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RESUMO

SILVA, José Rodrigo. Envolvimento da enzima envZ nos processos de osmotolerancia e
fixacao biologica de nitrogénio. 2013. 35f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia
do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica diazotréfica isolada
originalmente de plantas de cana-de-agucar e utilizada como biofertilizantes na cultura. A fim
de prospectar novos genes envolvidos direta ou indiretamente na Fixacdo Bioldgica de
Nitrogénio (FBN) em G. diazotrophicus (PALST), foi realizada, em trabalhos anteriores, a
selecdo de mutantes afetados neste processo. A estirpe selecionada, Mut29, foi mutada em
gene homodlogo a envZ, que codifica uma proteina osmosensora. Em outras bactérias essas
proteinas estdo envolvidas na transducdo de sinal a respostas fisiolégicas, como:
osmorregulacdo, motilidade, e na producdo de polissacarideo extracelular envolvido na
patogénese de plantas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a fun¢do osmosensora
da proteina codificada pelo homoélogo a envZ de G. diazotrophicus. Para tal, as estirpes
utilizadas Mut29 e PAL5" foram crescidas em meio do cultivo LGI-P contendo concentragdes
crescentes dos osmolitos sacarose, polietilenoglicol (PEG400) ou cloreto de sédio (NaCl).
Neste meio foi avaliada a formacgdo de peliculas aerotaticas, atividade da redugdo de acetileno,
motilidade, formagao de biofilmes e andlise da expressao de alguns genes por RT-qPCR.
Como resultado observou-se que e estirpe PALS5" foi capaz de formar pelicula e reduzir
acetileno em todas as concentragdes dos osmolitos utilizados, com excecdo para algumas
concentracdes de cloreto de sédio. O Mut29 ndo foi capaz de formar pelicula, caracteristica de
microrganismo diazotréfico, nem de fixar nitrogénio em nenhum dos tratamentos e meios
utilizados. Por outro lado, o crescimento desse mutante em altas concentragdes de diferentes
osmolitos ndo foi afetado em relacdo 2 PALS", indicando que existem outros mecanismos
relacionados a osmotolerincia em G. diazotrophicus. Os testes de motilidade e formacao de
biofilmes indicam que em PALS5", envZ estd relacionada a producdo ou movimentacio de
flagelos. Como conclusdo, envZ tem importantes funcdes no metabolismo de G.
diazotrophicus, que necessitam ser elucidadas, sugerindo que outros estudos sejam realizados.

Palavras-chave: FBN. Osmossensor. Diazotréfica. Cana-de-actcar.



ABSTRACT

SILVA, José Rodrigo. Involvement of EnvZ enzyme in osmotolerance and biological
nitrogen fixation processes. 2013. 35p. Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil
Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Gluconacetobacter diazotrophicus is an endophytic diazotrophic bacterium originally isolated
from plants of sugarcane and used as biofertilizers in culture. In order to prospect new genes
involved directly or indirectly in Biological Nitrogen Fixation (BNF) in G. diazotrophicus
(PAL5") in previous studies was performed to select mutants affected in this process. The
strain selected Mut29 was mutated in envZ gene homologous to that encoding an osmosensore
protein. In other bacteria these proteins are involved in signal transduction to physiological
responses such as: osmoregulation, motility, and production of extracellular polysaccharide
involved in the pathogenesis of plants. This study aimed to evaluate the function of the
osmosensore protein encoded by homologous to envZ of G. diazotrophicus. For this, the
strains used PALST and Mut29 were grown in the cultivation LGI-P containing osmolytes
increasing concentrations of sucrose, polyethylene glycol (PEG400) or sodium chloride
(NaCl). This medium was evaluated tactical air film formation, acetylene reduction activity,
motility, biofilm formation and analysis of expression of some genes by RT-qPCR. As a
result it was observed that the strain PAL5" was capable of forming film and reduce acetylene
at all concentrations of osmolytes used, except for some concentrations of sodium chloride.
The Mut29 was not capable of forming film, characteristic of microorganism diazotrophic or
to fix nitrogen in large concentrations of any of the treatments and medium. Moreover, the
growth of this mutant at higher concentrations of different osmolytes was unaffected relative
to PAL5", indicating that other mechanisms related to osmotolerance in G. diazotrophicus.
Tests for motility and biofilm formation in PALST indicate that envZ is related to production
or handling of flagella. In conclusion, envZ has important functions in the metabolism of G.
diazotrophicus, which need to be elucidated, suggesting that further studies should be
conducted.

Keywords: BNF. Osmosensor. Diazotrophic. Sugarcane.
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1- INTRODUCAO

A cultura de cana-de-acuicar (Saccharum spp) exerce um papel de grande
importancia na economia de diversos paises, tendo maior destaque nas economias de paises
tropicais, em especial os da América Latina. O Brasil € atualmente o maior produtor mundial
desta cultura com uma producdo estimada de 596,63 milhdes de toneladas para uma drea
plantada acima de 8,5 milhdes de hectares, tendo um aumento de 670 mil hectares em relagdo
a safra 2011/2012. Esses dados, além de mostrarem a importancia incontestavel dessa cultura
para o pais, mostram também, que mesmo sendo cultivada ha muito tempo, ainda continua em
expansao (CONAB, 2012).

E sabido que Poaceas como a cana-de-acticar sdo beneficiadas pela associagio com
bactérias diazotrdficas, que fixam o nitrogénio atmosférico que € uma alternativa importante
para a substitui¢cdo, mesmo que parcial, da adubag@o com nitrogé€nio. Assim, diversos estudos
tém sido realizados na busca de diminuir a adubac¢@o nitrogenada, como por exemplo, 0 uso
de gendtipos com maior potencial para FBN, praticas no manejo da cultura (XAVIER, 2002),
e a selec@o de estirpes de bactérias eficientes (OLIVEIRA et al., 2002).

Desde os primeiros trabalhos de Johanna Ddobereiner no fim da década de 1950,
pesquisadores levantaram a hipdtese de que microrganismos fixadores de N, poderiam
desenvolver-se na rizosfera ou estar associados as plantas de cana-de-acucar e serem
responsaveis por significativas contribui¢des de N proveniente da atmosfera para a nutri¢ao
das plantas (XAVIER, 2002).

Depois do desenvolvimento do possivel inoculante para cana-de-acticar, OLIVEIRA et
al. (2006) avaliaram o efeito da inoculacio de misturas bacterianas em material
micropropagado das variedades SP701143 e SP813250 e verificaram que aproximadamente
30% do nitrogénio acumulado foi proveniente da fixagdo biolégica de nitrogénio atmosférico.
Esses resultados indicam que a combinagdo das espécies Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum  rubrisubalbicans,  Azospirillum  amazonense, Gluconacetobacter
diazotrophicus e Burkholderia tropica no inoculante ¢ uma estratégia vidvel para melhorar a
FBN e a produtividade da cultura.

G. diazotrophicus € uma bactéria Gram-negativa e aerébica que pertence a sub-classe
das a-proteobactérias. Membro do género Gluconacetobacter da familia Acetobacteraceae,
essa espécie € capaz de oxidar etanol a 4cido acético e apresenta-se em forma de bastonetes
retos com extremidades arredondadas e dimensdes aproximadas de 0,7 x 0,9 x 2,0 pm
(CAVALCANTE, 1988; MUTHUKUMARASAMY, 2002).

Além da promoc¢do do crescimento vegetal via FBN, G. diazotrophicus também ¢é
responsdvel pela solubilizacdo de P e Zn (LINU et al., 2009), sintese de fitohorm6nios como
auxina (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993) e giberelina (BASTIAN et al., 1998) e produz
compostos antagonicos como bacteriocinas que tem a fung¢do de impedir o crescimento de
possiveis microrganismos fitopatogénicos (BLANCO et al., 2004).

Um mutante de G. diazotrophicus foi desenvolvido por GUEDES (2010),
interrompendo a ORF GDI_3079, que codifica uma proteina pertencente a classe de proteinas
histidina quinases sensoras, com alto grau de similaridade com a proteina osmosensora EnvZ
de Escherichia coli. Esta classe de proteinas estd envolvida na transdugdo de sinal em
bactérias, com fun¢do descrita para organismos como E. coli, Salmonella sp., Erwinia
amylovora e outras, estando envolvida em processos como osmorregulacdo, metabolismo
celular, motilidade, producdo de polissacarideo extracelular envolvido na patogé€nese de
plantas e outros. Tendo em vista a importancia das proteinas quinase nas vias de transdugao
de sinais que levam a expressdo da nitrogenase, GUEDES avaliou a expressdo dos genes nifA,
nifD, glnA e gltD, tanto no mutante quanto na estirpe selvagem e, os resultados obtidos



sugerem que a proteina histidina quinase (GDI_3079) est4 envolvida na regulacdo da FBN em
G. diazotrophicus.

Para os genes nifA e nifD que sdo um regulador transcricional da nitrogenase € uma
subunidade da mesma, respectivamente, os resultados em LGI-P onde o conteido de sacarose
¢ de 10% (relativamente alta) o Mut29 apresentou baixo nivel de expressdao para esses dois
genes, diferindo de PAL 5T, Quando cultivados em LGI (0,5% de sacarose) os resultados
foram o oposto. Ja a expressdo relativa da glutamina (glnA) e glutamato sintase (gltD) foi
maior no mutante do que na selvagem em resposta as baixas concentracdes de ions amonio
refletida pela auséncia do nitrogénio fixado nessa condicao.

Estes resultados abriram novas perspectivas para o papel dessa proteina na FBN, em
especial para a compreensdo das vias de transducdo de sinal que possivelmente atuam na
regulacdo da FBN e na osmotolerancia de G. diazotrophicus.

