazotrophicugoram diluidas serialmente
em 900ul de solucéo salina estéril (1@ 10°). Foram retirados 10l de cada diluicéo e inoculados
em placas contendo o meio LGI-P. As contagens foemlizadas com trés repeti¢cdes por diluigéo.
ApoOs o periodo de incubacdo, a contagem das cel@oimmadas foi realizada por meio de uma
binocular estereoscépica. O numero final de cofrfisi obtido pela média aritmética das
repeticoes.

O numero de geracdes (n) foi obtido pela segudrtadla (Rodrigues, 2008):
n=3,3(logN -log No),
em que log N representa a populacéo final e logaNmpulacao inicial na fase log.

O tempo de geracdo designado por g (o tempo quedava uma populacdo dobrar de
numero) foi determinado pelo nimero de geracdes|()ocorre em um intervalo de tempo (t).

g=Tx/n
A taxa de crescimento (k) foi obtida pela formula:

k=1/g
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5.3 Producéao de acido indol acético (AlA)

Uma coldnia caracteristica tanto da estirpe selmage PALS quanto dos mutantes foi
inoculada em 5 ml de meio liquido LGI-P sem coraotemtendo 10 mM de (NHBEO, como fonte
de nitrogénio com L-triptofano (100 ug:Mle incubada no escuro por 48 horas sob agitac26@le
rpom a 30°C, com trés repeticbes. A quantificacad\ldefoi realizada pela metodologia descrita
por Sarwar e Kremer (1995). A quantificacdo é dolétrica, tendo sido utilizado o reagente de
Salkowski para analises em microplaca (Rodrigues.eR007). As culturas foram centrifugadas
por 15 minutos sendo que 150 pl de cada sobrereadarstm transferidos para microplacas de
poliestireno a que foi adicionado 100 pl do reagele Salkowski. Apos 30 minutos de incubacao
Nno escuro e em temperatura ambiente, a intensadeloracéo foi avaliada num comprimento de
onda de 540 nm utilizando o espectrofotometro Lsiesys IEMS Reader MF. Os dados de
absorbancia foram processados pelo programa ASodintare for IEMS Reader MF e plotados em
um gréfico de dispersao do programa Microsoft @ftxcel, 2007.

5.3.1 Realizacédo da curva de calibracao

Para a realizacao da curva de calibracédo, utilsmo-reagente acido indol acético (Vetec)
nas concentracdes de 0, 5, 10, 20, 25, 50, 100,208) 400, 600, 700, 800, 900 e 1000 pri.ml
Uma aliquota de 150 ul de cada diluicao foi tramdéepara uma microplaca de poliestireno a que
foi adicionado 100 pl do reagente de Salkowski. AB6 minutos de incubac&o no escuro e em
temperatura ambiente, a intensidade de coloragaavédiada num comprimento de onda de 540
nm utilizando o espectrofotémetro Labsystems iIEM&d®r MF. Os dados obtidos pela leitura da
absorbéancia a 540nm foram utilizados na quantificage auxinas pela aplicagcdo da equacao y =
137,83x — 10,728 da curva de calibracdo, em querggponde a quantidade de auxina expressa em
ng.mit e x, ao valor da D.@onm

5.4 Crescimento em meio de cultivo sem nitrogénio

Uma aliquota de 10 pl de uma cultura, crescide2gdroras, da estirpe selvagem PAId®
G. diazotrophicuse seus mutantes para a sintese e transporte twridicina foi inoculada em
frascos contendo 5 ml de meio LGI-P semissélidmbietivo desse experimento foi a observagéo
da formacao de pelicula, indicativo de uma atiyaacalade de fixacéo biolégica de nitrogénio. O
meio inoculado de LGI-P semissdlido foi incubado $dias a uma temperatura de 30°C.

5.5 Avaliacéo da atividade da enzima nitrogenase

A atividade da enzima nitrogenase foi medida pétmita da deteccdo da Atividade de
Reducédo de Acetileno (ARA), utilizando-se meio diivo semissoélido. Uma aliquota de 10 pl de
culturas liquidas, crescidas por 24 horas, dapesselvagem PALSe dos mutantes foi inoculada
em frascos contendo 5 ml de meio semissélido LGé# corante. Os frascos foram incubados a
30°C. Nos dias de coleta (dias 5, 6 e 7 dias apaecalacao), as rolhas de algodédo dos frascos
foram trocadas por tampas de borracha perfurdviépddsub-seal”, estéreis. As culturas presentes
nos frascos receberam 1 ml de acetileno, senddadas em seguida por 30 minutos a 30°C.
Posteriormente, 0,5 ml da fase gasosa do frascmjigiada, com o auxilio de uma seringa, em
cromatdgrafo de gas com ionizacdo por chama, ngeckin Elmer, modelo F11 (Perkin Elmer,
Japan, Yokohama, Japan), que permitiu a quantificap etileno formado pela reacdo de reducao
do acetileno. Um segundo experimento foi realizatwculando 10 pl de culturas liquidas,
crescidas por 24 horas, da estirpe selvagem PAt%los mutantes em frascos contendo 5 ml de
meio semissolido LGI-P sem corante e com diferecoesentracfes de (N}$0O, (0,1 e 10 mM).

Os frascos foram incubados a 30°C por 6 dias. &pés periodo, as rolhas de algodao dos frascos
foram trocadas por tampas de borracha perfuravéipdsub-sealestéreis. As culturas presentes
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nos frascos receberam 1 ml de acetileno sendo adesbem seguida por 30 minutos a 30°C. A
guantificacao de etileno foi realizada como deaaiiteriormente.

6. Teste de antagonismo da estirpe selvagem e muts para producdo e transporte de
bacteriocina deG. diazotrophicus contra a estirpe ICMP 196 deXanthomonas albilineans

6.1 Teste de antagonismo induzido por UV

Uma coldnia caracteristica da estirpe selvagem Ale&5P do mutante defectivo para a
producdo de bacteriocina e de seu transportadimdoulada em um tubo de ensaio contendo 5 ml
de meio liquido DYGS, permanecendo em agitacaotaotesde 200 rpm a 30°C. Os pré-indculos
foram incubados por 48 horas a 30°C sob agitac&®@depm. Apds o tempo de incubacgéo, o tubo
de ensaio contendo as culturas liquidas da estep@mgem e dos mutantes foram mantidos em
posicdo vertical e sem tampa de vedacao e submetidadiacdo ultravioleta € 254 nm) por 20
minutos. Apés esse periodo, trés aliquotas de 10@@ jsuspensao celular de cada bactéria foram
inoculadas em pontos equidistantes em uma pladarmm o meio sélido DYGS e incubadas por
24 horas. Como controles dos testes de antagonigram utilizadas culturas ndo expostas a
radiac&o ultravioleta. Para todos os testes, far@limadas 3 placas por tratamento.

Paralelamente, retirou-se uma colbnia caracteaista estirpe ICMP 196 déanthomonas
albilineans a qual foi inoculada em 5 ml de meio DYGS e iraxd por 24 horas a 30°C sob
agitacao de 200 rpm. ApoOs o tempo de incubacdaseassdturas foram utilizadas para formar a
sobrecamada sobre as aliquotassdeliazotrophicuga incubadas anteriormente, como ja descrito
acima. Desse modo, 1 ml de cada estirpe do inadeufan adicionado em 4 ml de meio DYGS
fundente semissolido e vertido sobre as placasgéuladas previamente coB diazotrophicus
As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas.ahsande dados ocorreu de modo qualitativo por
meio de detecc¢do visual de presenca ou auséntmandacao de halo de inibicéo.

