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RESUMO

DA SILVA, Juliana Ferreira; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; maio, 2014; Papel dos genes de biossintese (otsA) e degradacéao (treA)
de trealose na resisténcia da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus a
estresses ambientais e na sua interagcdo com plantas de Arabidopsis thaliana.
Orientador: Gongalo Apolinario de Souza Filho; Conselheiros: Rosana Rodrigues
e Ricardo Enrique Bressan Smith.

A utilizacdo macica de fertilizantes quimicos na agricultura representa importantes
custos a producdo vegetal, aléem de propiciar consequéncias danosas ao meio
ambiente. A bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus tem sido amplamente
estudada, jA que é capaz de promover o crescimento de culturas agricolas
economicamente importantes. Essa bactéria possui grande potencial de utilizacédo
na agricultura como uma alternativa ecologicamente viavel e, embora existam
trabalhos visando identificar as caracteristicas de promoc¢do do crescimento
vegetal, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos com a
tolerancia a estresses abidticos nesta bactéria, bem como sobre sua habilidade
de promover o crescimento vegetal. Dentre as caracteristicas relevantes desta
bactéria, estd sua elevada tolerancia ao estresse osmotico e metais pesados.
Apds o sequenciamento do seu genoma, genes relacionados com a tolerancia a
estresses abidticos foram preditos, tais como, otsA/otsB e treA, os quais
participam das vias de biossintese e degradacdo de trealose, respectivamente.

Trealose € uma molécula osmoprotetora, visto que protege as estruturas
viii



bioldgicas contra variados tipos de estresses ambientais. O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar o papel dos genes de biossintese e degradacédo de
trealose, tanto na resisténcia desta bactéria a estresses ambientais quanto na sua
capacidade de interacdo com plantas hospedeiras. No capitulo 1, observou-se
que a mutac&do no gene treA de G. diazotrophicus, o qual codifica para a sintese
da trealase periplasmatica, altera o perfil de resisténcia ao estresse osmotico e
favorece a promocdo do crescimento de Arabidopsis thaliana. Os dados
demonstraram que a tolerancia de G. diazotrophicus ao estresse osmotico esta
associada a presenca de uma trealase periplasmatica, a qual alivia o excesso de
trealose gerada durante o estresse. A inibicdo da multiplicacdo celular e
alteracdes morfoldgicas observadas no mutante Gd AtreA sdo, provavelmente,
decorrentes do acumulo de trealose gerado, durante o estresse, e do seu efeito
toxico quando em altas concentracdes. Por fim, foi observado o efeito benéfico da
inoculacdo de GdAtreA durante a interacdo com plantas selvagens de A.
thaliana. No capitulo 2, foi demonstrado que a mutacdo no gene de biossintese de
trealose (otsA) de G. diazotrophicus ndo afeta o perfil de resisténcia da bactéria
ao estresse osmotico quando comparado ao perfil de resisténcia da estirpe
selvagem. Neste sentido, testou-se tal mutante frente a outros estresses
ambientais, tais como, aluminio, cadmio, cobalto e zinco, e verificamos a
influéncia dessa via durante a interacao planta-bactéria. Os resultados revelaram
gue a mutacdo em otsA resulta em alta sensibilidade a cadmio e zinco. A mutacao
favoreceu a resisténcia da bactéria na presenca do aluminio. Quanto a
capacidade de solubilizar fosforo e zinco, observou-se que a mutacdo afeta
negativamente o perfil de G. diazotrophicus solubilizar ambos os nutrientes. A
mutacdo em OtsA ndo altera a capacidade de colonizacdo e promocao do
crescimento vegetal de G. diazotropicus. Os dados revelaram que o gene de
biossintese de trealose de G. diazotrophicus possui papel essencial na resisténcia
a estresses metalicos. Em suma, este trabalho permitiu verificar o papel essencial
dos genes de biossintese e degradacéo de trealose de G. diazotrophicus durante
diversos estresses ambientais e o papel efetivo desses genes durante a interacéo
bactéria-planta.

Palavras-chave : estresses ambientais, metal pesado, trealose, treA, otsA, G.
diazotrophicus, A. thaliana



ABSTRACT

DA SILVA, Juliana Ferreira; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; maio, 2014; Role biosynthesis (otsA) and degradation (treA) genes of
trehalose on the resistance of the bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus at
environmental stress and its interaction with plants of Arabidopsis thaliana.
Adviser: Goncalo Apolinario de Souza Filho; Co-advisers: Rosana Rodrigues e
Ricardo Enrique Bressan Smith.