Dessa forma, o objetivo dessa disserta¢do foi de avaliar o papel da enzima EnvZ e sua
possivel relacio com a osmotolerancia, fixacdo bioldgica de nitrogénio e sua possivel
participacao na formacao ou movimentagdo de flagelos em G. diazotrophicus.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Fixacao Biolégica de Nitrogénio em Cana-de-aciicar

Para um bom desenvolvimento de culturas como a cana-de-agucar, além da
disponibilidade de dgua, existe a necessidade de solos férteis, sendo o Nitrogénio um dos
elementos mais requeridos. Constituindo a maior parte da atmosfera, esse elemento nao esta
prontamente disponivel para as plantas; entretanto, representa um dos mais importantes para o
desenvolvimento vegetal, podendo ser fornecido por meio de descargas elétricas, da adubacdo
com fertilizantes quimicos, da mineralizacdo da matéria organica presente no solo e pela
Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) (FERNANDES, 1978; VAN LOON e DUFFY,
2001).

Uma das grandes vantagens da incorporacdo de nitrogénio via FBN aos diferentes
ecossistemas de nosso planeta € a economia substancial de energia féssil empregada na
producdo de fertilizantes nitrogenados necessdrios para atender a demanda da agricultura
mundial (DIXON e KAHN, 2004).

A interacdo entre bactérias diazotréficas endofiticas e plantas da familia das Poaceae é
um tipo particular de associacdo, pois as bactérias colonizam os tecidos vegetais sem causar
qualquer sintoma de doenca, e promove o crescimento da planta. (DOBEREINER, 1992).

Estudos realizados por URQUIAGA et al. (1992) mostraram que alguns gendtipos de
cana-de-actiicar podem obter até 60% das suas necessidades de nitrogénio via FBN. Outros
estudos utilizando a técnica de Dilui¢do do Isétopo N relatam que a contribui¢io da FBN
para variedades de cana colhidas em dreas produtoras no Brasil é em média de 30%
(BODDEY et al., 2001). Em variedades de cana-de-acticar do Uruguai, a FBN levou uma
incorporacio de N entre 34,8 ¢ 58,8% (TAULE et al., 2012). Plantas micropropagadas e
inoculada com a estirpe selvagem PAL5" de Gluconacetobacter diazotrophicus, levaram a um
aumento de 28% no peso fresco da parte aérea da planta em relagdo as plantas nao inoculadas
com esta bactéria (BALDANI et al., 1999).

Em plantas micropopagadas inoculadas com a mistura de diferentes espécies de
bactérias diazotréficas levou a uma contribui¢do pela FBN de até 30% do Nitrogénio total
acumulado, mostrando que hd uma sinergia entre essas bactérias que agem melhor em
conjunto do que quando inoculadas separadamente (OLIVEIRA et al., 2002); contudo, outros
trabalhos de colonizac@o detectaram que pode haver antagonismo entre algumas das estirpes
componentes do inoculante (OLIVEIRA et al., 2009).

O primeiro inoculante para cana-de-agucar, contendo as bactérias Gluconacetobacter
diazotrophicus (REIS et al., 1994), Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans
(OLIVARES et al., 1996), Azospirillum amazonense e a espécie Burkholderia tropica (REIS
et al., 2004; PERIN et al., 2006) foi lancado em 2008 pela EMBRAPA Agrobiologia sendo
que os estudos sobre a efici€ncia e impacto na nutricdo nitrogenada da cultura ainda estdao em
andamento (REIS et al., 2009).

A inoculagdo proporcionou significativa contribuicdo da FBN para a variedade de
cana-de-actiicar SP70-1143, em solos de baixa fertilidade, e promoveu produtividades
similares as dreas que receberam fertilizante nitrogenado (OLIVEIRA et al., 2006).
SCHULTZ et al. (2012), estudando a contribui¢do do inoculante para cana-de-agicar em
algumas variedades, observou que a variedade RB867515 apresentou uma quantidade de N
total acumulado na parte aérea similar ao controle com adubacdo nitrogenada em condicdes
de campo. PEREIRA et al. (2013) realizando experimentos também em campo observaram

N

que essa mesma variedade respondeu positivamente a inoculacido com as bactérias
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diazotréficas. Sendo assim, a FBN em cana de agucar € dependente das variedades utilizadas,
niveis de fertilidade e manejo da cultura.

2.2 - Genes envolvidos no Processo de FBN de Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus foi originalmente isolada de raizes de cana-de-
acticar por CAVALCANTE e DOBEREINER (1988). E caracterizada como gram-negativa
pertencente ao grupo a-proteobactéria e fixa nitrogénio em condi¢des microaerdbicas. Tem
sido considerada uma das mais importantes na cultura da cana-de-acucar, sendo encontrada
em alto niimero, colonizando o interior de tecidos de raizes, colmos e folhas (CAVALCANTE
e DOBEREINER, 1988), tanto em cultivares plantadas no Brasil, como na Argentina,
Uruguai, México, Cuba, Estados Unidos, India, Canadd e Austrdlia (DONG et al., 1994,
BALDANI et al., 1997, MUTHUKUMARASAMY et al., 1999). Além da cana-de-acticar,
também foi isolada de outras plantas, como: batata-doce, café (JIMENEZ-SALGADO et al.,
1997), capim-elefante (REIS et al., 1994), abacaxi (TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000),
Eleusine coracana (LOGANATHAN et al., 1999) e arroz MUTHUKUMARASAMY et al.,
2005; 2007). E encontrada até mesmo em insetos que infestam a cana-de-acticar (ASHBOLT
e INKERMAN, 1990).

Além da promog¢do do crescimento vegetal via FBN, G. diazotrophicus também pode
contribui na secrecdo de dcidos organicos, sintese de fitorreguladores sendo também
produtora de bacteriocina (BERTALAN et al., 2009). Apresenta capacidade de se desenvolver
em baixo pH (5,0 a 3,0), produz 4cido acético a partir de etanol e tolera altas concentracdes de
sacarose (10% a 30%); TEIXEIRA et al., 1997). Essa capacidade de se desenvolver em altas
concentracdes de sacarose e baixo pH sugere a existéncia de mecanismos muito eficientes de
protecao contra a acidez e de osmotolerancia (STEPHAN et al., 1991; ALVAREZ e DRETS,
1995; REIS e DOBEREINER, 1998). Uma vez que a sacarose ndo pode ser transportada ou
metabolizada por G. diazotrophicus, esta secreta uma enzima, a levansucrase, que € capaz de
hidrolisar sacarose em frutose e glicose (BATISTA et al., 1999; MARTINEZ-FLEITES et al.,
2005).

Estudos sobre a genética e bioquimica da FBN em G. diazotrophicus revelaram que os
genes estruturais para nitrogenase (nifHDK) sdo organizados em um agrupamento
(GDI_0425-GDI_0454), que também contém outros genes relacionados a fixacdo de Ny,
como: fixABCX, modABC e nifAB. Outros genes, ntrX, ntrY e ntrC (GDI_2263, GDI_2264 ¢
GDI_2265) estdo localizados em outras partes do cromossomo compondo um agrupamento de
5,2 kb (BERTALAN et al., 2009).

Acredita-se que em G. diazotrophicus a principal via para assimilacao de amoOnia
ocorre pela via glutamina sintetase / glutamato sintase (GS / GOGAT codificadas pelos genes
glnA e gltDB, respectivamente) (ALVAREZ e DRETS, 1995); contudo, a anélise do genoma
sugere a existéncia de rotas alternativas, onde as possiveis enzimas NAD-sintase (GDI_0919),
aminometiltransferase (GDI_2317), histidina amonia-liase (GDI_0550) e D-amino &cido
desidrogenase (GDI_2422) que possam incorporar a amdnia em diferentes compostos
(BERTALAN et al., 2009).

Os genes fix desempenham um papel essencial para a FBN, principalmente no
mecanismo de regulacdo da transcri¢do dos genes nif. O operon fixLJ em Sinorhizobium
meliloti, codifica produtos que sdo essenciais para a fixacdo de nitrogénio simbidtica e
respiracdo anaerdbica do nitrato e, além disso, diversos autores observaram que o produto
desses genes constituem um sistema de dois componentes responsdvel pela regulacdo da
expressdo dos genes nif/fix em resposta a baixos niveis de oxigénio (DAVID et al., 1988;
HERTNG et al., 1989).

Os genes nifHDK em G. diazotrophicus sao responsdveis pela estrutura da
nitrogenase, enquanto que os nifE, nifN e nifX codificam os cofatores para a enzima. Os genes
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ntrB, ntrC, ntrX e ntrY codificam proteinas sensoras dos niveis de nitrogénio nesta bactéria
(GUEDES, 2010).

Em diazotréficos simbidticos, a transcri¢do dos genes nifA e fix é predominantemente
controlada pelo sistema de dois componentes FixL-FixJ que atuam em funcdo da
concentracdo de oxigénio, juntamente com FixK, ou por o sistema redox-sensor RegS-RegR
(DIXON e KAHN, 2004). Em proteobactérias, o sistema de dois componentes NtrB/NtrC
responde aos niveis de nitrogénio juntamente com proteinas sensoras do tipo PII regulando
assim a expressao dos genes nif em G. diazotrophicus.

2.3 - Transducdes de Sinais e Osmoadaptacao em Bactérias

Os microrganismos podem, para sobreviver, alterar a sua morfologia, fisiologia, forma
de crescimento e transcricdo de genes em resposta as alteracdes no meio onde vivem, como a
baixa ou excessiva disponibilidade de nutrientes, aceptores de elétrons para a respiragdo,
mudancas na temperatura, pH e osmotolerancia (WHITE, 2000). Tais adapta¢des sao devidas
a sistemas nos quais se transmitem sinais através da membrana celular para alvos
intracelulares especificos, que podem levar a transcri¢do de genes, ativacdo de enzimas ou
funcionalidade de componentes celulares, como por exemplo, a movimentac¢do de um flagelo.
Dentre esses sistemas, as histidinas quinase sao enzimas que se destacam. Na maioria dos
casos, o sinal causa a ativacdo ou inativacdo de fatores de transcricdo citoplasmaticos, os
quais sao normalmente fosforilados podendo ser chamado de reguladores de resposta que
junto com as histidinas formam um sistema de dois componentes (WHITE, 2000).