6.2 Teste de antagonismo induzido por D,

Uma colénia caracteristica da estirpe selvagem Ale5P do mutante defectivo para a
producdo de bacteriocina e de seu transportadamforoculadas em 5 ml de meio liquido DYGS e
incubadas a 30°C sob agitacdo de 200 rpm por 48 hApds o crescimento, esses pré-indculos
foram adicionados a erlenmeyers de 125 ml contemelo DYGS a fim de se obter uma cultura de
10 ml com uma D.O. de 0,6 no comprimento de ond&0flenm. A cada erlenmeyer contendo o
indculo, foram adicionadas diferentes concentracigesbO, (0 uM, 25 uM, 100 pM e 500 puM).
ApoOs a adicédo de J@,, a cultura liquida ficou sob agitacdo durante @@ubos a 30°C e 200 rpm.
ApoOs esse periodo, trés aliquotas de 100 ul daessdp celular foram inoculadas em pontos
equidistantes em uma placa contendo o meio sOliMGP e incubadas por 24 horas. Foram
realizadas trés repeticdes por tratamento. Pamadele, retirou-se uma colbnia caracteristica da
estirpe de ICMP 196 d€anthomonas albilineans qual foi inoculada em 5 ml de meio DYGS e
incubada por 24 horas, a 30°C e sob agitacdo dep2@0Apds o tempo de incubacéo, esse inéculo
foi utilizado para formar a sobrecamada sobre apuatas deG. diazotrophicuga incubadas
anteriormente, como ja descrito acima. Desse mddopl da cultura deX. albilineans foi
adicionada a 4 ml de meio DYGS fundente semiss@id@rtido sobre as placas ja inoculadas
previamente con®. diazotrophicusAs placas foram incubadas a 30°C por 24 horam@ise de
dados ocorreu de modo qualitativo, por meio de cgéte visual de presenca ou auséncia da
formacéao de halo de inibicdo. Para todos os téstas utilizadas trés placas por tratamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Obtencao das sequéncias de aminoacidos relacidna a bacteriocina e sua regulacao

Com a anotagdo do genoma@@lediazotrophicusfoi possivel a identificagdo de dois genes
relacionados & sintese e transporte de bacteriowingenoma des. diazotrophicusPAL5™ no
banco de dados do NCBI. Um dos genes identific§@@d_0415) esta anotado como a atividade
biolégica capaz de codificar uma bacteriocina denada linocina M18. O segundo gene
(GDI_3499) esta anotado como um transportador deetiacina. O gene que codifica a linocina
M18 possui 825 pb e compreende as posicoes de 9123313163 no genoma dé.
diazotrophicus A bacteriocina codificada pela ORF GDI_0415 essdiacterizada como uma
linocina M18. Esta bacteriocina foi inicialment®lada e purificada a partir da estirpe M18 da
bactéria laticaBrevibacterium linen§VALDES-STAUBER e SCHERER, 1994) e mostrou efeito
antagOnico contra varias estirpes de bactéria®dergListeria, CorynebacteriumBrevibacterium
Arthrobacter e Bacillus A bactériaB. linensé gram-positiva, encontrada em diversos habitats e
pertence ao grupo dos actinomicetos. E utilizadprnoessamento de queijos do tipo Limburger e
similares, contribuindo para a coloragcéo, aromab®isdo produto final (JOLLIVET et al., 1992).
Segundo a classificacdo de Klaenhammer (KLAENHAMMERS93), para bacteriocinas
produzidas por bactérias laticas, a linocina M18emeeria ao grupo Il ou IV. Valdés-Stauber e
Scherer (1994) observaram que a linocina apreseatsa molecular de cerca de 31 kDa. A
bacteriocina anotada parm@. diazotrophicus,por andlise da estrutura primaria utilizando a
ferramenta ProtParam do servidor Expasy, apresamt@umassa molecular estimado em 29 kDa,
muito semelhante a linocina acima. Os pontos isi@é também se mostraram semelhantes,
sendo 4,5 para a bacteriocina oriundd@dénense 4,7 para a d&. diazorophicusAlguns artigos
descrevem que essa proteina esta relacionada csiculas membranares. Sutter et al. (2008),
utilizando a cristalografia de raio X, observarame g linocina M18 dé'hermotoga maritima
pertencia a uma familia conservada que participard@psulamento de algumas enzimas. Esses
autores sugerem que a linocina forma nanocompartosejue contém ferritrinas ou peroxidases,
as quais estdo envolvidas em respostas aos estresgiativos (SUTTER et al.,, 2008). Ao
contrario dos experimentos de Valdés-Stauber er&c(t994), Sutter et al. (2008) ndo observaram
atividade antagonica em experimentos com a bacteaaeT. maritima.

Andlisesin silico identificaram @ORF GDI_0415 como supostamente um gene que codifica
uma bacteriocina. A GDI_0415 mostrou uma sequédeialta identidade, com bacteriocinas do
tipo Linocina M18, bem estudada démcoli (Figura 17). Essa alta identidade com bactericctiea
outros géneros da familigdAcetobacteracea@& explicada pela proximidade taxondémica entre as
espécies. Porém, a presenca dessas bacteriocirRisiavbiales Burkholderialegpode indicar que
a producdo de bacteriocinas é um processo evohraioibastante conservado e extremamente
relacionado ao estilo de vida da bactéria, e petir associada a plantas.
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Figura 17: Alinhamento da bacteriocina d&. diazotrophicuscom os atribuidos com base em proteinas da mesma
familia em outras bactérias. O alinhamento mdltipiorealizada utilizando ClustalW. Aminoacidos servados sao
indicados em negrito.
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Figura 17: Alinhamento da bacteriocina d&. diazotrophicuscom os atribuidos com base em proteinas da mesma
familia em outras bactérias. O alinhamento mdltipiorealizada utilizando ClustalW. Aminoéacidos servados sao
indicados em negrito (continuacao).

O gene que codifica um possivel transportadoradtebocina (GDI_3499) possui 2.226
pb e compreende as posi¢es de 3596584 a 35988fEhoma d&. diazotrophicusEssa proteina
pertence ao dominio de transportadores do tipo ARGsuindo cerca de 80,7 kDa, segundo as
analises do servidor Expasy. Os transportadores p&@&ncem a uma grande familia de proteinas
responsaveis pela translocacdo de diversos congpastavés da membrana, tanto em células
procariéticas quanto eucaridticas (FATH e KOLTEB93).

A ORF GDI_3499 mostrou uma sequéncia de alta idedé em seu dominio C-terminal.
Essa alta identidade com proteinas transportadigasacteriocina de outros géneros da familia
Acetobacteraceaf@igura 18) é explicada também pela proximidagertémica entre as espécies.
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Figura 18: Alinhamento do transportador de bacteriocinaGlediazotrophicuscom os atribuidos com base em
proteinas da mesma familia em outras bactérias.lithamento mdultiplo foi realizada utilizando Clusta
Aminoacidos conservados sao indicados em neguiatif@acao).
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Figura 18: Alinhamento do transportador de bacteriocinaGlediazotrophicuscom os atribuidos com base em

proteinas da mesma familia em outras bactérias.lithamento mdultiplo foi realizada utilizando Clu$ta
Aminoacidos conservados sao indicados em neguiatif@acao).
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Figura 18: Alinhamento do transportador de bacteriocinaGlediazotrophicuscom os atribuidos com base em
proteinas da mesma familia em outras bactérias.li@amento mdaltiplo foi realizada utilizando Clusta
Aminoécidos conservados séo indicados em negiiati(miacao).

Os transportadores ABC em bactérias Gram-negativagpreendem geralmente dois
dominios membranares de caracteristicas hidrofélgicois dominios hidrofilicos conservados que
se ligam a moléculas de ATP (BINET et al., 1997%).eMtanto, a maioria dos sistemas de transporte
ABC em bactérias Gram-negativas envolve geralmeumds proteinas acessorias. Uma delas € uma
proteina de membrana com um dominio hidrofébiceminal ancorado na membrana interna,
com um grande dominio hidrofilico localizado noipsma e um dominio C-terminal com uma
possivel estrutura de follfapregueada que interage com a membrana externadFi§). Devido a
estrutura membranar, essa proteina acessoriasffick$a como pertencendo a familia de proteinas
de fusdo de membrana (MFP) (DINH et al., 1994; AMGKDJAJA et al., 2006). A segunda
proteina acessoria € uma proteina de membranaaX@MP) (ANGKAWIDJAJA et al., 2006).