The massive use of chemical fertilizers in agriculture has harmful consequences to
the environment. The bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus has been
widely studied because it is able to promote plant growth of several economically
important crops. This characteristic gives to this bacteria great potential to be used
in agriculture as an ecologically viable alternative. Although there are studies to
identify the characteristics of plant growth promotion, little is known about the
molecular mechanisms involved in tolerance to abiotic stresses in these bacteria,
as well as their ability to promote plant growth. Among the relevant characteristics
of this bacterium is its high tolerance to osmotic stress and heavy metals. After
sequencing of its genome, a set of genes related to abiotic stress tolerance
predicted, such as otsa/otsB and treA, which participate in the process of
synthesis and degradation of trehalose, respectively. Trehalose is an osmoprotetor
molecule. This molecule protects numerous biological structures against various
types of stress environmental. This work was dedicated to the characterization of
the role of genes of biosynthesis and degradation of trehalose in both the
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resistance of the bacteria to environmental stresses and in their ability to interact
with host plants. In Chapter 1, it was observed that mutation in the gene treA of G.
diazotrophicus which coded for the synthesis of periplasmic trehalase change the
profile of resistance to osmotic stress and promote growth promotion in
Arabidopsis thaliana. The data demonstrate that tolerance of G. diazotrophicus to
osmotic stress is associated with the presence of a periplasmic trehalase, which
relieves the trehalose excess generated during stress. The inhibition of cell
proliferation and morphological changes observed in the mutant Gd AtreA are
probably arising from the accumulation of trehalose generated during stress and
its toxic effect at high concentrations. Finally, the beneficial effect of inoculation of
Gd AtreA was observed during the interaction with plants wild type of A. thaliana.
In chapter 2, it was demonstrated that the mutation in the gene of biosynthesis of
trehalose (otsA) of G. diazotrophicus does not affect the resistance profile of the
bacterium to osmotic stress compared with the wild type strain. In this sense, we
tested this mutant in comparison to other environmental stresses, such as
aluminum, cadmium, cobalt and zinc and checked the influence of this pathway
during bacteria-plant interaction. The results revealed that the mutation in otsA
results in high sensitivity the cadmium and zinc. Interestingly, mutation favors the
resistance of the bacteria in the presence of aluminum. As the ability to solubilize
phosphate and zinc was observed that mutation affects adversely the profile of G.
diazotrophicus solubilize both nutrients. A mutation in otsA not alters the ability of
colonization and plant growth promotion of G. diazotropicus. The data revealed
that trehalose biosynthesis pathway of G. diazotrophicus has an important role in
resistance to metal stress. In short, this work has shown the key role of
biosynthetic and degradation genes of trehalose in G. diazotrophicus during
various environmental stresses and the effective role of these genes in the
bacteria-plant interaction.

Keywords : environmental stress, heavy metal, trehalose, treA, otsA, G.
diazotrophicus, A. thaliana.
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1. INTRODUCAO

As plantas dependem de elementos quimicos para uma nutricdo
adequada. Sendo assim, a deficiéncia desses elementos prejudica o crescimento
vegetal e, consequentemente, a produtividade agricola. O uso de fertilizantes
quimicos foi um dos alicerces para o aumento significativo da produtividade
agricola mundial (Huang et al., 2002). Devido ao aumento populacional e a
consequente demanda por produtos de origem agricola, houve uma necessidade
cada vez maior no consumo de fertilizantes.

Atualmente, a agricultura mundial consome cerca de 170 milhbdes de
toneladas/ano de fertilizantes quimicos (IFA, 2014). No entanto, apesar de
necessario, o uso continuo e elevado de fertilizantes inorganicos, além de gerar
elevados custos para a producdo agricola, tem consequéncias danosas para o
meio ambiente. Deste modo, devido aos problemas causados pela utilizacdo de
fertilizantes quimicos, h4 uma preocupacao significativa no desenvolvimento de
métodos que promovam uma agricultura sustentavel.

Uma alternativa promissora ao uso macico de fertilizantes quimicos é o
uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth Promoting
Bacteria — PGPB) (Baldani e Baldani, 2005; Reinhold-Hurek e Hurek, 2011).
Entretanto, o efetivo uso dessas bactérias depende da sua capacidade de
colonizar eficientemente as plantas inoculadas a campo, além de resistir aos

diversos estresses ambientais enfrentados. A desidratacdo, a salinidade, a



toxidez por metais e a temperatura destacam-se como estresses ambientais que
afetam a sobrevivéncia de bioinoculantes (Moradi et al., 2011).