As histidinas quinases foram classificadas em trés grandes grupos por MASCHER et
al. (2006). O maior grupo contém uma regido sensora periplasmatica (ou extracelular), que é
estruturada por pelo menos duas regides transmembranares. O segundo € composto por
histidinas quinases que se associam a membrana plasmatica através de vdrias regides
transmembranas ligados por uma cadeia de aminoécidos curta. Geralmente, esse grupo €
responsavel pela percepcdo de sinais envolvidos com propriedades mecanicas do envelope
celular, como: turgor e estresse mecanico. O terceiro grupo compreende as histidinas sensoras
citoplasmadticas e inclui, tanto proteinas ancoradas na membrana como, proteinas soliveis,
contendo dominios de entrada, ou seja, sensor de sinal citoplasmatico, sendo que este ultimo
grupo € o responsavel pela percepcao dos niveis de Oy’

Para que células bacterianas possam sobreviver em ambientes com altas pressoes
osmoticas, é preciso manter uma pressao intracelular maior do que a do meio de crescimento,
a fim de gerar turgor celular, geralmente considerada como a for¢ca motriz para extensdao do
crescimento celular e divisdo (CSONKA, 1989). A capacidade de adaptar-se a mudancas na
osmolaridade do ambiente externo €, portanto, de fundamental importancia para o
crescimento e sobrevivéncia, e, como tal, as células procaridticas t€ém evoluido no nimero de
estratégias para lidar com flutuagdes na pressao osmotica onde vivem (SLEATOR e HILL,
2001).

De modo geral, existem duas estratégias de osmoadaptacdo que evoluiram para lidar
com osmolaridade elevada: (i) acumulacdo de sal no citoplasma e (ii) acimulo de osmdlitos
organicos ou solutos compativeis (GALINSKI e TROPER, 1994). Tipico das bactérias da
familia das Halobacteriaceae, o primeiro tipo acontece com a entrada de sal (KCl) dentro das
células com o objetivo de equilibrar o conteudo citoplasmético com o meio externo, em contra
partida, para isso € requerido pela célula uma série de adaptagdes na sua estrutura para resistir
essa pressao interna apds a entrada dos fons (SLEATOR e HILL, 2001).

Mudangas nos fluxos de dgua no meio podem levar a lise celular (ambiente
hipotdnico) ou plasmdlise e desidratacdo (ambiente hipertdnico). Em resposta a esse estresse,
inicialmente as células bacterianas aumentam seus niveis de K" (EPSTEIN, 1986), seguido de
um aumento drastico das concentragdes de osmoprotetores no citoplasma, seja por sintese ou
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absor¢do, sendo responsaveis pelas respostas secunddrias ao estresse. Esses osmoprotetores
sdo chamados de solutos compativeis e sdo moléculas altamente soliveis que ndo interagem
com proteinas, facilitando a sua acumulacdo em alta concentracdo intracelular e podem ser
aminodcidos, glicina betaina, prolina, actcares ou dlcoois de acticar (RECORD et al., 1998).

Para que as bactérias codifiquem enzimas que vao lhe ajudar durante a sobrevivéncia
em condicdes de alta pressdo osmotica, primeiro a célula percebe, por meio de sinais,
mudancas no ambiente. Alguns desses transdutores de sinais ja foram bem estudados e
elucidados com detalhes, sendo os sistemas de dois componentes histidina quinase / regulador
de resposta KdpD / KdpE e EnvZ /OmpR em Escherichia coli e MtrA / MtrB em
Corynebacterium glutamicum, que serdo discutidos em mais detalhe abaixo (REINHARD,
2010).

Estudos com Escherichia coli, um dos principais organismos modelos para a resposta
de bactérias ao estresse osmoético, mostraram que diversos sistemas de osmoregulacido t€m
sido encontrados. Nesta bactéria o actimulo de K* em resposta a alta pressdo osmotica € uma
das primeiras respostas a perda de dgua e € intermediada pelos transportadores
TrkA(G/H)SapD e KdpFABC (SCHLOSSER et al., 1995). KdpD é um sensor tipo quinase
integral de membrana, que junto com KdpE, um regulador da resposta citoplasmatica,
constitui um sistema que controla transcricdo do operon KdpFABC, que sdo transportadores
de potéssio, em resposta ao estresse osmotico (SLEATOR e HILL, 2001). Esse sistema de
dois componentes € ativado em condicdes de moderada a alta pressdo osmdética para permitir
o equilibrio entre o meio inter e intracelular (CSONKA e HANSON, 1991)

Outro exemplo muito bem estudado de sistema de dois componentes osmosensitivos
sao o conjunto EnvZ / OmpR de E. coli (LEONARDO e FORST, 1996). Eles regulam a
expressdo dos genes que codificam as duas porinas de membrana externa ompC e ompF em
dependéncia da osmolaridade externa (REINHARD, 2010). Em osmolaridade elevada, EnvZ
se autofosforila e transfere o grupo fosfato para o regulador de resposta OmpR, levando a
formacdo de OmpR fosforilado (OmpR-P). OmpR-P interage entdo com as regides
promotoras dos genes ompF e ompC, que codificam para as porinas OmpF e OmpC,
respectivamente, que sdo transportadoras de solutos. A expressdo diferencial destes genes €
modulada de acordo com o nivel OmpR-P celular (YUAN et al., 2011). EnvZ também atua
como uma fosfatase, que desfosforila OmpR-P uma vez que o estresse osmoético desaparece
(MATTISON e KENNEY, 2002). OSHIMA et al. (2002) constataram que mutagdes em
envZ/ompR de E. coli alteraram, direta ou indiretamente, a expressdo de mais de 100 genes,
incluindo genes relacionados a biossintese de aminodcidos com isoleucina e cisteina,
transporte de ferro e maltose e sintese flagelar.

2.4 - Osmotolerancia em Gluconacetobacter diazotrophicus

O principal sitio de localizacio de G. diazotrophicus € o apoplasto, onde a
concentracdo natural de sacarose se aproxima dos 10% (DONG et al., 1994). Esta alta
concentracdo de sacarose promove uma elevada pressdo osmética, que € responsavel pela
inibicdo do crescimento de muitos microrganismos; entretanto, tal concentracdo € considerada
como Otima para o crescimento de G. diazotrophicus. Altas concentracdes de sacarose
influenciam na atividade da nitrogenase desta bactéria, diminuindo a inibi¢cdo causada por
altas pressdes de O, e pelo aumento na concentracio de amonio (REIS e DOBEREINER,
1998). Mesmo assim a capacidade de G. diazotrophicus tolerar estresse osmético tem sido
pouco estudada.

A estirpe PAL5" de G. diazotrophicus foi capaz de fixar nitrogénio crescendo em até
20% de sacarose (HARTMANN et al., 1991), porém com 30% no meio de cultura ndo
apresenta atividade da nitrogenase, mesmo sendo osmotolerante (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988). J4 na presenca de NaCl, TEJERA (2003) observou que é capaz de
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sobreviver em até 200 mM de sal, isso se houver uma maior concentragdo de sacarose no
meio (10% ao invés de 1%), uma vez que ela s6 conseguiu crescer at¢ 100 mM de NaCl
quando havia apenas 1% de sacarose, indicando que a maior concentracao de sacarose (10%)
favorece o desenvolvimento dessa bactéria, que ¢ normalmente adaptada a essa condigdo.
Nessa mesma condicio (10% de sacarose), REIS e DOBEREINER (1998) detectaram
atividade da nitrogenase em PAL5T com até 180 mM de NaCl, j4 com 1% de sacarose no
meio, apenas a uma concentracdo de 130 mM de NacCl foi detectado atividade da nitrogenase.
Esses valores indicam ainda que G. diazotrophicus é pouco tolerante a pressdes osmoticas
provenientes de sal; contudo, altamente resistente a pressdoes por Sacarose, mostrando que
existem mecanismos diferentes que detectam esses osmdlitos no meio.

DELATORRE (2007) citado por OLIVEIRA (2008) relatou o efeito dos solutos
compativeis glicina betaina, prolina e colina sobre cultivos descontinuos de G. diazotrophicus
PAL5" sob estresse salino e verificou que tanto prolina quanto colina foram capazes de
recuperar o crescimento de G. diazotrophicus em meio de cultura e acrescido de NaCl.
Entretanto, glicina betaina ndo promoveu esta recuperagao.

Gluconacetobacter diazotrophicus teve seu genoma totalmente sequenciado, sendo
composto por um cromossomo com 3,9 Mb e dois plasmideos com 16,6 kb e 38,8 kb,
respectivamente (BERTALAN et al., 2009). Esses mesmos autores propuseram um modelo
baseado nos genes homodlogos relacionados a osmotolerdncia encontrados em G.
diazotrophicus (Figura 1); todavia, esse modelo foi proposto tendo como base um organismo
que vive em condi¢des normais de agucar. Dessa forma, outros mecanismos desconhecidos
que protegem especificamente as bactérias contra as concentragdes elevadas de agicar podem
atuar em G. diazotrophicus.