Extracellular

Quter Membrane

Periplasm

Inner Membrane

Cytoplasm

Passenger protein

Figura 19: Sistema de secre¢do ABC. Onde MFP correspondeteima de fuséo de membrana e OMP corresponde a
proteina de membrana externa. (ANGKAWIDJAJA et2006).
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2. Predicdo da estrutura secundaria, regibes transembranares e andlise filogenética da
bacteriocina e transportador de bacteriocina seleonado.

A predicdo da estrutura secundaria da bacterio@malou a presenca de 30,82% e
hélices, 27,58% de folhgs e 41,60% de alcas (Figura 20). Quando comparanaeaestrutura
secundaria da bacteriocina Beevibacterium linensambas apresentaram grande similaridade de
estrutura, sugerindo assim que as duas possuensm@mamiencdo. Ja para o transportador, foi
observada a presenca de 49,66%-telices, 11,88% de folhgse 38,46% de alcas (Figura 21).
Quando comparada com a estrutura secundaria deansportador dézospirillum brasilensga

bastante estudado, as duas apresentaram granderidade de estrutura, sugerindo que as duas
possuem a mesma funcéo bioldgica.
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Figura 20: Predicdo da estrutura secundaria da linocina MEL&iazotrophicugA) e Brevibacterium linengB). A
predicdo da estrutura secundéria esta sobre arsegu®s cilindros representammhélices e as setas representam as
folhasp, enquanto as algas estao representadas por wm@agirculos apontam a diferenca entre as deasgies.
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Figura 21: Predicdo da estrutura secundaria do transpor@eldracteriocinaG. diazotrophicugA) e Azospirillum
brasilense(B). A predi¢éo da estrutura secundéria estd salseguéncia Os cilindros representairélices e as setas
representam as folhisenquanto as alcas estéo representadas por um@sa@irculos apontam as diferencas entre as
duas predicdes.

74



Ja para a predicdo das possiveis regibes transiaeands, utilizou-se o programa
TOPPRED 2 (VON HEIINE, 1992). Ele indicou uma prelaregido transmembranica
compreendida entre os residuos 164-184 para arioacta traduzida pela ORF GDI_0415 (Figura
22). Os resultados da andlise fisico-quimica dgasdeina apontaram que essa possivel

bacteriocina possui uma massa de 29,08 kDa conar@i@bacidos, um ponto isoelétrico tedrico de
4,77 e uma férmula estrutural dex63H202dN3570402S;.

Structure no, 1
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Ll: Loop length EXTRACELLULAR

KR: Number of Lys and Arg
Figura 22. Topologia das provaveis regides transmembranieakadteriocina transcrita pela ORF GDI_0415Gie
diazotrophicusFigura gerada pelo programa TOPPRED.

A Figura 23 mostra o resultado do momento hidrafdl@m relacédo a cada um dos residuos
da sequéncia primaria da bacteriocina.
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Figura 23: Momento hidrofobico em relagdo aos residuos aeiita M18 daGluconacetobacter diazotrophicus
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Para a proteina transportadora de bacteriocirsraprovaveis regides transmembranicas
compreendidas entre os residuos 166-186, 202-Z7324 e 385-410 (Figura 24). Os resultados
fisico-quimicos revelaram uma massa de 80,76 kDa ¢l aminodcidos, um ponto isoelétrico
tedrico de 9,42 e uma formula estrutural des€Elss2dN103d01020530.
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Ll: Loop length EXTRACELLULAR

KR: Number of Lys and Arg

Figura 24. Topologia das provaveis regides transmembrardocagansportador de bacteriocina transcrita peld& OR
GDI_3499 deG. diazotrophicusFigura gerada pelo programa TOPPRED.

A Figura 25 mostra o momento hidrofobico em relag@ada um dos residuos da sequéncia
priméria do transportador de bacteriocina.
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Figura 25: Momento hidrofébico em relacdo aos residuos dospartador de bacteriocina @luconacetobacter
diazotrophicus.
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A sequéncia de aminoacidos codificada pela ORF G&l5 foi alinhada com 18
sequéncias de proteinas ortdlogas, todas do fito Rtateobactérias. Uma analise pelo Pfam
mostrou que as 19 sequéncias também possuem demari® bacteriocinas. A arvore filogenética
(Figura 26) foi dividida em dois grandes ramos: oomposto por bactérias da familia das
Burkholderiaceag que possuem uma ampla distribuicdo, ocorrendountente no solo, agua,
plantas, fungos, animais e humanos (DANCE, 200QNEZRTI et al., 2000; SALES et al., 2004;
REIS et al., 2004; PARTIDA-MARTINEZ e HERTWECK, 2D0e o outro, composto por bactérias
do grupo das alfa- proteobactérias.

69 Burkholderia ambifaria MC40-6
85 Burkholderia viethamiensis G4

7 Burkholderia cenocepacia AU 1054

100 Burkholderia dolosa AUO158
%8 Burkholderia multivorans ATCC 17616
99 Burkholderia ubonensis Bu
Bordetella parapertussis 12822
82 88 Burkholderia phymatum STM815
86 Burkholderia xenovorans LB400
Acidobacterium sp. MP5ACTX8
72 9 Methylocella silvestris BL2
84 Rhizobium radiobacter K84
Methylobacterium extorquens AM1
87 Escherichia coliMS 146-1
0 Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5
85 Acetobacter pasteurianus IFO 3283-01
100 Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769
Brevibacterium linens M18

Pyrobaculum islandicum DSM 4184

Figura 26: Arvore filogenética dos genes que codificam a bamtma linocina m18dos organismos analisados,
calculada pelo métodgeighbor-Joining fornecida pelo MEGA 4.0

A arvore filogenética da Figura 27 mostra que adrarina deG. diazotrophicusesta
muito proxima da bacteriocina deetobacter pasteurianusGluconacetobacter hansenambas
da mesma familia. Curiosamente esse gene tambéui pesnelhancas com o gene para sintese de
bacteriocinas dé&. coli MS 146-1 (68% de identidade, coeavaluede 6&°%, que é uma-
proteobacteria, evolutivamente muito distante Glediazotrophicus.Porém, essa proteina esta
presente apenas nesta estirpe Eecoli. A bacteriocina codificada pela ORF 0415 Ge
diazotrophicus uma proteina altamente conservada em duas espicfamiligAcetobacteraceae
com genomas sequenciad@setobacter pasteurianus Gluconacetobacter hansenit, porém,
ausente em outras, comécidiphilium cryptum Granulibacter bethesdensisGluconobacter
oxydans Gluconacetobacter xylinugcetobacter acet Acidiphilium multivorum(BERTALAN et
al., 2009). Esse aspecto é surpreendente, poignanesm algumas sequéncias de genomas
bacterianos anotados e disponiveis de membrosnu#ifa@cetobacteraceaen presenca de genes
homélogos a bacteriocinas teria que estar restritados os membros dessa familia. Na verdade,
varios genes homologos a esse gene foram encostesmutras espécies evolutivamente muito
distantes deGluconacetobacter diazotrophicus que ndo compartiham o mesmo habitat. Em
relacdo a esse ultimo aspecto, vale ressaltar spge @RF esta localizada em uma ilha genémica
segundo Bertalan et al. (2009), o que provavelmenotie ter sido adquirida por transferéncia
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horizontal de genes, levando essa parte do genommavelmente a contribuir para a adaptacéo da
bactéria ao habitat na planta hospedeira.

Andlises por PCRs realizados por Bertalan et &D094® utilizando oligonucleotideos
especificos para ORF GDI_0415, revelaram que emistemologos dessa ORF nas diferentes
estirpes dé&s. diazotrophicusinclusive em outra espécie @Gduconacetobacteassociada a planta
(G. johannag Esse dado pode indicar a importancia da bacied@ara a adaptacdo ao estilo de
vida bacteriano endofitico, 0 que pode conferirtagens adaptativas @. diazotrophicusem
comparagao com outros microrganismos que colon@amsmo nicho.