Os diferentes estresses ambientais supracitados podem afetar direta ou
indiretamente o estado fisioldgico de um organismo, alterando o seu metabolismo,
crescimento e desenvolvimento. No entanto, uma resposta comum dos
organismos a tais estresses abidticos € o acimulo de agucares e outros solutos
compativeis, tais como, sacarose, prolina, glicina-betaina, manitol, sorbitol,
glutamato e glutamina (Hare et al., 1998). Esses solutos compativeis atuam como
osmoprotetores, sendo capazes de conferir tolerancia a uma variedade de
estresses ambientais em diversas espécies procaridticas e eucaridticas (lturriaga
et al., 2009). Um desses solutos € a trealose, um dissacarideo nao redutor
formado por duas moléculas de glicose, que desempenha papel fisiologico
importante, atuando na protecdo ao estresse abidtico em um grande namero de
organismos, incluindo bactérias, leveduras e invertebrados (Wingler et al., 2002;
Elbein et al., 2003).

A trealose tem mostrado estabilizar enzimas, proteinas e membranas
lipidicas de forma eficiente, bem como proteger as estruturas biolégicas contra
danos durante a dessecacao. No entanto, altas concentracdes de trealose podem
tornar-se téxicas para a ceélula. No reino vegetal, a maioria das espécies nao
parece acumular quantidades detectaveis de trealose, com a notavel excecao das
plantas da “ressurreicdo” altamente tolerantes a dessecacdo (Wingler et al.,
2002). Embora estudos que demonstrem o papel da trealose durante os estresses
abidticos e interagcbes bacterianas tenham sido reportados, informacdes
detalhadas acerca do seu metabolismo e degradacéo, além do seu papel durante
a interacdo de PGPBs com plantas hospedeiras, ainda séo escassas.

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma PGPB Gram-negativa, endofitica
e diazotrdéfica, a qual possui amplas caracteristicas de aplicagdo biotecnoldgica,
como a fixacao biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e zinco, producéo
de fitormbnios, antagonismo a fitopatdgenos e controle biologico (Madhaiyan et
al., 2004; Blanco et al., 2005; Muthukumarasamy et al., 2006; Saravanan et al.,
2007; Intorne et al.,, 2009). Recentemente, a capacidade para tolerar alguns
estresses abidticos também tem despertado o interesse em pesquisadores da
area, como, por exemplo, a identificagdo do gene czcA, determinante para a

tolerancia a metais pesados em G. diazotrophicus (Intorne et al., 2012). Devido a



essas caracteristicas biotecnoldgicas, torna-se interessante e promissor o estudo
de genes envolvidos com a tolerancia a estresses ambientais e,
consequentemente, ensaios de inoculacdo, no intuito de entender o papel dessas
vias durante a interacdo bactéria-planta, uma vez que o conhecimento das
estratégias da bactéria desenvolvidas, para esta interacdo, torna-se uma
ferramenta importante para ser usada em favor dos sistemas agricolas,
aumentando a colonizacdo de plantas de interesse agrondmico com bactérias

promotoras do crescimento vegetal.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar o envolvimento dos genes de biossintese e degradacdo de
trealose, na resisténcia a diferentes estresses ambientais em Gluconacetobacter
diazotrophicus, e a participacdo dessas vias durante a interacdo da bactéria com

plantas de Arabidopsis thaliana.

2.2. Objetivos especificos

) Estudar o papel dos genes de biossintese e degradacdo de trealose na
resisténcia a diferentes estresses ambientais usando mutantes de insercao

defectivos para os genes otsA e treA de G. diazotrophicus PALS5.

1)) Avaliar o efeito das mutagdes em treA no perfil de crescimento e na
morfologia de G. diazotrophicus PAL5 na presenca dos estressores NacCl,

Na,SO,, PEG 400 e sacarose cultivada em meio liquido.

[l)  Avaliar o efeito da mutacdo em otsA no perfil de crescimento na presenca

de metais pesados (aluminio, cadmio, cobalto, zinco) cultivada em meio sélido.

V) Avaliar o impacto das mutacfes em otsA e treA no acumulo de trealose

sobre condic¢des de estresse hiperosmaotico.