Nesse modelo estdo presentes o sensor Kdp do sistema kdpABCDE, que regulam o
fluxo de potdssio. Um possivel gene transportador dos solutos compativeis betaina/prolina foi
detectado. O genoma de G. diazotrophicus também abriga trés transportadores de di e
tripeptideos (DppABC), duas ORFs que codificam um transportador Dtpt, também envolvidos
na captacdo de di e tripeptideos. O sensoriamento de altas pressdes osmoticas em G.
diazotrophicus pode ocorrer por meio do sistema de dois componentes envZ/OmpR; no
entanto, as porinas OmpF e OmpC ndo foram encontradas, o que nao descarta a possibilidade
da existéncia dessas proteinas, uma vez que grande parte do genoma foi classificado com
proteinas hipotéticas. Em bactérias, duas porinas (aqpZ e glpF) regulam a circula¢do de dgua
e de alcodis alifaticos através das membranas celulares, porém, homodlogos a tais genes ndo
foram encontrados no genoma de G. diazotrophicus; todavia, existem dois conjuntos de genes
que codificam para gliceroporinas: um que contém glpRDFK e o outro composto de glpDKF
(BERTALAN et al., 2009).

GUEDES (2010), obteve mutante de G. diazotrophicus interrompido na ORF
GDI_3079, que codifica uma proteina pertencente a classe de proteinas sensoras do tipo
histidina quinases, com alto grau de similaridade com a proteina osmosensora EnvZ de E.
coli. Tendo em vista a importancia das proteinas quinase nas vias de transducdo de sinais que
levam a expressao da nitrogenase, GUEDES avaliou a expressao dos genes nifA, nifD, glnA e
gltD, tanto no mutante quanto na estirpe selvagem e, os resultados obtidos sugerem que a
histidina quinase (GDI_3079) estd envolvida na regulacdo da FBN em G. diazotrophicus. Os
resultados encontrados abriram novas perspectivas para o papel dessa proteina na regulagcao
da FBN em G. diazotrophicus, além de sua potencial participacdo na interacdo planta-
microrganismo, muito por conta de seu possivel envolvimento com tolerancia osmética, uma
vez que o habitat desta bactéria apresenta elevada osmolalidade.
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Figura 01. Mecanismos de Osmotolerancia em Gluconacetobacter diazotrophicus — proposto
por Bertalan et al. (2009). (1) Proteina Sensora kdpD; (2) Proteina Reguladora
transcricional kdpE; (3) Transportador de Potissio do tipo ABC (kdpABC); (4)
Proteinas reguladoras do Sistema de glutationa kefB e (5) kefC; (6) Transportador de
prolina/betaina; (7) Transportador Dpp ABC de dipeptideos e tripeptideos; (8)
Transportador dtpT; (9) Transportador de Oligopeptideo; (10) Sensor quinase EnvZ.
(11) Regulador de resposta OmpR (GDI_3088); (12) Grande Canal Condutor MS
(mscL). (13) Pequeno Canal Condutor MS (mscS); (14) glpRDFK; (15) glpDKF; (16)
otsA; (17) otsB e, (18) Trealose Periplasmica (treA). A funcdo das proteinas foi
verificada pelo BLAST.

2.5 - Envolvimento do Sistema Protéico EnvZ/OmpR na Motilidade em
Gluconacetobacter diazotrophicus

Em bactérias, a motilidade mediada por flagelos possibilita a quimiotaxia, uma
caracteristica que possibilita que a bactéria realize um movimento em dire¢do a uma
concentracdo de uma substancia benéfica, ou se afaste de substancias toxicas (WADHAMS et
al., 2004). MILLER et al. (2007) sugerem que a quimiotaxia tem um papel importante em
ambientes com grandes variagdes em concentracdo de nutrientes, como € o caso da rizosfera.
Uma questdo interessante €, portanto, se a quimiotaxia teria um papel na colonizacdo de raiz
de plantas como a cana-de-agtcar por bactérias diazotréficas, sendo que os exudados das
raizes poderiam atrair esta bactéria, como tem sido mostrado para vdrias outras bactérias
(MILLER et al., 2007).

Estudos de motilidade em placas de Petri mostraram que a estirpe selvagem PAL5" de
Gluconacetobacter diazotrophicus apresenta varios flagelos peritriquicos que provavelmente
podem estar envolvidos no deslocamento e colonizacdo de plantas. Nesse mesmo estudo foi
demonstrado que o gene flgA tem relacdo direta na formagdo de flagelos nessa bactéria.
(ROUWS et al., 2008)



Além da movimentac@o e quimiotaxia, os flagelos também t€m uma forte ligacdo com
a formacgdo de biofilmes que nada mais é do que a estreita associacdo que bactérias fazem
com superficies e interfaces em ambientes naturais, sob a forma de multicelular (PRATT e
KOLTER, 1998; BRANDA et al., 2005).

Diversos papéis do sistema de dois componentes EnvZ/OmpR na resposta a estresses
ambientais ja foram mencionados acima, entretanto diversos autores relataram a ligacdo
dessas proteinas transmembranas na sitese e regulacdo de flagelos em bactérias. YUAN et al.
(2011) verificaram que EnvZ/OmpR esté relacionado a motilidade em Shewanella oneidensis.
Mutacdes em EnvZ/OmpR em E. coli também levaram a alteracdes na expressao de genes
flagelares nessa bactéria (MATTISON e KENNEY, 2002). KIM et al. (2003) comprovaram
que OmpR estd ligado a motilidade e expressdao de genes flagelares em Xenorhabdus
nematophila, uma bactéria gram-negativa movel. Esses resultados levam a hipétese de que
talvez a mutacdo em envZ também possa influenciar a formagcdo de flagelos em
Gluconacetobacter diazotrophicus.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus Utilizadas

v' PAL5" - Estirpe selvagem - Sensivel ao antibi6tico canamicina (Km®)
(CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988);

v' Mut29 — Estirpe derivada de PAL5" mutada na ORF GDI_3079 pela inser¢do do
transposon Tn5 (GDI_3079::Tn5) - Resistente ao antibidtico canamicina (KmR),
(GUEDES, 2010).

3.2 - Meios de Cultivo

As estirpes selvagem PALS5" e mutante Mut29 de G. diazotrophicus foram cultivadas
nos meios DYGS (RODRIGUES-NETO et al., 1986) ou LGI-P (CAVALCANTI e
DOBEREINER, 1988). A composicdo dos meios encontra-se descrita nas Tabelas 01 e 02.

Tabela 01. Composi¢do do meio de Cultura DYGS.

Meio DYGS gl’
Glicose 2,0
Peptona bacterioldgica 1,5
Extrato de Levedura 2,0
K>HPO, 0,5
MgSO4.7H20 0,5
Acido Glutimico 1,5

Todos os ingredientes foram adicionados a dgua destilada e o pH do meio foi ajustado
para 6,0 com solucdo de KOH 10%. Para o preparo de meio sélido adicionou-se 15 g.I” de
agar bacterioldgico.

Tabela 02. Composi¢ao do meio de cultura LGI-P.

Meio LGI-P gl
Acucar Cristal 100,0
K,HPO, 0,2
KH,PO, 0,6
MgSO4.7H20 0,2
CaCl,.2H,O 0,02
Na2M004 . 2H20 0,00 1
FeCl;.6H»0 0,01
(NH4)2SOy4 1,32
mlLl"
Solugdo 0,5% de Azul de Bromotimol em 0,2 N de KOH 5
Solugdo de Vitaminas 1

Todos os ingredientes foram adicionados a dgua destilada e o pH do meio foi ajustado
para 5,5 com solu¢do de 4cido acético 10%. Para o preparo de meio semi-sélido foram
adicionados 1,6 g de agar e para o meio s6lido adicionou-se 25 g1 A fonte de nitrogénio foi
0,05 g1 de extrato de levedura. A solugio de vitaminas utilizada consiste em 10 mg de
Biotina e 20 mg de vitamina B6 em 100 ml de dgua destilada.
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3.3 - Avaliacao da Tolerancia a Sacarose, NaCl e Polietileno Glicol 400 (PEG400)

A resposta das estirpes selvagem PALS5" e mutante Mut29 de G. diazotrophicus quanto a
tolerancia osmética foi determinada pela taxa de crescimento bacteriano durante o cultivo em
meio LGI-P liquido modificado pela suplementacdo com diferentes concentragdes dos
osmolitos em questdo: NaCl (0, 50 e 100 mM), Sacarose (0,5; 5,0; 10,0 e 20,0%) e PEG400
(0,75 e 150 mM). Para tal foi preparado um pré inoculo com as estirpes crescidas em 5 ml de
meio DYGS sob agitacdo de 120 rpm por 24 horas.

As taxas de crescimento das estirpes PAL5" e Mut29 foram obtidas a partir da inoculagio
de 0,01 de D.O.595nm.ml'1 das estirpes previamente crescidas em frascos erlenmeyers de 250
ml contendo 25 ml de meio liquido LGI-P suplementado com concentracdes crescentes de
sacarose empregada como fonte de carbono. Os frascos inoculados foram mantidos a 30°C
por 120 horas sob agitacdo de 150 rpm. A densidade celular foi determinada a cada 12 h em
cada um dos cultivos que foi medida em espectrofotdmetro empregando o comprimento de
onda (A) de 595nm (D.O.595,m). Para a andlise do crescimento em NaCl e PEG400 foram
empregadas as mesmas condi¢des acima citadas.