A sequéncia de aminoacidos codificada pela ORF &89 foi alinhada com 18
sequéncias de proteinas ort6logas awalue <10%, todas do filo das Proteobactérias. Uma
analise pelo Pfam mostrou que as 19 sequénciasiggnsslominios para transportadores de
bacteriocinas. A arvore filogenética foi divididm eseis grandes ramos (Figura 27). Esses ramos
sd0 compostos por bactérias do grupo alaproteobactérias, que se associam com plantas. A
arvore filogenética também ilustra que o transplomtgara bacteriocina d&. diazotrophicusesta
muito préxima ao décetobacter pasteuriansGluconobacter oxydangmbas da mesma familia.
Este gene também possui semelhancas com o gene tpasporte de bacteriocinas de
Herbaspirillum seropedicgeque € umaB-proteobactéria, evolutivamente mais distante Gle
diazotrophicusmas compartilhando o mesmo habitat associadarags.

b ——— Giconobacter axlidans G21H
W 7 T Acetobacter pastesrianus IFO 3283-01

L s _ =5 Glaconacetobacier dizzotropiiices PAL S

i A T Giwconacetobacter Banseni ATCC 23760
e e Gramuibacter bethesdensis CRDMIH
im /l_ = N Mesoriizobiaem ol MAFF 303099

Acidiphiigm crgotum JF-5

21
T Rhodomizobinm va ket ATCC 1T 00

T~ Azaspniitm brasiense
T i bohumidte
i Bradyrhizobinmsp, ORS27S
Nitrobacter hbambrgehsis K14
Mitohactersp. Mb-3114,
MNitrobacter winogradshyihb-255
Fhodobacter sphaeroides 2.4 1
Rhodobacter capafatus 5B 1003
Ao etliCFM 42

R hizobim leguminasararn by trifolii ..
—— -~ Herbagprilue seropedcas SmR1

Figura 27: Arvore filogenética dos genes que codificam o pansdor de bacteriocindos organismos analisados,
calculada pelo métodgeighbor-Joining fornecido pelo MEGA 4.0

78



3. Construcédo dos mutantes sitio-dirigidos para baeriocina e seu transportador

3.1 Amplificagéo dos fragmentos selecionados
A amplificacdo dos genes de interesse mostrou-ggerdke para ambas as ORFs

selecionadas (Figura 28).
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Figura 28: Visualizacdo das ORFs GDI_0415 que codifica adsaxtina da familia Linocina M18 e GDI_3499 que
codifica um transportador de bacteriocina. LinhasPadrdo de massa molecular 1kb Plus DNA ladderhd.i2:
Controle negativo; Linhas 3 e 4: Produtos da aioplifio de 850 e 580 pb das ORFs GDI_0415 e GDI_84%D

diazotrophicus

Pela incorporacdo do marcador de peso moleculan Plks DNA Ladder foi possivel
verificar que o tamanho do fragmento amplificadi@d @proximadamente na regido dos 800 pb para
a ORF de GDI_0415 e abaixo de 600 pb para a OREDIe3499. Esses resultados confirmam o
tamanho obtido previsto por meio do software pDRARWN3

3.2 Verificagdo da presenca dos fragmentos clonadas plasmideo pGEM-T Easy na estirpe
DH10B deE.coli

A verificacdo da clonagem dos fragmentos na espd0OB foi realizada por meio de
analises de restricdo com a enzima EcoRlI, apoBgagdo do DNA plasmidial, conforme mostrado
nas Figuras 29 e 30.

2000 pb
1650 pb

1000 pb
850 pb —

<g== 325 pb

Figura 29: Visualizagdo em gel de agarose dos fragmentoscteriocinas (GDI0415) clonados no plasmideo pGEM-
T Easy em células DH10B d&coli (extracao plasmidial). Linha 1: Padrdo de masscutar 1 kb Plus DNA ladder;

Linha 2: Padrdo de massa molecular de 10QifgLinhas 3, 4, 5 e 6: Clones contendo a ORF GDI50digeridos
comEcaRlI.
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A partir dos resultados mostrados na Figura 29efsadconstatar o sucesso da clonagem do
gene que codifica a bacteriocina (GDI_0415) na$réat de DH10B por meio da presenca do
plasmideo de maior peso molecular quando compacado o plasmideo sem o fragmento
(controle). Como na Figura 29, a Figura 30 tambéwela a clonagem do fragmento que codifica o
transportado para bacteriocina (GDI_3499). Da mefmaa que o observado para o gene da
bacteriocina, foi confirmada a presenca nas cotodiea DH10B de plasmideo de maior peso
molecular em relacdo ao plasmideo sem o fragmeaturfle).

3000pb—> “ - - u el

2000 pb. m—- -
1650 ph  eo— '.
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Figura 30: Visualizagdo em gel de agarose dos fragmentosashsportador de bacteriocina (GDI3499) clonados no
plasmideo pGEM-T Easy em células DH10BEeoli (extragcdo plasmidial). Linha 1: Padrdo de massaauntar 1 kb
Plus DNA ladder; Linha 2: Vetor pGEMT easy vazionhas 3, 4, 5, 6, 7 e 8: Clones contendo a ORF_G489
digeridos contcaRl.

3.3 Verificacao da insergcéo do transposon nos gends interesse

Ap6s a transposicédio vitro do transposon5 e clonagem das construcdes resultantes em
DH10B, a verificagao da insercao do transposonctmees foi realizada por meio de digestdo com
as enzimas de restricddindlll e Ecarl e visualizada pelo processo de eletroforese ehdg
agarose. Os resultados apresentados na Figurali@armo sucesso da mutacao sitio-dirigida em
algumas construcdes, uma vez que o transposon NdSerse de forma aleatdria no genoma

plasmidial.
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Figura 31: Visualizagdo em gel de agarose da digestdo dgmémntos de bacteriocina (GDI_0415) e do transportad
de bacteriocina (GDI_3499), os quais foram inserido transposon Tn5. Linha 1 e 15: Padréo de pesecaiar 1kb
Plus DNA ladder; Linha 2: Padrdo de massa molectiéarl00 ngul™; Linhas 3 a 7: DNA plasmidial de clones
GDI_0415+Tn5 clivados com a enzirkfindlll e EcoRl Linhas 8 a 19: DNA plasmidial de clones GDI_3498%
clivados com a enzimidindlll e EcoRI As setas indicam os perfis esperados.

Para a mutagdo sitio-dirigida da bacteriocina, sergo do transposon nas ORFs de
interesse se mostrou eficiente para as construgédihas 3, 6 e 7 (Figura 31). Os eventos
presentes nas linhas de niumero 4 e 5 mostram gaasposon TN5 nao se inseriu no lugar correto
para que a realizacdo da mutacao sitio-dirigidaresse de forma eficiente. Em relacdo a mutacéo
sitio-dirigida para o transportador de bacteriocimainsercdo do transposon foi realizada com
sucesso nos clones das linhas 9, 10, 13 e 16.URar lado, os eventos das linhas de namero 8, 11,
12, 14, 17, 18 e 19 mostram que o transposon To5sadinseriu no lugar correto para que a
realizacdo da mutacédo sitio-dirigida ocorresseotnd eficiente. Tais diferencas sdo devidos ao
fato de que o transposon se insere de forma aleaticonstrugao.

3.4 Sitios de insercdo do transposon Tn5

O sequenciamento dos insertos nos plasmideos ratamds com oligonucleotidios FP-1
ou RP-1, que se anelam na sequéncia conhecidartgptrson e permitem a leitura do DNA que o
flanqueia, permitiu determinar o sitio de insergim elemento de transposicdo no gene. Os
resultados apresentados na Figura 32 mostram iggergao do elemento de transposicéo ocorreu a
429 pb apdés o inicio da sequéncia de GDI_0415 eogelemento de transposicdo se inseriu no
mesmo sentido da ORF GDI_0415 e a 115 pb aposio idad sequéncia de GDI_3499, porém de
forma invertida ao sentido da ORF.
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Figura 32: Representacao do sitio de insercdo do transpasémd genoma da estirpe mutante para ORF GDI_0415
(A) e GDI_3499 (B) a partir das reacfes de seqaemento.