V) Avaliar a capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio, solubilizagdo de

fosforo e zinco no mutante otsA.

VI) Estudar o papel do metabolismo da trealose durante a interagdo entre
Arabidopsis thaliana, através da inoculacdo de plantas ecoétipos silvestres (Col-0 e
WS) e do mutante COC6 (defectivo para o gene da trealase vegetal), com a
bactéria selvagem e com os mutantes defectivos para a biossintese e degradacao

de trealose (otsA e treA).

VII)  Verificar a contribuicdo dos genes otsA e treA no crescimento e

sobrevivéncia da bactéria durante a colonizagéo vegetal.



3. CAPITULOS

3.1. PAPEL ESSENCIAL DA TREALASE PER[PLASMATICA (treA) DE
Gluconacetobacter  diazotrophicus NA  RESISTENCIA A ESTRESSES
AMBIENTAIS E PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL EM Arabidopsis
thaliana

3.1.1. INTRODUCAO

A agricultura mundial consome anualmente cerca de 170 milhdes de
toneladas de fertilizantes quimicos (IFA, 2014). O uso continuo e elevado de
fertilizantes representa importantes custos para a producdo agricola e tem
consequéncias danosas para 0 meio ambiente, gerando contaminag¢des para o
lencol freatico, lagos e rios.

Uma alternativa promissora ao uso macico de fertilizantes quimicos é o
uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth Promoting
Bacteria — PGPB) fornecidas como bioinoculantes (Baldani e Baldani, 2005;
Reinhold-Hurek e Hurek, 2011).

O efetivo uso dessas bactérias depende da sua capacidade de colonizar
eficientemente as plantas inoculadas a campo, além de resistir aos diversos

estresses ambientais. A desidratacdo, a salinidade, a toxidez, por metais, e as



amplas variacées de temperatura destacam-se como estresses ambientais que
afetam a eficiéncia de bioinoculantes bacterianos (Moradi et al., 2011).

Uma resposta comum dos organismos a estresses ambientais é o
acumulo de osmoprotetores. O dissacarideo trealose é considerado uma molécula
osmoprotetora encontrada em um grande numero de organismos, incluindo
bactérias, leveduras e plantas, e protege células e biomoléculas de danos
causados por estresses (Wingler et al., 2002; Elbein et al., 2003).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém revelado a participacao das vias
de biossintese e degradacdo da trealose na interagdo planta-microrganismo
(Brodmann et al.,, 2002; Lopez et al., 2008; Suarez et al., 2008). Dentre os
componentes de tais vias, 0 processo de degradacdo da trealose, realizado pela
enzima trealase (treA), tem recebido crescente atencdo (Muller et al., 2001;
Brodmann et al., 2002; Lopez et al., 2008; Barraza et al., 2013). Esta enzima,
responsavel pela hidrélise de trealose em duas moléculas de glicose, esta
envolvida em mudltiplas funcbes regulatorias, incluindo a resposta contra
patogenos, a regulacdo da viabilidade bacteriana e a eficiéncia de nodulagcdo em
interacOes simbidticas (legume-Rhizobium). A trealase vegetal € induzida durante
a colonizacdo por microrganismos patogénicos e associa¢des simbibticas (Muller
et al., 2001; Brodmann et al., 2002, Lopez et al., 2008; Barraza et al., 2013).
Entretanto, informacfes detalhadas acerca do papel da trealose na associacao
entre PGPBs e plantas ainda séo escassas. Considerando-se a existéncia de vias
de biossintese e degradacédo de trealose, tanto nos microrganismos quanto em
plantas hospedeiras, permanecem obscuros 0S mecanismos que promovem a
regulacédo coordenada destas vias durante tais interagoes.

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma PGPB Gram-negativa, endofitica
e diazotrofica que possui diversas caracteristicas potencialmente favoraveis ao
desenvolvimento vegetal, como a fixa¢do biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfato e zinco, producéo de fitormdnios, antagonismo a fitopatégenos e tolerancia
a metais pesados (Madhaiyan et al., 2004, Muthukumarasamy et al., 2006,
Saravanan et al.,, 2007, Intorne et al., 2009, Blanco et al., 2010, Intorne et al.,
2012). Adicionalmente, uma caracteristica especialmente interessante desta
bactéria € a sua elevada tolerancia a estresse osmoético, sendo capaz de crescer

na presenca de concentracfes de sacarose tdo altas como 30% (Cavalcante e



Dobereiner, 1988). Até o presente, 0s mecanismos moleculares envolvidos em tal
osmotolerancia permanecem inexplorados.