3.4 - Avaliacao da Viabilidade Celular, Potencial para FBN e Crescimento

A viabilidade das estirpes PAL5" e Mut29, assim como a sua possivel capacidade para
fixar nitrogénio atmosférico foram medidas em frascos com capacidade para 13 ml contendo
7 ml de meio LGI-P semi-sélido cultivadas na presenca dos diferentes osmdélitos. Em cada
triplicata de frascos representando um tratamento foi realizada a inoculacdao de 20 ul das
estirpes com um crescimento de 10’ UFC.ml™". Os tratamentos foram: NaCl (0, 75 e 150 e 300
mM), Sacarose (0,5; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0%) e PEG400 (0, 100, 200 e 300 mM). A capacidade
das estirpes formarem peliculas foi avaliada diariamente durante 15 dias. Cada frasco que
apresentava a formacgao da pelicula aerotética, era repicado para um segundo grupo de frascos
com o objetivo de diminuir a fonte de nitrogénio no meio. Para cada tratamento, foram feitas
duas repicagem, até se obter o terceiro grupo onde foram feitas as andlises finais.

3.5 - Avaliacao da Atividade de Reducio de Acetileno sob Condicoes de Estresse
Osmético

A avaliacdo da reducio de acetileno das estirpes PAL5" e Mut29 foi realizada no meio
LGI-P liquido contendo PEG400. Estas mesmas amostras foram utilizadas para estudos de
expressdo génica por PCR em tempo real. Essa escolha se deu porque o PEG400 seria o
reagente no qual ndo influenciaria o crescimento das bactérias por ndo causar estresse salino
com o NaCl e ndo participar do metabolismo do carbono como a sacarose

Uma coldnia de cada estirpe foi inoculada no meio liquido DYGS, sendo cultivados sob
agitacdo a 200 rpm por 72 h a 30°C. As células foram suspensas com solucdo salina e a
D.O.595nm ajustada para 0,4. Uma aliquota de 5 ml dessa suspensao foi transferida para frascos
com capacidade de 250 ml contendo 50 ml de meio de cultura liquido LGI-P suplementado
com 0, 75 e 150 mM de PEG400. As culturas foram incubadas a 30°C por 120 h, e cada 12
horas eram feitas andlises da atividade da nitrogenase. Durante as andlises, os frascos eram
fechados com rolhas de borracha perfurdvel do tipo ‘“sub-seal” estéreis e com o auxilio de
uma seringa foi injetado 25 ml do gds acetileno (10% da fase gasosa do frasco) e o sistema
ficou incubado por 1 h a 30°C. Posteriormente, 0,5 ml da fase gasosa do frasco foram
injetadas, com o auxilio de uma seringa, em cromatografo de gids com ioniza¢do por chama,
marca Perkin Elmer modelo F11 (Perkin Elmer, Japan, Yokohama, Japan), que permitiu a
quantificac@o do etileno formado pela redugdo do acetileno.
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3.6 - Avaliacao da Motilidade.

Como o Mut29 apresentou md formacao de pelicula quando cultivado em meio semi-
s6lido, a motilidade dessa estirpe em comparacio a PALS5' foi avaliada em meio LGI-P
modificado contendo 0,5% de sacarose, 10 mM de (NH4),SOy, 0,25% de Agar como descrito
por ROUWS et al. (2008) e trés diferentes concentragdes de PEG400 no meio (0, 75 e 150
mM) utilizando-se trés (03) repeticdes. Para avaliacdo desse fendtipo, foram realizados dois
expeimentos.

O primeiro ensaio realizado foi o método designado como tubo de vidro em meio
semi-sdlido, que foi realizado da seguinte forma: tubos de vidro com didmetro interno de
aproximadamente 5 mm e comprimento de 3-4 cm vazados em ambas as extremidades foram
colocados verticalmente em vidros contendo 7 ml de meio de cultura LGI-P semi-sdlido.
Cerca de 20 pl das estirpes selvagem e mutante, crescidas em meio de cultura DYGS liquido,
foram colocados dentro dos tubos. Apds cinco (05) dias de incubagao a 30°C, a formacao de
pelicula no meio de cultura semi-sélido fora do tubo foi avaliada.

Um segundo tipo de ensaio de motilidade foi realizado em placas de Petri. Uma
aliquota de 10 pl de suspensdo bacteriana das estirpes foi inoculada no centro das placas.
Neste trabalho, o tipo de meio de cultura foi denominado de “agar de motilidade”. Como
medida de motilidade foi usada o halo de crescimento da coldnia bacteriana, a partir do ponto
de inoculacao no centro das placas de Petri. O tamanho dos halos foi medido diariamente.

3.7 - Formacao de Biofilme

Foi avaliada a formacdo de biofilmes pelas estirpes PAL5" e Mut29 de G.
diazotrophicus em 13 de vidro, conforme descrito por OOSTHUIZEN et al. (2001). A 1a de
vidro (Leco Ltd, USA) (0,1 g) foi colocada em frascos do tipo Erlenmeyer com volume de
125 ml contendo 25 ml de meio de cultura LGI-P [0,5% de glicose e 10 mM de (NH4)>SO4].

Células de G. diazotrophicus cultivadas em meio DYGS crescendo durante 72 h
tiveram sua D.O.sospm ajustadas pra o mesmo valor (0,2) e uma aliquota de 100 pl foi
inoculada nos frascos contendo a 1 de vidro. As culturas foram incubadas durante 72 h, a
30°C, com agitagdao de 100 rpm. A D.O.s9s5,, das culturas foi avaliada e, posteriormente, as
mesmas foram descartadas. Foi adicionado 1 ml de cristal violeta, na concentracdo de 1%, a
cada frasco, de forma que toda a 12 de vidro entrou em contato com o corante. Apds
aproximadamente 10 a 20 min, a 1a de vidro foi lavada rapidamente duas vezes com 50 ml de
solucdo de Tampao Fosfato (0,5 M), seguido por duas (02) lavagens com 50 ml de solucdo
salina, sob agitacdo de 150 rpm, durante 15 min. O corante cristal violeta que permaneceu
aderido aos biofilmes (ou seja, as células aderidas a 1a de vidro) apds as lavagens, foi extraido
com 2 x 2 ml de EtOH absoluto. A D.O.s¢0nm foi avaliada por meio de espectrofotometria e
este valor foi usado como medida para quantificar a formagao de biofilme. O experimento de
formacao de biofilme foi feito com trés (03) repeti¢oes.

3.8 - Anailise do Padrao de Expressao Génica por PCR em Tempo Real

Ap6s a defini¢do das condicdes ideais para a identificacao do fendtipo de tolerdncia as
condi¢cdes osmdticas em estudo, deu-se inicio a avaliacdo do perfil de expressdo dos genes
envZ e ompR nas estirpes selvagem PALS5' e mutante Mut29 de G. diazotrophicus, bem
como, de genes envolvidos na sinalizag¢do e fixac¢do bioldgica de nitrogénio (ntrX, ntrY, nifA,
nifB) por PCR em Tempo Real.

Passadas 64 horas de incubagdo, onde foi detectada a reducdo de acetileno, foi
realizada a coleta de células, que imediatamente foram congeladas para andlise do RT-qPCR.

As bactérias sedimentadas foram descongeladas em banho de gelo e o RNA total foi
extraido através da adi¢do de 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen) previamente aquecido por 5
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minutos a 65°C, seguido de agitacdo vigorosa com auxilio de um voértex por 30 segundos e
incubacdo em temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente foram adicionados 200 pl
de solucao fenol: cloroférmio: dlcool isoamilico, e as amostras foram homogeneizadas e
incubadas por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas por 12000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida
cuidadosamente com auxilio de pipeta para um novo microtubo, onde foi adicionado 0 mesmo
volume de isopropanol gelado e a mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. A amostra foi centrifugada a 12000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi ressuspendido em etanol 70% e posteriormente centrifugado a
12.000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi seco a
temperatura ambiente e dissolvido em 50 upl de dgua estéril do tipo Milli-Q (Millipore
Corporation) tratada com DEPC. Foi separada uma aliquota deste material, onde 1 pl de
enzima DNase (RNase-Free DNase I — Epicentre®) foi adicionada e a mistura foi incubada a
37°C por 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram incubadas a 75°C por 10 minutos
para inativagdo da enzima.

Para sintetizar a primeira fita do DNA complementar 5 pg de RNA previamente
tratado com DNase foram misturados 50 ng de iniciadores randomicos, 0,5 mM dNTP e dgua.
Essa mistura foi aquecida a 65°C por 10 minutos e incubada no gelo por pelo menos 1 min.
Em seguida, foi adicionado tampao 1X (First-Strand Buffer), 5 mM DTT e 40 U de
RNAseOUTTM Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen, Cat. No. 10777-019) e 200
U de SuperScript® III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Cat. No. 18080- 093). A mistura foi
incubada primeiramente a 25°C por 5 minutos e, em seguida, a 50°C por 60 minutos.

As reacdes de Transcricao Reversa em Tempo Real (RT-qPCR) foram realizadas com
amostras de cDNA diluidas 20 X e, utilizado o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) em placas contendo 96 pocos (MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate - Applied Biosystems, Cat. No. N8010560 com selador MicroAmp™ Optical
Adhesive Film © (Applied Biosystems, Cat. No. 4311971) com a utilizacdo do kit Fast SYBR®
Green PCR Master Mix, da empresa Applied Biosystems (Cat. No. 4385612), conforme as
recomendacdes do fabricante, empregando oligonucleotideos especificos para os genes: rhO
(Gene Normalizador), envZ, ompR, ntrX, ntrY, nifA e nifB.