4. Caracterizacdo molecular dos mutantes inserciorsa

4.1 PCR de colbnia

Apoés a transferéncia dos plasmideos recombinaatesgs células de PALS e obtencéo de
colénias resistentes ao antibiético canamicinaameentracdo de 200 pg:m{provaveis mutantes
das ORFs em estudo), as confirmac¢des do suceggocksso de mutagénese das ORFs GDI_0415
e GDI_3499 foram executadas por meio de PCR, anitlo-se iniciadores especificos para cada
gene e ajustando-se o0 tempo de extensdo dos miegdcomo descrito em material e métodos.
Como resultado das amplificacbes, foram obtidoslytias dos tamanhos esperados, ou seja, de
aproximadamente 825 pb para ORF GDI_0415 e de mpacamente 2046 pb para o mutante
GDI_0415::Tn5 (Figura 33). Da mesma forma, foramesbados fragmentos de cerca de 580 pb
para ORF GDI_3499 e de aproximadamente 1801 pbopamatante GDI_3499::Tn5 (Figura 34).

bl Rl <@ 0 ()G pb

Figura 33: Perfis de amplificagdo por PCR de colonia da ORM_B415 em estirpes selvagem e mutanteGde
diazotrophicus Linha 1: Padrdo de massa molecular 1 kb Plus Dadiler; Linha2: Controle negativo da reacdo de
PCR; Linhas 3 a 6: Produto da amplificacdo de 8230RF GDI_0415 da estirpe selvagem PALS.inha 7 a 9:
Produto da amplificacdo de aproximadamente 204gapd GDI_0415::Tn5 da estirpe mutante.
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Figura 34: Perfis de amplificacdo por PCR de coldnia da GRH_3499 em estirpes selvagem e mutanteGde
diazotrophicusLinha 1: Padrdo de massa molecular 1 kb Plus Dadiler; Linha2: Controle negativo da reacdo de
PCR; Linhas 3 e 4: Produto da amplificacdo de 38@®BF GDI_3499 da estirpe selvagem PAL%inha 5: Produto

da amplificacao de 1801 pb para GDI_3499::Tn5 tigpesmutante.

4.2 PCR invertido (PCRI)

Reacdes de PCRi foram executadas utilizando conidensoDNA total das estirpes PAL5
, MUT GDI_0415 e MUT GDI_3499 previamente digeridosn a enzima de restric®st (gel ndo
apresentado) e ligado com a T4-DNA ligase para ificgl as sequéncias que flanqueiam o Tn5
(Figura 35). As bandas foram purificadas e seqaeéasi para identificar o sitio de inser¢cdo do Tnb.
A comparacdo das sequéncias obtidas no sequent¢omn as depositadas no NCBI (GenBank:
AMB889285) revelou que o elemento de transposicam$erido no mesmo sentido de orientacao
do gene GDI_0415, na posicao de 428 pb do inicigelee (Figura 36A) e que, para a outra
mutacéo, o elemento de transposicao foi inseridéodea invertida em relacdo a orientacdo do
gene GDI_3499, na posicéo de 114 pb do inicio de ¢eigura 36B).

Figura 35: Produtos gerados por PCR invertido, do materinbgeco previamente digerido com a enzima de résiric
Pst e ligado com T4-DNA ligase. Linhas 1, 2 e 3: Radrde massa molecular correspondente a: 25, 80 edlyt,
respectivamente; Linha 4: Produto de PCR invertjeimdo a partir do DNA gendmico de PALdigerido comPstl;
Linha 5: Produto de PCR invertido gerado a padiDiNA genémico do mutante MUT GDI_3499 digerido cBst;
Linha 6: Produto de PCR invertido gerado a padibA gendmico do mutante MUT GDI_0415 digerido cest.
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Figura 36. Representacdo do sitio de insercédo do transposond genoma da estirpe mutante para a ORFs GDI_0415
(A) e GDI_3499 (B) a partir das reac6es de seqaemento.

5. Caracterizacdo fenotipica dos mutantes sitio-dgidos que codificam a bacteriocina
linocina M18 e um transportador de bacteriocina enGluconacetobacter diazotrophicus

5.1 Morfologia das colénias em meios especificos

As coldnias das estirpes selvagem PAL& mutantes para sintese e transporte de
bacteriocina apresentaram-se pequenas e de cojalaa meio sélido LGI-P, como descrito por
Doébereiner et al. (1995). Foi observado no meiodsOBatata-P, onde as colbnias formadas
inicialmente se apresentaram claras e umidas, @&sdongoloracdo chocolate apos sete dias de
incubacéo a 30°C.

5.2. Perfil de crescimento das estirpes PAL5e mutantes para a sintese e transporte de
bacteriocina.

A Figura 37 mostra a curva de crescimento dos negas da estirpe selvagem. Observa-se
a diferenca de turbimetria nas 48 horas de crestorentre os mutantes para a sintese e transporte
de bacteriocina (GDI_0415 e GDI_3499, respectivdg)ea a estirpe selvagem de PAL%oi
observado que, até 8 horas de crescimento, ado{ase manteve constante para todas as estirpes.
No periodo de 16 a 24 horas, a estirpe selvageesamiou uma maior turbidez do que os mutantes.
A partir da coleta de 32 horas, a turbidez entresispes tendeu a se uniformizar, apesar da
diferenca estatistica (Figura 37A).
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Figura 37: Curva de crescimento da estirpe selvagem PAdL_Hos mutantes para sintese e transporte de ibairtar
(GDI_0415 e GDI_3499, respectivamente) em meio DY®8 até 48 horas. A: Andlise por espectrofotoraetih
densidade 6tica (D.O.) de 600 nm. B: Contagem d#ades formadoras de col6nia (UFC).
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Até as 8 horas de avaliacdo, o mutante para opiaaslor de bacteriocina (GDI_3499)
apresentou maior quantidade de unidades formadimasnlénias. ApOs esse periodo, a estirpe
selvagem apresentou maior crescimento que os restaitd o tempo de coleta de 16 horas. Nos
demais tempos de coleta, todas as estirpes amem@nhimero de células semelhantes (Figura
37B). A andlise dos parametros de crescimentotifae®ALS e dos mutantes, gerados a partir de
dados obtidos na fase logaritmica (coleta nos a8 a 24 horas), estdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2: Par&Gmetros de crescimento de estirpe& déiazotrophicusia fase exponencial do crescimento em meio de
cultivo DYGS.

Estirpe N° de Geracdes (n) Tempo de Geracdo Taxa de crescimento
(9) horas (k) g.h*
PALS' 6,947 2,31A 0,43A
MUT GDI_0415 5,21A 2,66A 0,37A
MUT GDI_3499 6,007 3,06A 0,32A

Os valores sao referentes a 16 horas de crescinesitas iguais ndo diferem estatisticamente namaemluna a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

Os resultados indicam diferencas nos parametrobsath@s. Entretanto, apesar dessas
diferencas, o numero de geracbes (n), o tempo e (g) e a taxa de crescimento (k) dos
mutantes nao diferiram estatisticamente da essigheagem pelo teste de Tukey a 5% (Tabela 2).
Em todas as estirpes, uma populacdo de aproximatamé UFC.mi* foi observada na fase
estacionaria de crescimento e se manteve atélalisaanalises (48 horas de cultivo). Experimento
semelhante foi realizado por Rodrigues (2008) aquadiau a curva de crescimento de PALé&m
meio LGI-P durante 59 horas. Nesse experimentdyéamfoi observada uma concentracéo de 10
UFC.mi* quando a PAL5 atingiu a fase estacionaria. O niimero de geragdesnpo de geracéo e
a taxa de crescimento foram também muito semelkia@tem base nos resultados, pode-se concluir
gue, embora 0 meio DYGS seja mais rico por possmirsua composicdo peptona e extrato de
levedura, a composicdo do meio de cultivo ndo foifator de variagdo para o crescimento da
cultura. Aos 24 dias de cultivo, tanto os mutagiesnto a estirpe selvagem chegaram ao seu ponto
maximo de crescimento. Resultados semelhantes fermentrados por Boniolo et al. (2009) que
verificaram que o inicio da fase estacionariaGdeliazotrophicu#m meio DYGS foi na coleta de
25 horas. Os autores, porém, nao avaliaram tengosldtas posteriores a este periodo.