A andlise do genoma de Gluconacetobacter diazotrophicus indica a
existéncia de diversas vias de resisténcia a estresses ambientais, incluindo genes
para biossintese e degradacdo de trealose (Bertalan et al., 2009). Dentre tais
genes, observou-se a presenca do gene (treA), que codifica uma trealase
periplasmatica (Bertalan et al., 2009). Entretanto, ndo foram encontrados genes
para a trealase citoplasmatica no genoma desta bactéria, indicando o papel
crucial da enzima periplasmatica na degradacdo de trealose. Apesar da
identificacdo de genes responsaveis pela sintese e degradacdo de trealose no
genoma de G. diazotrophicus, ainda ndo se sabe o papel de tais vias, tanto na
resisténcia a estresses ambientais quanto durante o processo de interacdo com
plantas hospedeiras. O objetivo deste trabalho foi investigar o papel do gene de
degradacéo de trealose na protecédo de G. diazotrophicus PAL5 contra estresses
abidticos (NaCl, Na,SO,, sacarose, PEG 400 e baixa temperatura), bem como na
capacidade de colonizacao e promocao de crescimento de plantas de Arabidopsis
thaliana. Este € o primeiro estudo que caracteriza o envolvimento do gene de
degradacdo de trealose de G. diazotrophicus na resisténcia a estresses
ambientais e participacdo na promocéo do crescimento vegetal em Arabidopsis
thaliana.

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. FERTILIZANTES QUIMICOS

Os fertilizantes quimicos desempenham um papel importante no
desenvolvimento vegetal, entretanto, 0S mesmos acarretam impactos ambientais,
tais como, a contaminacéo quimica de solos e aguas, além de uma forte elevagéo
nos custos de producéo (Gunnell et al., 2007; Leach et al., 2008).

A formulacado basica dos fertilizantes € composta por uma combinacgéo de
trés macronutrientes, o nitrogénio (N), o fésforo (P) e o potassio (K). Por outro

lado, além dos macronutrientes (NPK) existem os macronutrientes secundarios



(enxofre, magnésio e célcio) e os micronutrientes (ferro, manganés, zinco, cobre,
cobalto, molibdénio, boro, cloro e silicio), os quais também sao utilizados na
formulacdo dos fertilizantes, de acordo com as condi¢cdes de solo, regido e
produtividade (Tavares et al., 2011).

No entanto, grande parte dos nutrientes aplicados nas lavouras ndo é
absorvida pelas plantas. A deficiéncia desses nutrientes reduz o desenvolvimento
vegetal, prejudicando o seu potencial de producdo. De acordo com as
caracteristicas dos solos, 60 a 90% dos nutrientes adicionados a lavoura, tendem
a ser desperdicados (Adesemoye & Kloepper, 2009). Consequentemente, estes
nutrientes poluem o ambiente ao serem lixiviados para corpos d’'agua ou
volatizarem para a atmosfera.

Com a atual demanda de alimentos, nossa sociedade passou a ser
dependente da produtividade gerada pelo uso corriqueiro de fertilizantes
quimicos. Cerca de 40% da populacdo mundial é alimentada a partir da
produtividade gerada por fertilizantes (UNEP, 2007). No entanto, 0 preco e 0 uso
dos fertilizantes tém aumentado com o tempo, uma vez que a matéria-prima que
0s produz esté se exaurindo.

Devido ao uso abusivo de fertilizantes quimicos, visando incrementar a
producdo agricola, ocorre uma insustentabilidade do sistema atual de producédo
de alimentos. Por outro lado, se continuarmos seguindo o modelo atual, a fonte de
matéria-prima necesséaria para a sintese de fertilizantes poderd se esgotar e a
produtividade agricola sofreré sérios prejuizos.

Entre 2007 e 2010, o mercado brasileiro importou 63% dos fertilizantes
quimicos, no intuito de suprir suas necessidades agricolas. Atualmente, ha uma
forte dependéncia dos produtores internacionais de fertilizantes (Tavares et al.,
2011). O mercado disponivel para consumo de fertilizantes por cultura esta
representado na Figura 1.
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Cana -de-Agticar
15%

Milho 2%
15%

Figura 1: Consumo de Fertilizantes por Cultura em 2010 (%). Adaptado de Gestédo de Informacéo
de Marketing da Bunge Fertilizantes S/A, 2011.