A reacdo foi realizada partindo do seguinte programa: 95°C por dois minutos, seguidos
por 40 ciclos envolvendo uma desnaturacdo a 95°C por 20 seg, anelamento e aquisi¢do da
fluorescéncia a 60°C por 30 seg. O equipamento 7500 Fast Applied Biosystems foi utillizado
para a realizacao dos ensaios. Ap0s a coleta dos dados brutos dos 40 ciclos de cada amostra, o
programa Miner (ZHAO e FERNALD, 2005) foi utilizado para a obtencido do Ct (threshold
cycle) e eficiéncia de cada amostra. A quantificacdo da expressao relativa foi realizada usando
o método de AACT (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Todas as amostras foram analisadas
em triplicata técnica e a média do Ct da amostra alvo foi subtraida da média do Ct do gene
rho, empregado como gene de referéncia nos ensaios, que funciona como normalizador da
concentracdo de cDNA de cada reacdo. Apds a obtencdo do ACT de cada amostra, este valor
foi subtraido do ACT da amostra calibradora (Controle).
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Tabela 03. Oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificagdo de genes com func¢ao
relacionada aos processos de osmotolerdncia e FBN em G. diazotrophicus por PCR

em tempo real.

Gene Funcao Oligo Sequéncia
eWZ possivel histidina  envZ-F  5-CATTCGAAAGCGGACAGAAC-3’
quinase osmosensora
envZ-R 5’-GCAGTATGATCCTGACCTGAAG-3’
Regulador de
ompR Resposta de envZ ompR-F  5’-TGCTGGACATGGAGCAAATC-3’
ompR-R  5-TTCAGCACATAGCCCTTGC-3’
Regulador
nl‘fA Transcripciona nlfA_F 5’-GGCGGTTCAACGAAACCA-3
nifA_R 5’-AACAGGTTGTCAGGACGTCCAT-3’
Sintese de cofator Fe-
nifB Mo nifB-F 5’-TGCCTTCCTGCACAATATCATG-3’
nifB-R 5’-GCCCGTCAGTCCGAAATG-3’
Proteina Reguladora X -F  5’-TTCCCACCATCATGATCTCC-3’
ntrX de Nitrogénio
ntrX-R 5’-ACTGGAAGGGCTTTTGGATG-3’
Proteina Reguladora
ntrY de Nitrogénio ntrY-F 5’-GTGCCTTCAACCGCATGAC-3
ntrY-R 5’-GCACGGCTTCGGTAAAGC-3’
rhO-F 5’-GCAACTCGGAACTCATCCTC-3’

RhO Gene normalizador

rhO-R

5’-GGACCCACATCTTCGACAGT-3’
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Avaliacao da Tolerancia a Sacarose, NaCl e Polietileno Glicol (PEG400)

O crescimento da estirpe selvagem ou mutante apresentou diferencas quando
submetidas as concentracdes de sacarose em relacdo ao tempo de crescimento. Nas menores
concentracdes de sacarose no meio de cultivo (0,5 e 5%), tanto PAL5T como o Mut29
mostraram um crescimento mais lento indicando que essas concentracdes minimas afetam o
crescimento das duas estirpes. Estes resultados estdo de acordo com CAVALCANTE e
DOBEREINER (1988) que mostraram ser 10% de sacarose o melhor crescimento para a
estirpe selvagem PALS".

Como esperado, 10 e 20% de sacarose apresentaram melhor crescimento; entretanto,
ndo houve alteracdes nos crescimentos quando se comparam PALS5' e Mut29. Esses
resultados sugerem que Mut29 ndo sofre influéncia no seu crescimento por ter o gene envZ
silenciado (Figura 01). Com 20% de sacarose houve um bom crescimento para as duas
estirpes, entretanto hd um decréscimo ao longo do tempo, 0 que ndo ocorre no tratamento com
10%, entretanto esse decréscimo acontece em ambas as estirpes. OLIVEIRA (2008),
estudando mutantes sensiveis a estresse osmatico, observou que um mutante deficiente para a
sintese de uma possivel proteina nifU apresentou reducdo de até 50% de seu crescimento
quando comparada a PAL5", ambas cultivadas em meio com 800 mM de sacarose (27,3%).

As porinas sdo proteinas transmembranares  responsdaveis  pela  difusdo  de
pequenos metabdlitos como aguicares, aminodcidos e fons. Dessa forma, controlam a pressao
interna das células. Em E. coli essas proteinas sdo codificadas pelo sistema de dois
componentes: a proteina sensora quinase EnvZ e o regulador de resposta OmpR (JIAN e
INOUYE, 2002). Como possivelmente o Mut29 teve seu homoélogo a EnvZ interrompido,
esperava-se que esse nio apresentasse um crescimento similar a PAL5" nas condigdes de alta
osmolaridade, uma vez que a expressdao dessas proteinas transmembranas seria deficiente.
Contudo, de acordo com dados da anotacdo do genoma de G. diazotrophicus, as porinas
OmpC e OmpF de E. coli, reguladas por EnvZ, ainda ndo foram identificadas neste
microrganismo, muito embora tenha sido encontrado um grande nimero de isoformas de
sistemas enzimaticos potencialmente envolvidos em osmotolerancia como o KdpD que é um
sensor tipo quinase integral de membrana que junto com KdpE, um regulador da resposta
citoplasmadtica, constitui um sistema que controla transcricdo do operon KdpFABC em
resposta ao estresse osmotico (SLEATOR e HILL, 2001). Entretanto, outros mecanismos
desconhecidos que protegem a bactéria especificamente contra altas concentragdes de aguicar
podem atuar em G. diazotrophicus (BERTALAN et al., 2009).

Quando as estirpes foram crescidas com concentracaoes crescentes de NaCl, foi visto
que, apesar de pouca diferenca no crescimento entre as duas, houve aumento na turbidez do
Mut29 em relacio a PAL5" quando crescidas com 50 e 100 mM de NaCl. (Figura 03).

Através desse experimento foi possivel observar o quanto as duas estirpes sao
sensiveis ao estresse salino, apresentando crescimento maximo, na menor concentragao de sal
(50 mM) de 0,2 de D.O., enquanto que o controle (sem sal) apresenta valores que chegam a
0,8 (Figura 03).
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Figura 02. Cinética de crescimento das estirpes PAL5" e Mut 29 de G. diazotrophicus em
meio LGI-P suplementado com concentracdes crescentes de sacarose durante 120 h,
sendo: a - Menores concentracdes de sacarose (0,5 € 5 %) e b - Maiores concentracdes
(10 e 20 %).

Visto essa sensibilidade das estirpes ao sal e resposta semelhante das duas estirpes ao
estresse, também € descartada a possibilidade da mutacdo ter afetado a capacidade de Mut 29
resistir a essas condigdes de altas tensdes osmoticas. Vale lembrar que apesar de G.
diazotrophicus ser naturalmente adaptada a altas concentracdes de sacarose, REIS e
DOBEREINER (1998) observaram que essa bactéria era pouco resistente a ambientes com
alta salinidade, tendo a nitrogenase e outras enzimas relacionadas ao metabolismo do carbono
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afetadas por esse estresse. Isso se justifica porque G. diazotrophicus é uma endofitica
obrigatdria, vivendo em plantas com grande quantidade de agucar e ndo em solos salinos
como € o caso de Azospirillum halopraeferans que foi isolada a partir de solo salino, o que €
consistente devido a sua tolerdncia de até 0,5 M de NaCl (BALDANI et al.,1997;
HARTMAN, 1987).
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Figura 03. Cinética de crescimento das estirpes PAL5" ¢ Mut 29 de G. diazotrophicus em
meio LGI-P suplementado com concentragdes crescentes de NaCl durante 120 h.

O Polietilenoglicol (PEG400), por ser um reagente que ndo estd relacionado ao
metabolismo do carbono, como a sacarose e nao conferir estresse salino além do osmético,
como o NaCl, seria o osmolito que conferiria menor resultado falso positivo, ou seja, se o
Mut29 apresentasse menor resisténcia a altas concentragdes desse reagente, provavelmente
esse resultado se daria quase que exclusivamente a mutacdo, uma vez que PEG400 ndo ¢é
16nico, sendo assim nao € metabolizado por G. diazotrophicus (HARTMANN et al., 1991).

Os resultados obtidos sdo similares aos de sacarose, ou seja, para aqueles tratamentos
onde nao houve PEG400 ou estava em baixa concentra¢do (75 mM) o Mut29 apresentou uma
menor densidade 6tica do que PALS5". Por outro lado, com o tratamento de 150 mM, mesmo
apresentando valores muito baixos de D.O., esses sdo similares aos atingidos por PAL5",
demonstrando que o Mut29 nao sofreu problemas quanto ao seu crescimento nos tratamentos
com alta pressdo osmoética quando comparado as menores concentracdes (Figura 03).

Uma possivel explica¢do para os resultados obtidos onde o controle sem PEG400, para
Mut29, ter apresentado um baixo crescimento em relacdo a estirpe selvagem pode ser porque
foi utilizado como fonte de carbono um concentracdao de 0,5% de sacarose, sendo que essa
concentracdo, como pode ser observada na Figura 2b, ja afeta o crescimento da estirpe
mutada. A escolha de 0,5% se deu para eleminar-se todos os outros osmolitos que pudessem
provocar pressao osmotica nas bactérias.
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Figura 04. Cinética de crescimento das estirpes PAL5" e Mut29 de G. diazotrophicus em
meio LGI-P suplementado com concentragdes crescentes de PEG400 durante 120 h.

4.2 - Avaliacao da Viabilidade Celular, Potencial para FBN e Crescimento

As estirpes PAL5" ¢ Mut29 foram inoculadas em meio LGI-P semi-s6lido sem fonte
de nitrogénio contendo concentracdes crescentes de sacarose, NaCl e PEG400 a fim de se
verificar a formagdo de peliculas, que tem relagdo direta com a capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico. Os resultados encontram-se na Tabela 04.

A estirpe selvagem foi capaz de se manter vidvel em todas as concentragdes de
sacarose, mesmo com as sucessivas repicagens onde o nitrogénio, que foi introduzido junto
com o pré-indculo, ja estava escasso. Essa capacidade de formar pelicula aerotética era
primeiramente observada nas maiores concentracdes de sacarose (5, 10 e 20%). Esses
resultados estdo de acordo com REIS e DOBEREINER (1988) que testaram a atividade da
nitrogenase dessa estirpe com 1% de glicose e 10% sacarose e observaram a maior atividade
quando havia 10 % de sacarose no meio. Isso se d4 devido a adaptacdo natural dessas
bactérias a essas condi¢des de alta pressao osmética.