5.3 Producéao de acido indol acético

A Figura 38 mostra a quantificacado de auxina primdupelos mutantes e a estirpe selvagem
PAL5' deG. diazotrophicus
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Figura 38: Quantificagdo colorimétrica de auxinas no sobrantel de estirpes mutantes e selvagemCde
diazotrophicus cultivadas em meio de cultura LGI-P na presencatrggofano. Letras iguais ndo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo testuley.

Na Figura 38, observa-se que a estirpe PAltbduziu mais auxina que os mutantes, que,
por sua vez, apresentaram a mesma quantidade deR&ldrigues (2008), em seu estudo com
mutantes defectivos na producdo de auxina, obsequeua estirpe PAL5de G. diazotrophicus
produziu 80 pg.mi de auxina. O mutante defectivo para a sintesel@presentou uma produgéo
de cerca de 3,8 pg.thlOs mutantes defectivos para a sintese e traesgerbacteriocina, apesar
de produzirem em menores quantidades de AIA, o aguacteriza um efeito pleiotrépico, ndo
inibiram totalmente a produg¢do como observado nasmes do experimento de Rodrigues (2008).
Outras bactérias diazotroficas sdo capazes detizamteAlA. Estudos de Marchioro (2005)
demonstraram haver producdo de AIA em diferentetrpes de H. seropedicaee H.
rubrisubalbicans As taxas mais altas de AIA para essas duas espémiam de 31,52 e 29,90
ng.mit, respectivamente. El-Khawas e Adachi (1999) detacta producdo de 35 pg:hparaA.
amazonense Klebsiella pneumoniaapds 48 horas de cultivo. Apesar de terem sidervadas
diferencas significativas na producao de AlIA dogantes, o que provavelmente leva crer que seja
um efeito pleiotropico, esses ainda tiveram a ddpde de produzir mais auxina quando
comparados com bactérias diazotroficas de outEES.

5.4 Crescimento em meio de cultivo sem nitrogénio

Foi observada diferenca na capacidade de cres@mdependente da fixacdo de nitrogénio
na estirpe selvagem PAL® nos mutantes para a bacteriocina e seu traadporapés 4 dias de
incubacdo no meio LGI-P (Figura 39). As estirpesamies ndo apresentaram crescimento com a
formacao de pelicula caracteristica da estirpeageiw em LGI-P semissélido. Entretanto, pode-se
observar o crescimento dos mutantes quando pererameccerca de 20 dias no meio LGI-P
semissolido (Dados ndo apresentados).
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Figura 39: Visualizacdo da pelicula aerotatica formada@odiazotrophicuspoés 4 dias de incubacao a 30°C em meio
LGI-P semissélido. O branco corresponde ao meicRGém inoculagéo.

5.5 Avaliagéo da atividade da enzima nitrogenase

Os dados apresentados na Figura 40 mostram quévidade da nitrogenase foi
significativamente maior para a estirpe selvagent®Ado que para os mutantes em todos os
tempos de coleta. Também foi possivel detectananica da atividade da nitrogenase cujo maior
pico se estabeleceu na coleta com seis dias dbag&a. Essa diferenca ja era esperada, uma vez
gue os mutantes ndo formavam a pelicula caraaterisd meio LGI-P semissolido sem fonte de
nitrogénio na primeira semana de incubacao (Fig0ya
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Figura 40: Atividade da nitrogenase da estirpe selvagem engantes de PALSe em meios LGI-P semissoélido
medida pela técnica de redugdo de acetileno. Letaisisculas iguais ndo diferem estatisticamenteddéerentes

individuos na mesma coleta. Letras minUsculas sgnéo diferem estatisticamente em diferentes cletamesmo
individuo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

nmol de etileno (ml.h)™*

A partir desse resultado, um novo experimento ridlizado, e seu tratamento se
caracterizou pelo acréscimo de diferentes conagigsade fontes de nitrogénio (W80, a fim de
se obter um possivel estimulo para o crescimergardgantes no meio semissolido. Os resultados
desse experimento encontram-se na Figura 41.
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Figura 41: Atividade da nitrogenase da estirpe selvagem endasntes de PAL5 e em meios LGI-P semissélido
medida pela técnica de reducao de acetileno. Leteadsculas iguais ndo diferem estatisticamenteliéamentes doses
de (NH,),SO, no mesmo individuo. Letras minUsculas iguais riferem estatisticamente em diferentes individuos na
mesma dose de (NHSO, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A adicdo de fonte de nitrogénio no meio de cultivéo s6 ndo estimulou o crescimento das
estirpes como também reduziu a atividade da nitragge Para a estirpe selvagem, esse resultado
era esperado. Muitos trabalhos relatam que a adiggamonio reduz a atividade da enzima
nitrogenase. Hartman et al. (1986) demonstraramaqiese de 1mM de NBI inibiu totalmente a
atividade da nitrogenase emzospirillum brasilensee Azospirillum lipoferum Em G.
diazotrophicus Reis e Dobereiner (1998) também verificaram uruadg da atividade dessa
enzima enG. diazotrophicusjuando foram acrescidas diferentes concentragbbisgf .

A insercdo de elementos de transposicdoGendiazotrophicugpara estudos de gendémica
funcional € um procedimento bastante conhecido (FBR\ et al, 2002; ROUWSet al., 2008),
sendo utilizado frequentemente pelo grupo do labocade Genética e Bioquimica da EMBRAPA
Agrobiologia, para determinacdo de varias func@edenianas dé&. diazotrophicustais como:
FBN, motilidade, producdo de compostos inddlicadesao a superficies (ROUWS et al., 2008;
RODRIGUES, 2008; GUEDES, et al., 2008; MENESES,®0A premissa fundamental dessas
insercbes é que elas servem apenas como uma fateane deteccdo de uma possivel funcao
génica e que a base metabdlica de outras caréicesislos organismos transformados ndo sera
alterada pela inser¢do. Uma vez que outras caistatas tenham sido alteradas, estas sdo de maior
impacto quando se considera que a modificacaoidlasea espécie, tais como as contidas nos genes
presentes nos elementos de transposicdo, naorekstéionadas com as fungdes basicas da bactéria.

Efeitos semelhantes foram observados por Perloakh €2002). Os autores observaram que,
em G. diazotrophicusa inser¢édo de Tnbo geneglnD causou inativagdo da glutamina sintetase.
Embora esse gene ndo seja necessario para a @éxpredasnitrogenase, sua atividade foi
significativamente inibida. Rodriguez et al. (20@®servaram que a insercdo de um elemento de
transposicdo em um gene que codifica uma proteiroque térmico, também aparentemente ndo
relacionado a outros genes do metabolism@ztespirillum brasilenseinduziu algumas alteracdes
na fisiologia da célula, ocorrendo um aumento ®macgfio biolégica de nitrogénio, producdo de
exopolissacarideos e uma diminuicao significati@gproducao de acido indol-3-acético e poli-beta-
hidroxibutirato. Assim como o aumento na capacid&N, alteracdes de outros caracteres
aparentemente nao relacionados a tal caracteriatida@m ja foram relatadas, como, por exemplo,
em Azorhizobium caulinodangm que mutantes resistentes a azida, exibiramoapacidade de
FBN mais elevada (SAINI et al., 2001).