Neste sentido, € emergente a busca por insumos biolégicos que possam
substituir, parcial ou integralmente, os agroquimicos. Atualmente, uma das
estratégias utilizadas para melhorar o rendimento médio de culturas vegetais,
economicamente importantes para o0 pais, baseia-se no uso de bactérias

promotoras do crescimento vegetal como bioinoculante.

3.1.2.2. BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETA L

Abordagens que visam ao uso de bactérias promotoras de crescimento
vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria — PGPB) s&do vistas como uma
alternativa viavel, tanto sob o ponto de vista econébmico quanto sob o prisma
ambiental, a fim de melhorar o rendimento meédio de culturas vegetais
economicamente importantes para o pais (Sokolova et al., 2011).

Dentre as bactérias promotoras do crescimento vegetal, as endofiticas
tém sido alvo de diferentes estudos nas ultimas décadas, visto que ja foram
encontradas colonizando o interior de culturas de interesse econdmico, como
cana-de-agucar (Cavalcante e Dobereiner, 1988), citros (Araujo et al., 2001), arroz
(Sandhiya et al., 2005), milho (Araujo et al., 2000), banana (Martinez et al., 2003),
dentre outras. Tal interacdo tem despertado o interesse dos pesquisadores devido
aos beneficios que tais bactérias trazem para a planta hospedeira.

Esses microrganismos sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico e

promover o crescimento vegetal, atuando sobre o metabolismo das plantas de
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uma maneira positiva por meio da producdo de fitormonios como a auxina
(Fuentes-Ramirez et al., 1993), giberelinas (Bastian et al., 1998) e citocininas
(Bazzicalupo & Okon, 2000). As PGPBs podem conferir as plantas uma maior
resisténcia a condicdes de estresse, alteracdes nas condicfes fisioldgicas,
protecdo contra organismos patogénicos ou induzir a planta a reforcar seus
sistemas de resisténcia a patégenos (Mansoor et al., 2007; Wei et al., 1991; Guo,
2004). As PGPBs atuam na solubilizacdo de fosfato e zinco inorganico (Verma et
al., 2001; Intorne et al., 2009), além de apresentarem resisténcia a metal pesado
(GUO et al., 2010; XIAO et al., 2010; INTORNE et al., 2012).

Devido as caracteristicas supracitadas, o interesse nestas bactérias
aumentou nos ultimos anos, principalmente no que diz respeito a possibilidade de
seu uso como biofertilizantes e pesticidas (Weyens et al., 2009). De maneira
geral, o uso de PGPBs permite uma reducdo na aplicacdo de fertilizantes de até
50%, sem haver reducbes na produtividade (Baldani et al., 1986; Hayat et al.,
2010; Good & Beatty, 2011; Miransare, 2011).

Dentre as caracteristicas presentes nas PGPBs, a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico e de solubilizar nutrientes do solo tem intera¢gdes diretas na
aplicacao de fertilizantes. A soja brasileira destaca-se como exemplo de maior
sucesso do uso de PGPBs para a reducéao de fertilizantes e fixacado de nitrogénio.
Neste sentido, a economia gerada foi de 2,5 bilhées de dblares em 2002 (Alves et
al., 2003).

A solubilizagdo de nutrientes (fosfato, zinco, ferro e potéssio) interfere
diretamente com a fertilizacdo. Desta forma, bactérias capazes de solubilizar
esses nutrientes, através da secrecdo de acidos organicos, permitem que esses
elementos sejam disponibilizados para a planta. Isto porque, na forma soltvel, os
mesmos poderdo ser absorvidos pela bactéria ou pela planta (Panhwar et al.,
2011).

A capacidade de atuar em areas contaminadas, principalmente por metais
pesados, destaca-se como outra caracteristica das PGPBs, que tem despertado
interesse nos ultimos anos (Weyens et al., 2009). Dentre as espécies de bactérias
endofiticas, Gluconacetobacter diazotrophicus tem sido descrita como promotora
do crescimento vegetal, visto que diferentes caracteristicas encontradas nesta

bactéria favorecem o crescimento da planta (Saravanan et al., 2007).
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A aplicacdo das PGPBs na agricultura destaca-se como uma alternativa
sustentavel e economicamente viavel, melhorando o rendimento das culturas
vegetais e contribuindo para um melhor uso dos recursos naturais (Thakore,
2006; Triplet et al., 2008; Vessey et al.,, 2011). No entanto, a eficiéncia destes
inoculantes ndo depende apenas das caracteristicas dos vegetais, mas também
dos aspectos da bactéria envolvida nesta interagéo.