O Mut29 niao apresentou formacgdo de pelicula quando cultivado na menor (0,5%) nem
na maior (20%) concentra¢do de sacarose no meio de cultivo. Com 10% de sacarose, houve
um retardo na formagdo da pelicula. Um fato importante a se observar € que essa pelicula
formada ndo apresentava caracteristicas similares 2 formada pela PAL5', sendo pouco
superficial e com um agregado celular no centro do frasco. Esses resultados eram esperados,
uma vez que GUEDES (2010) observou que o Mut29 nido era capaz de fixar nitrogénio em
meio LGI-P liquido (10% de sacarose).
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Tabela 04. Crescimento e capacidade de formacgdo de pelicula de PALS e Mut 29 inoculadas
em meio LGI-P semi-s6lido com concentracdes crescentes de Sacarose observadas
durante 15 dias e submetidas a trés repicagens. — (sem pelicula), + (pequena
formacao), ++ (pelicula caracteristica).

Dias apés inoculacao
PALS' 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
(%)

0,5 - - + + 4+ 4+ H
2,5 -+ + o+ A
5 I A T T o T = R = R = TR o S = T S
10 S = S S i e = S = S = R SR o S = S
20 + + L o s T o S v s o T s S o s o S s s =

Mut29

(%)

0,5 - - - - - - - - - - - - -
2,5 - - - - + + + + + + +
5 - - - - + + + + + + +
10 - - - - - - + + + + + + +
20 - - - - - - - - - - - - -

Quando as estirpes foram crescidas em meio LGI-P suplementadas com concentragdes
crescentes de NaCl, a estirpe selvagem mostrou formacao de pelicula até a concentragdo de 75
mM, entretanto, surpreendentemente, o Mut29 apresentou ainda um pequeno crescimento
com 150 mM de NaCl (Tabela 05).

Esses resultados indicam que existem mecanismos diferentes de tolerdncia a sacarose
e NaCl em G. diazotrophicus. REIS ¢ DOBEREINER (1998) também constataram isso
quando compararam a resisténcia dessa bactéria a diferentes concentracdes de sacarose e
NaCl e observaram ainda que essa bactéria € mais tolerante a altas pressdes causadas por
sacarose € ndo por NaCl. Este fato pode ser justificado porque G. diazotrophicus ¢ uma
endofitica obrigatdria, que vive e fixa em condi¢des de alto teor de sacarose, como € a cana de
acucar (BALDANI et al.,1997). Por outro lado, A. brasilense SP7 teve o processo de FBN
inativado sob estresse salino pela inibicdo da sintese de polipeptideos da nitrogenase
(TRIPATHI et al., 2002), mas pode ser parcialmente restaurado, na presenca de glicina
betaina que ¢ um soluto organico que ajuda no controle do estresse osmoético em bactérias
(CHOWDHURY et al., 2006).

No meio suplementado com diferentes concentragdes de PEG400, PAL5" formou
pelicula at¢ 300 mM, demonstrando que essa bactéria consegue resistir a altas pressdes
osmoticas, mesmo empregando-se um osmodlito diferente de sacarose no meio de cultura
(Tabela 06); entretanto, a estirpe Mut29 cresceu tardiamente e s6 a uma concentragao de 100
mM, indicando que possivelmente a auséncia de nitrogénio no meio € a alta pressdo osmotica
impossibilitaram o seu crescimento € FBN, respectivamente. Estes resultados nos deram
embasamento para utilizar o PEG 400 como osmdlito nas demais analises realizadas.
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Tabela 05. Crescimento e capacidade de formacao de pelicula de PAL 5 e Mut 29 inoculadas
em meio LGI-P semi-s6lido com concentracdes crescentes de NaCl acompanhadas
durante 15 dias. — (sem pelicula), + (pequena formacao), ++ (pelicula caracteristica).

Dias apés inoculacao

PALS" 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
(mM)
0 + + 4+ o+ o+ ++ ++
75 + + + + + ++ o+ ++ ++
150 - - - - - - - - - - - - -
300 - - - - - - - - - - - - -
Mut29
(mM)
0 - - - - + + + + + + 4+ + +
75 - - - - - - + + + + o+ + +
150 - - - - - - - - + + o+ + +
300 - - - - - - - - - - - - -

Tabela 06. Crescimento e capacidade de formagio de pelicula de PAL5" e Mut29 inoculadas
em meio LGI-P semi-s6lido com concentracdes crescentes de PEG400 acompanhadas
durante 15 dias. — (sem pelicula), + (pequena formacdo), ++ (pelicula caracteristica).

Dias apés inoculacao

lzili/f: 3 4 5 6 7 8 9 o 11 12 13 14 15
0 -+ + 4+ H
100 -+ + +H+ 4+
200 - - - + + + + + 4+
300 - - - - - - - - + + + + +
400 - - - - - - - - - - - - -

Mut29

(mM)

0 - - + + + + + + + + + + +
100 - - - - - - + + + + + + +
200 - - - - - - - - - - - - -
300 - - - - - - - - - - - - -
400 - - - - - - - - - - - - -

4.3 - Medicao da Atividade da Nitrogenase

Além da observacdo da formagdo de peliculas que pode ser um indicativo da
capacidade de fixar nitrogénio, a atividade da nitrogenase foi medida pela Atividade de
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Reducao de Acetileno (ARA) em meio LGI-P liquido modificado (0,5% de sacarose, 1 mM
de (NH4)ZSO4).

Para esse experimento foram utilizados trés tratamentos (0, 75 e 150 mM de PEG400).
As avaliagdes da ARA foram feitas at¢ 100 h onde ndo se observou mais atividade da
nitrogenase para nenhum dos tratamentos.

Os resultados demonstraram que a estirpe selvagem foi capaz de fixar nitrogénio em
todos os tratamentos, apresentando picos (0 e 75 mM de PEG400) por volta de quatro dias.
Entretanto, para o tratamento de 150 mM, PALS5T apresentou baixa atividade, demonstrando
que a presenca de uma pressdo osmotica muito elevada pode afetar o processo de fixacdo de
nitrogénio nessa bactéria (Figura 05).

A estirpe mutada nao foi capaz de fixar nitrogé€nio para os tratamentos de 0 e 75 mM,
entretanto, apresentou, mesmo que pouco expressiva, uma atividade da nitrogenase com 150
mM de PEG400. Isso pode ter se dado devido a contaminacdo com etileno ou erro de leitura
J4 que apenas uma das repeticoes apresentou atividade.
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Figura 05. Atividade de Reducdo de Acetileno de PALS e Mut 29 cultivadas em meio LGI-P
liquido suplementado com concentracdes crescentes de PEG400 e analisadas a cada 12
h até 100 h. Dados médios de 3 repeticdes.

4.4 - Motilidade e Formacao de Biofilme.

Ao se analisar a formacgdo de peliculas em meio semi-sélido, para todos os tratamentos
com os diferentes osmolitos, foi observado que o Mut29 apresenta uma caracteristica de
crescimento diferente da sua forma selvagem, havendo uma predominancia das células e
consequentemente, um crescimento mais significativo no local onde foi inoculado, nao
havendo formacdo de pelicula caracteristica na superficie do meio de cultura. Por outro lado,
a estirpe selvagem PALS5" rapidamente emergiu e formou uma pelicula aerostdtica que lhe
permite controlar o contato de oxigéno com o sitio ativo da nitrogenase, favorecendo a FBN.
Essa observagdo levou a uma hipdtese de que a mutacdo do gene envZ possa ter infuenciado
na formacdo de flagelos em Mut29, uma vez que se sabe que G. diazotophicus apresenta
flagelos (GILLIS et al., 1989).
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Figura 06. Formacgdo de pelicula aerotdtica das estirpes PALS" (Esquerda “++”) e Mut29
(Direita “+7) de G. diazotrophicus crescidas em meio semi-sélido LGI-P.

Com base nestes resultados foram realizados dois tipos de ensaios de motilidade, um
em placa, e outro com o sistema de tubo de vidro em meio semi-sélido (ver material e
métodos).

Quando as bactérias foram colocadas em capilares de vidro, dispostos verticalmente
em meio de cultura LGI-P semi-sélido, a estirpe PALS5" foi capaz de formar uma pelicula na
superficie do meio de cultura fora do capilar apds a incubagdo por trés (03) dias (Figura 07).
O Mut29 nido foi capaz de formar a pelicula; porém, apresentou crescimento dentro dos
capilares, mostrando que o crescimento ndo foi prejudicado (Figura 07a). Foi observado que,
em placas de Petri com agar de motilidade (0,25% de agar), a estirpe selvagem apresentou
motilidade, com um aumento no diametro da coldnia consideravelmente mais rapido. Esta
expansao foi maior do que poderia ser explicado apenas pelo crescimento (Figura 07 b, ¢ e d).
Vale mencionar que as coldnias expandidas de PAL5" formadas por meio de motilidade,
apresentam uma consisténcia de um filme fino, que quebra em fragmentos quando uma forca
mecanica € aplicada, indicando a existéncia de um grau de organizacao dentro da colOnia.