88



6. Teste de antagonismo da estirpe selvagem e mues) de sintese e transporte de
bacteriocina deG. diazotrophicus contra a estirpe ICMP 196 deXanthomonas albilineans

6.1 Teste de antagonismo induzido por UV

N&o foi observado antagonismo dos mutantes e ipeselvagem de PALS utilizada
como produtora de substancias antagobnicas, contracteria fitopatogénicX. albilineansno
tratamento sem exposi¢do a radiagdo UV (cont(dligura ndo mostrada). Contudo, quando as
suspensodes liquidas dos mutantes e da estirpegeseivimram expostas a radiacao (Figura 42), a
estirpe selvagem promoveu um halo de 2,56 cm (nu&l&repeticdes/placa), enquanto o mutante
defectivo no transporte de bacteriocina (MUT GDB®3¢ocasionou um halo de 1,53 cm na cultura
de X. albilineans.Em contraste, ndo foi observado halo de inibiciormgante com o0 gene
interrompido para a sintese de bacteriocina cantitapatogeno.

Figura 42: Antagonismo da estirpe selvagem e mutantes de PAcbntraX. albilineanssob indugdo da luz
ultravioleta por 20 minutos. A: estirpe selvagenmLBA B: mutante MUT GDI_0415; e C: mutante MUT GDI_849

Esse resultado é um forte indicio de que esta ©RFresponsavel pela sintese de uma
bacteriocina de efeito letal contra bactérias rélacionadas. Como ja discutido no Capitulo I, a
hipétese deG. diazotrophicussintetizar mais de uma bacteriocina ndo esta desea A
bacteriocina descrita por Mufioz-Rojas et al. (20G)FEsenta caracteristicas diferentes da linocina
M18 codificada pela ORF GDI_0415. Além de ser naisolabil do que a descrita pelos autores,
seu peso molecular também parece ser diferenteodMBbjas et al. (2005) verificaram pela
metodologia de SDS_PAGE que a substancia antagde&@oberta possui um peso de 3400 Da.
Andlisesin silico realizadas pelo banco de dados Expasy demonstguana GDI_0415 contém
aproximadamente 29 kDa, muito semelhante a printieibaina descrita d8revibacterium linens
que contém 31 kDa (VALDES-STAUBER; SCHERER, 1994¢m disso, Mufioz-Rojas et al.
(2005) observaram antagonismo apenas contra kafitégeneticamente relacionadas.

Os resultados obtidos sugerem que a linocina GII5Oconstitui uma ferramenta em
potencial de controle biolégico p&. diazotrophicusndo sé em cana-de-aglucar como também em
outras gramineas. Porém, mais estudos sdo neosspara avaliar a gama de fitopatdgenos que
podem ser controlados por meio de uma superexprdsssubstancia antagonica em estudo.

6.2 Teste de antagonismo induzido por D,

N&o foi observado halo de inibigdo na culturaXdelbilineansno tratamento controle (sem
adicdo de KHO,) em nenhum dos mutantes ou da estirpe selvageyjuréFndo apresentada). Como
analisado no Capitulo I, s6 houve a formacédo do lki& inibicdo no fitopatbgeno quando a
suspens&o celular da estirpe-selvagem PAdiSacrescida de 50, a 100 uM (Figura 43). Apesar
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de ter sido observado um leve antagonismo do MUTG#99 quando foi induzido com UV, a
mesma resposta ndo foi observada com o tratameradigdo de peroxido (Figura 43). Nas demais
concentracfes, ndo foi observada a atividade deéndias antagbnicas para a estirpe selvagem e
para os mutantes. O mutante para a sintese deribeicie ndo acarretou a inibicdo dé
albilineansem nenhum dos tratamentos analisados.

Figura 43: Avaliacao da inducdo de,B8, (100 uM) na sintese de substancias antagdnicastitae selvagem de
PAL5' (A) e os mutantes MUT GDI_0415 (B) e MUT GDI_34@) deG. diazotrophicugontraX. albilineans

Como ocorre enPseudomonas aeruginog€HANG et al., 2005), os resultados indicam
que o perodxido de hidrogénio € capaz de induzintese de bacteriocina e@ diazotrophicus
Como ja relatado anteriormente, sabe-se que o igerdble hidrogénio pode induzir a quebra dos
desoxiribonucleicos em fita simples de DNA (ANANTBWAMY; EISENSTARK, 1977). Ou
seja, como acontece quando as células sdo exmostadiacdo UV, o perdxido de hidrogénio
também pode induzir o sistema SOS de resposta.gCéaml. (2005) estudaram a expressao
diferencial de proteinas dseudomonas aeroginogaando suas células foram expostas a 1mM de
perdxido de hidrogénio por 20 minutos. Os autom#figaram que, para um total de 5.700 genes,
805 foram expressos e 827 tiveram sua express@ionig@ na presenca da substancia. Além da
expressdo de genes do mecanismo de protecdo celslautores observaram que a presenca do
H,O, acarretou uma forte inducdo da sintese de piacldasresultados mostrados na figura 43
corroboram com as conclusdes de Chang et al. (2005)

90



CONCLUSOES
i) Nao foram observadas diferencas entre os mutanéesstirpe selvagem em relacéo a
coloragéo e morfologia das col6nias em meios ebpexi

i) A estirpe selvagem e o mutante MUTGDI_3499 inibiramcrescimento deX.
albilineansapods exposicao da cultura em meio liquido a luavitileta.

iii) O mutante MUT GDI_0415 ndo produziu antagonismotreoX. albilineansquando
suas células foram irradiadas pela luz ultravioleta

iv) O mutante MUT GDI_0415 ndo produziu antagonismotreoX. albilineansquando
suas células foram submetidas agOpl um indicativo de que a ORF GDI_0415 é
realmente a responsavel pelo efeito antagdnico.
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CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de compostos antimicrobianos por bagétiazotroficas contra fitopatbgenos
se apresenta como uma poderosa ferramenta pataidiesnoldgicos no controle de patdégenos de
diversas culturas como, por exempl&.albilineansgue causa prejuizo para a cana-de-acgucar.

Os estudos discutidos no primeiro capitulo mostranaantagonismo da estirpe PAL8e
Gluconacetobacter diazotrophicaentra as bactéridderbaspirillum seropedicae Herbaspirillum
rubrisubalbicansquando culturas liquidas de PALforam expostas a radiacdo UV. O mesmo
efeito foi observado contra a estirpéerbaspirillum rubrisubalbicansquando foi acrescido
peréxido de hidrogénio, na concentracéo de 100 erivicultura liquida da estirpe PALZESsses
resultados sugeriram que a producéo de compostinsiaobianos pela estirpe PALSecessitou
de inducdo de um agente externo nos experimenatigagosin vitro. Essa mesma inducgéo foi
necesséria para a producdo do antagonismo cofitralbilineans. Diversos trabalhos ja
demonstraram a necessidade de inducdo por ageuniescos e fisicos para a producdo de
compostos antimicrobianos denominados bacteriocDagquenciamento completo do genoma de
G. diazotrophicusfacilitou a identificacdo dos genes aparentemestacionados a sintese e
transporte dessas substancias antagonicas. Além gigssibilitou isolar e interromper esses genes
com o intuito de avaliar sua funcionalidade e ®lacéo com o antagonismo observado coXtra
albilineans Foi constatado que a ORF GDI_0415 é a respongieiel antagonismo contra a
bactéria. Ja o mutante com a ORF_3499 interromaodaretou um leve antagonismo contra
albilineans quando exposto a radiacdo UV. Possivelmente, dw@iam transportador deve estar
envolvido na secrecdo da bacteriocina. A caractediz e manipulacdo desses genes,
principalmente o da bacteriocina, poderéo dar sa@onovos estudos visando ao desenvolvimento
de um produto biotecnol6gico para uso em escalarmah no controle bioldgico de doencas.