Os estudos da interacdo planta-enddfito, desenvolvidos até o momento,
tém como objetivo entender as caracteristicas da bactéria envolvidas nha
promocdo do crescimento vegetal (Vargas et al., 2003; Boddey et al., 2003;
Cavalcante et al., 2007). Entretanto, o efetivo uso dessas bactérias depende da
sua capacidade de colonizar eficientemente as plantas inoculadas a campo, além
de resistir aos diversos estresses ambientais. A desidratacdo, a salinidade, a
toxidez por metais e a temperatura destacam-se como estresses ambientais que

afetam a sobrevivéncia de bioinoculantes (Moradi et al., 2011).

3.1.2.3. ESTRESSES AMBIENTAIS

Plantas e microrganismos séo frequentemente desafiados por variacdes
ambientais, tais como, seca, salinidade, extremos de temperatura, exposicéo a
metais toxicos, deficiéncia de nutrientes (Moradi et al., 2011). Esses estresses
atuam como fatores limitantes ao crescimento de diversos organismos. Por sua
vez, no caso dos vegetais, 0s mesmos causam danos significativos ao rendimento
agricola.

Os diferentes estresses ambientais supracitados podem afetar, direta ou
indiretamente, o estado fisiolégico de um organismo, alterando o seu
metabolismo, crescimento e desenvolvimento (Larcher, 2003). Seca, salinidade,
temperatura e metais pesados interferem no balanco osmotico celular, o qual
pode acarretar' a perda de turgescéncia celular. Neste sentido, as membranas
tendem a se desorganizar, as proteinas podem perder sua atividade ou se
desnaturar e, muitas vezes, 0s niveis excessivos de espécies reativas de oxigénio
(ROS) levam a danos oxidativos (Larcher, 2003; Munns e Tester, 2008).

Dentre os estresses ambientais enfrentados pelos vegetais, 0 estresse

hidrico e 0 estresse salino sdo considerados os fatores que mais limitam a
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produtividade agricola, além do mais, tais fatores afetam a sobrevivéncia de
diversas PGPBs durante a colonizacao vegetal.

Estima-se, por exemplo, que o0 aumento da salinizacdo das terras araveis
tera efeitos globais devastadores, resultando em 30% de perda de terras dentro
dos proximos 25 anos e até 50% no ano de 2050 (Wang et al., 2003), além de
afetar o processo de colonizagdo de plantas por bactérias promotoras do
crescimento vegetal (Miller et al., 1996; Griffiths et al., 2003; Sugawara et al.,
2010). A salinidade gera concomitantemente 0s estresses iGnico e osmatico,
alterando o balanco iénico, o pH citoplasmatico e a atividade de diversas enzimas,
por indisponibilizar a agua livre do ambiente (Wang et al., 2003).

3.1.2.4. ESTRESSE OSMOTICO EM Gluconactobacter diazotrophicus

3.1.2.4.1. Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria Gram-negativa,
endofitica e diazotréfica, e foi isolada pela primeira vez por Cavalcante &
Dobereiner (1988) a partir de raizes e parte aérea de cana-de-acucar, cultivadas
em diversas regibes do Brasil. Posteriormente, G. diazotrophicus foi isolada de
plantas de café, batata doce, abacaxi, capim elefante, café, banana, arroz, entre
outros (Li et al.,, 1991; Muthukumarasamy et al., 2002; Anitha e Thangaraju,
2010). Inicialmente, a bactéria recém-descoberta foi descrita como uma nova
bactéria fixadora de nitrogénio tolerante a acido, a qual recebeu o nome de
Saccharobacter nitrocaptans (Cavalcante et al., 1988). Em seguida, Gillis e
colaboradores (1989), baseados em analises de hibridagdo RNA/DNA e
DNA/DNA, acharam oportuno reclassifica-la como Acetobacter diazotrophicus.
Assim, permaneceu até o final dos anos 90, quando novamente a taxonomia foi
refeita e surge a nomenclatura adotada atualmente, Gluconacetobacter
diazotrophicus.