A hipétese de que o Mut29 tenha perdido seu flagelo ou tenha dificuldades na sua
movimentagdo sugere que possivelmente essa estirpe também tenha problemas na colonizagao
de plantas e formacao de biofilme, ja que os flagelos t€m um papel importante na formacao de
biofilmes (PRATT e KOLTER, 1998). Portanto, foram realizados experimentos com o
objetivo de investigar e comparar a formagdo de biofilmes nas estirpes selvagem e mutantes,
PAL5 e Mut29, respectivamente.
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Figura 07. Testes de motilidade com PAL5" e Mut29. Em a - Ensaio de tubo de vidro em
meio semi-sélido”; b e ¢ - Ensaio em placas com “agar de motilidade” e, d - Didmetro
do halo de crescimento por até 120 horas de incubacdo. Os erros padrao das médias de
trés repeticdes estdo representados por barras.
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O uso da 1a de vidro como substrato para formagdo de biofilmes possibilitou a
formacdo de agregados de células de PALS5" ap6s 72 h de crescimento apresentando valores
médios de 0,25 de D.O.s¢0nm €nquanto que no Mut29 estes agregados foram observados no
mutante, porém em menor quantidade com valores médios de 0,05 de D.O.560nm (Figura 08)

Esses resultados também sustentam a hipdtese de que a mutacdo na proteina EnvZ
tenha afetado a formacdo de flagelos em G. diazotrophicus.

Em G. diazotrophicus a formacdo de biofilme estd relacionada a sintese de
exopolissacarideos (EPS) e o gene gumD foi identificado por MENESES et al (2011) como
responsavel pela producdo dessas substancias. ROUWS et al. (2008), estudando células
obtidas de placas de motilidade mostrou que a estirpe selvagem PALS5" de Gluconacetobacter
diazotrophicus apresentava varios flagelos peritriquicos que provavelmente lhe auxiliam no
deslocamento e colonizagdo de plantas. Nesse mesmo trabalho também foi demonstrado que o
gene flgA tem relacdo direta na formagao de flagelos nessa bactéria e o silenciamento desse
gene levou a uma diminuicdo significativa na producio de biofilmes no mutante em relacdo a
estirpe selvagem PALS".

0,35

I Pal 5

0,30
/1 Mut29

0,25

0,20

DO560nm

0,15 1

0,10

0,05

H

0,00

Figura 08. Testes de formacio de biofilme para PAL5" e Mut29 em LGI-P com 13 de vidro
crescidas durante 72 h. Os erros padrio das médias de trés repeticdes estao
representados por barras.

4.5 - Anadlise do Padrao de Expressao Génica por PCR em Tempo Real.

No experimento de Atividade da Redugcdo de Acetileno em meio LGI-P com
concentracdes crescentes de PEG400, foi verificada a expressdo de genes relacionados a
osmotolerancia e a FBN em G. diazotrophicus. Quando a estirpe selvagem PALS5" apresentou
atividade da nitrogenase (64 h ap6s incubacdo) foram feitas as extragdes de RNA.

Para o gene envZ, como esperado, sua expressao foi relativamente baixa para o Mut29
em todos os tratamentos em comparacdo a estirpe selvagem; entretanto, para PAL5", os
maiores valores foram observados no controle (sem PEG400) e na menor concentracdo que
corresponde a 75 mM (Figura 09a). Esses resultados podem indicar que em G. diazotrophicus
a proteina EnvZ deixa de atuar quando a bactéria é colocada em condi¢des mais extremas de
pressao osmotica.
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Por outro lado, o regulador de resposta, ompR, responsdvel por promover a expressiao
das porinas OmpF e OmpC, teve sua maior expressio quando PALS5" estava em sua maior
concentracdo de PEG400 (Figura 09b), o que ndo parece muito coerente, uma vez que nessa
mesma concentragdo envZ estd relativamente baixa, isso pode se dar possivelmente pela
fosforilagdo de OmpR por outras Histidinas quinase.

O gene nifA, em bactérias, € um regulador transcricional responsdvel pela transcri¢io
dos genes nif (codificam para a nitrogenase) e sdo regulados pela concentracido de Nitrogénio
no meio (TEIXEIRA et al., 1999). Nesse experimento nifA apresentou maiores expressoes em
PAL 5, estando de acordo com a leitura da atividade da nitrogenase que ndo mostrou
nenhuma atividade para o Mut29, enquanto que para PALS5", houve fixa¢do em todos os
tratamentos. Apesar dos valores baixos da expressdao de nifA em Mut29, podemos observar
também na Figura 09c que sem o osmdlito PEG400 houve uma pequena expressdo desse
gene. Dessa forma, podemos sugerir que mesmo nao apresentando taxa de fixacdo nesse
tratamento, € provdvel que o gene envZ em condi¢des de pressdo osmotica esteja ligado a
fixacdo de nitrogénio em G. diazotrophicus.

Resultados parecidos foram encontrados por GUEDES (2010) quando cultivou as duas
estirpes em LGI e LGI-P, que observou que no primeiro meio o Mut29 apresentava uma taxa
elevada na expressdo de nifA, porém quando a mesma estirpe foi cultivada em LGI-P, onde ha
uma maior pressdao osmética, 0 mesmo nao acontecia, mostrando uma reducao significativa da
expressdo de nifA. Ja em PALST, onde envZ estava integro, a sua expressdo foi superior
quando cultivada em meio LGI-P, indicando que essa histidina osmosensora estd ligada a
FBN em G. diazotrphicus.

Em G. diazotrophicus, nifB esta relacionado a produgdo do cofator FeMo para a
nitrogenase (TEIXEIRA et al., 1999), nesse experimento sua expressdo, como esperado, foi
similar a do gene nifA apresentando maiores valores em PALS' do que em Mut29 (Figura
09d). Esses resultados sustentam novamente a hipdtese de que envZ tenha relagdo direta com
a FBN nesta bactéria. OLIVEIRA (2008) escrutinou uma biblioteca de G. diazotrophicus
utilizando sorbitol a fim de identificar genes envolvidos com a tolerdncia osmdtica e,
identificou quatro mutantes sensiveis a altas concentragdes desse osmdlito, sendo um desses
mutantes o nifU que nessa bactéria estd relacionado a atividade fixadora de nitrogénio,
evidenciando a grande ligagdo existente nos processos de FBN e osmotolerancia.

Os genes ntrXY apresentaram o mesmo perfil de expressao um do outro e em
Azospirillum brasilense estdo envolvidos na percepcdo da concentracdo de nitrogénio
extracelular e atuam como regulador potencial do metabolismo do nitrato, onde codificam
proteinas que fazem parte de um sistema de dois componentes, sendo NtrY uma proteina
transmembrana quinase sensora € NtrX uma proteina ativadora de transcri¢do (ISHIDA et al.,
2002). Entretanto, em G. diazotrophicus a fung¢do desse par de genes ainda ndo foi
caracterizada. Para esse experimento, os picos de maiores valores de expressdo, para ambos
os genes foi observado em PALS5" com 150 mM de PEG400 e o Mut29 sem o osmdlito
(Figura 9e e 9f). Para o Mut29, o interessante a se observar é que, assim como para nifA,
houve uma expressao relativa de ntrXY na condicdo sem osmélito, mesmo sem apresentar
atividade da nitrogenase. Por outro lado, os resultados de ARA para PAL5' ndo condizem
com os obtidos no experimento de expressdo, uma vez que os tratamentos sem PEG400 e com
apenas 75 mM deste osmoélito ndo apresentaram altos valores de expressao desse par de genes.
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Figura 09. Avaliacio da expressdo dos genes que codificam a - histidina quinase
osmosensora (envZ), b - Regulador de resposta (ompR), c - ativador transcricional
(nifA), d - sintese de cofator Fe-Mo (nifB); e- proteina reguladora de Nitrogénio (ntrX), f -
proteina reguladora de Nitrogénio (ntrY) através de qPCR, na estirpe mutante Mut29 e
selvagem PAL5' em meios LGI-P suplementado com concentracdes crescentes de
PEG400. Erro padrao da média representado por linha vertical no centro das barras.
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5 - CONCLUSOES
O crescimento do Mut29 ndo foi afetado diretamente pelas altas concentragdes dos
osmolitos, apresentando comportamento similar ao da estirpe selvagem.

A mutacdo em envZ afetou o mecanismo de FBN em G. diazotrophicus, tanto em meio
semi-sdlido, para todos os osmolitos, quanto em meio liquido para o reagente PEG400.

G. diazotrophicus perdeu sua mobilidade em meio semi-sélido com a mutagdo em
envZ, além de apresentar baixa capacidade na formacgao de biofilme.

Possivelmente existem outros mecanismos que regulam a tolerancia de G.
diazotrophicus a altas pressoes osmoticas diferentes do conjunto EnvZ/OmpR.

Os genes nifA e nifB, ntrX e ntrY foram afetados em presenca das diferentes
concentragdes de PEG400 no Mut29 e PAL 5.
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6 - CONSIDERACOES FINAIS

Visto a grande complexidade para entendimento dos mecanismos que regulam a
osmotolerancia e o envolvimento do conjunto EnvZ/OmpR na FBN em G. diazotrophicus,
torna-se necessario estudos posteriores envolvendo a expressdao gé€nica de genes relacionados
com esses dois processos em ambas as estirpes.

Entre esses, se destacam os que codificam para as porinas OmpC e OmpF, sensores e
transportadores de potdssio como kdpD, kdpE e kdpABC, que estdo envolvidos na
osmotolerancia. Além dos genes nifHDK envolvidos diretamente na FBN, assim como os que
codificam para a nitrogenase.

A visualizacdo do Mut29 por microscopia eletronica de varredura seria mais uma
interessante investigacdo a respeito dessa estirpe, uma vez que haveria a confirmacao da perda
de flagelos nessa bactéria.

Por fim, torna-se necessario a condu¢do de experimentos de inoculagdo, incluindo o
Mut29, com plantas micropopagadas e conduzidos em casa de vegetacdo para ratificar a
importancia de EnvZ em G. diazotrophicus.
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