Desde a década de 60, na area de biotecnologlardmons, a bacteriocina nisina produzida
por Lactococcus lacti$ utilizada e produzida em escala comercial. Rosdoomo Nisaplifi e
Novasitf & base de nisina s&o largamente utilizados nastiias como conservante natural de
produtos lacteos, molhos, carnes e enlatados, ymragdo letal contra uma gama de bactérias
Gram-positivas. No controle biologico agricola, acteriocina mais conhecida é a agrocina 84,
produzida pela bactéria transgénRlaizobium radiobacteque possui atividade antagdnica contra
Rhizobium tumefacieresRhizobiunrhizogenesO produto comercial conhecido como NOGALL
é utilizado contra o agente etioldgico da galhaa®a e usado em sementes, raizes e caules de
algumas plantas frutiferas e de arvores e plantaentais, sendo destinado principalmente ao
uso em casa de vegetacao e viveiros. O produtonérc@lizado em forma de inoculante turfoso
com células viaveis de. radiobactere, segundo o fabricante, contém pelo menos 1,5WEC.g*
de turfa ou 2,64 x TOUFC.mI* de solucdo em agua.

Pelas leis brasileiras que regulamentam o conttalqualidade dos inoculantes comerciais
(Instrucdo Normativa n° 13, de 24 de marco de 204APA), 0s que contém microrganismos
diazotroficos para simbiose com leguminosa deverasaptar uma concentracdo de, no minimo,
10° células viaveis por grama ou mililitro do produ&®é a sua data de vencimento. Ja para os
demais inoculantes, formulados com bactérias atswas e promotores de crescimento de plantas,
a concentracdo de microrganismos sera informadarouesso de registro do produto, de acordo
com a regulamentacdo especifica emitida por cemérgesquisa oficial ou credenciado pelo
Ministério de Agricultura, Pecuéria e AbastecimeiMa\PA).

O inoculante desenvolvido pela Embrapa para a deragticar contém 1@élulas.d de
turfa e deverd ser produzido comercialmente peatagresas Agrolatino Fertilizantes Especiais;
Fish Industria e Comércio de Fertilizantes Ltdayll8t do Brasil e Turfal Industria e Comércio de
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Produtos Biolégicos Ltda. Além do inoculante paranade-aglcar, a Embrapa também
desenvolveu o AzoTotal um inoculante para trigo e milho & baseddespirillum brasilense
Segundo Ferreira (2008), a qualidade do inoculesté condicionada ao tipo de veiculo,
umidade, aeracdo e as condicbes ambientais a gubnéetido até a sua utilizacdo. Segundo o
autor, as condi¢cdes ambientais influenciam diretdena sobrevivéncia do microrganismo usado, o
gue pode ser explicado pelas variacdes observaplasimero de bactérias. Uma vez que o
inoculante de cana-de-acucar contém mais de unégiesgm sua composicao, a interacao entre as
bactérias, tais como competicdo, sintese de suim$dmntagonicas, dentre outras, deve ser
considerada. Como demonstrado neste estudo, aribaBtédiazotrophicus$ capaz de produzir
baixa concentragdo de substancias antagonicasda@uexposta a UV, contra as estirpds
seropedicaee H. rubrisubalbicans mas ndo contra as espéchksamazonense B. tropica A
caracteristica endofitica dessas bactérias podmesiderada vantajosa, uma vez que a colonizacao
interna dos tecidos das plantas deve protegerd8rias dos raios UV, reduzindo assim qualquer
efeito direto. Recentemente, Lery et al. (2010eokwam que a linocina M18 (ORF GDI_0415) é
um dos genes diferencialmente expressos qudhdaiazotrophicusé inoculada em plantas
micropropagadas de cana-de-agUcar da variedadee€h@omo a previsdo para 0 uso do
inoculante é via toletes ou por pulverizacdo sa@breoca da cana-de-agUcar, a possibilidade de
inducdo de substancias antagodnicas torna-se pedaetratanto, caso a inoculacéo seja feita via
foliar, as chances serdo maiores e, portanto, merestudos adicionais. Apesar da possibilidade
de a inducao de bacteriocina afetar as espécieeid@spirilumpresentes no inoculante, o grande
desafio refere-se a capacidadeGialiazotrophicusnibir a bactériaX. albilineans podendo tornar-
se uma ferramenta interessante no controle doafidgeno. Além disso, abriu possibilidades de
novos estudos visando identificar possiveis anfagws contra outros patégenos e, dessa forma,
expandir a sua aplicacdo para outras gramineas. pwosaibilidade biotecnoldgica seria a
superexpressao da bacteriocina por promotoresepgéisnados da propria. diazorophicugpara
serem ativados em condi¢cdes definidas do desenvehto da planta de cana-de-acucar. Contudo,
uma avaliacdo cuidadosa do antagonismo contra rgamsmos ndo alvos deve ser levada em
consideracdo. Este trabalho se mostra pioneirodpbinir a ORF_0415 como responséavel pela
expressao da bacteriocina e pelo antagonismo cEntatbilineans Além das possibilidades aqui
levantadas, outros estudos se fazem necesséari@opamtendimento da dindmica da relacédo de
antagonismdsluconacetobactefitopatdogeno, principalmente a longo prazo, ja seeislumbra a
producdo de um produto biotecnolégico para fins exgiais visando ao controle bioldgico de
fitopatégenos em culturas como a cana-de-agucaira@sogramineas.
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ANEXOS
Meios de cultivo e solugdes utilizadas

1. Meio de cultivo DYGS(RODRIGUES NETO et a|1986)

Glicose 2,00

Peptona bacteriolégica 15¢g

Extrato de levedura 20g

KoHPO, 059

MgSO,. 7H,O 05¢9

Acido glutamico 1,59

Agua destilada 1000 ml (q.s.p)

Todos os ingredientes foram adicionados a agudatkse o pH do meio foi ajustado para 6,0 com
solucdo de KOH 10%. Para o preparo de meio s@idicjonou-se 15 g'lde agar bacteriolégico.

2. Meio de cultivo LB(SAMBROOK et al., 2000)

Triptona 109
Extrato de levedura 59
Cloreto de sédio 50
Agua destilada 1000 ml (g.s.p)

Todos os ingredientes foram adicionados a agudlatkste o pH do meio foi ajustado para 6,0.
Para o preparo de meio sélido, adicionou-se I5dglagar bacteriolégico.

3. Meio de cultivo C2(TEIXEIRA et al, 1999)

Glicose 15,09

Peptona bacteriolégica 10,09

Extrato de levedura 5,09

NacCl 5,09

Agua destilada 1000 ml (g.s.p)

Todos os ingredientes foram adicionados a agudatkst o pH do meio foi ajustado para 6,0.

4. Meio de cultivo LGI-P (DOBEREINER et a| 1995)

Acucar cristal 100 g

Ko.HPO, 0,29

KH.PO, 0,69
MgSQO,.7H,0O 0,29

CaCb.2H,0 0,02 g
Na2Mo04.2H20 0,001 ¢
FeCk.6H.0 0,01g

Azul de bromotimol 5mi

Solucéo de vitaminas* 1mi

Agua destilada 1000 ml (g.s.p.)
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Todos os ingredientes foram adicionados a agudatkse o pH do meio foi ajustado para 5,5, com
solucdo de acido acético 10%. Para o preparo de s@ido, adicionou-se 25d.Ide agar
bacterioldgico.

*A solucdo de vitaminas utilizada consiste em Ifd® biotina e 20 mg de vitamina B6 em 100 ml|
de agua destilada.

5. Meio de cultivo LGI-P modificado

No preparo do meio LGI-P modificado, todos os id@etes, exceto o azul de bromotimol, foram
adicionados a agua destilada. Adicionou-se ain8a @,I* de (NH,),SOs. O pH do meio foi
ajustado para 5,5, com solucéo de acido acético 10%

6. Solucdo de L-Triptofano (10 mg.mt)

L-triptofano 19
Agua destilada 100 ml (g.s.p)

O L-triptofano deve ser dissolvido em 10 ml de agadicionando-se aos poucos uma
solucdo de NaOH até a completa dissolucdo. Apospledan o volume para 100 ml de agua
destilada e esterilizar por filtracéo (0,22 pm)jcexhando-se 1 ml da solucéo estoque para cada 100
ml de meio de cultura.

7. Reagente de SalkowsKGORDON; WEBER, 1952)

FeCk.6H,0 (0,5M) 1 ml
HCIO, (35%) 50 ml

As solucbes devem ser preparadas separadameniestien deve ser feita previamente ao uso.
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