Gluconacetobacter diazotrophicus sdo bastonetes com extremidades
arredondadas e dimensdes de 0,7 x 0,9 x 2,0 ym. E Gram-negativa, movel,
contendo flagelos laterais, sem movimento espiralado. A temperatura 6tima de
crescimento e fixacdo de N, é de 30°C, sendo bem adaptada a altas

concentracbes de sacarose (30%) (Cavalcante et al., 1988), podendo fixar
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nitrogénio sobre condi¢cdes microaerofilas. O pH 6timo, para o crescimento e
fixacdo de nitrogénio, € de 5,5 - 6,0, mas, in vitro, pode fixar nitrogénio em pH tao
baixos quanto 2,5, no entanto, ndo cresce em pH maiores do que 7,0 (Gillis et al.,
1989). G. diazotrophicus produz hormoénios promotores do crescimento, tais
como, acido indol acético (IAA), giberilinas (Fuentes-Ramirez, 1993) e
bacteriocinas, além do mais sao habeis para solubilizar, in vitro, dois
micronutrientes essenciais para o crescimento da planta, a saber, zinco e fosforo.
Tais caracteristicas permitem classificar G. diazotrophicus como uma bactéria
promotora do crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria — PGPB)
(Saravanan et al., 2008).

Segundo Ddbereiner (1995), mesmo existindo outras bactérias endofiticas
diazotroficas associadas a cultura de cana-de-agucar, G. diazotrophicus é uma
das principais bactérias responsaveis pelos altos niveis de fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN) observado em canaviais, e isto se deve ao seu carater endofitico
e ao alto nimero (10° células g*) em que esta bactéria tem sido encontrada em
culturas de cana-de-acucar (Dong et al.,, 1994; Dobereiner et al., 1995). G.
diazotrophicus tem sido isolada a partir de raizes, colmos e folhas de cana-de-
aclcar de diversas regides do Brasil, Australia, México, Africa do Sul e Cuba
(Cavalcante et al., 1988).

Diversos estudos ja foram demonstrados sobre os beneficios gerados por
G. diazotrophicus frente a produtividade de cana-de-acucar, em que a inoculacao
com a estirpe PALS5 em plantas micropropagadas gerou um aumento do peso
fresco da parte aérea de 28% (Baldani e Baldani, 2005). O crescimento de outras
espécies economicamente importantes como arroz (Anitha e Thangaraju, 2010) e
tomate (Luna et al., 2011) também ja foram observadas.

Diferentes analises fisioldgicas e bioquimicas tém demonstrado que G.
diazotrophicus tolera altas concentracdes de sacarose e baixos indices de pH,
fixando nitrogénio em meios de cultura com até 30% de sacarose e pH em torno
de 2,5 (Stephan et al.,, 1991). A capacidade de G. diazotrophicus crescer em
situacdes contendo altas concentragbes de sacarose sugere uma elevada

tolerancia ao estresse osmotico.



15

3.1.2.4.2. Estresse Osmotico

O estresse osmotico pode ser definido como alteragbes do volume
celular, as quais sdo ocasionadas pela diferenca na concentracdo de solutos
entre os dois lados da membrana citoplasmatica (Csonka et al., 1991). Tal
fenbmeno é considerado o principal responsavel pelo efeito toxico sobre o
crescimento vegetal e microbiano (Tripathi et al., 1998; Moradi et al., 2011).

A membrana citoplasmatica € altamente permeavel a agua, no entanto
nao é capaz de resistir a grandes pressdes hidrostaticas. Uma diminuicdo do
potencial hidrico no meio extracelular (condicdes hiperosmoticas) leva a um
rapido efluxo da agua e perda da turgescéncia celular. Por sua vez, em situacdes
extremas, a membrana plasméatica sofre retracéo e se separa da parede celular,
fendmeno esse conhecido como plasmolise. De modo inverso, durante o choque
hiposmaotico, a agua tende a entrar na célula, levando a um aumento do volume
celular e pressédo de turgor, acarretando a lise celular (Poolman e Glaasker,
1998).

A adaptacdo de PGPBs ao estresse osmotico é de extrema relevancia,
uma vez que a perda de agua ocasionada por periodos de seca e acumulo de
solutos no ambiente inibe importantes atividades de promogao do crescimento
vegetal, tais como, a fixagao de nitrogénio e a producao de hormaonios vegetais.

G. diazotrophicus tem como principal sitio de coloniza¢do o apoplasto de
plantas de cana-de-acucar, no qual a concentracédo de sacarose gira em torno de
10%. No entanto, apesar de favorecer o desenvolvimento desta bactéria, a
concentracéo referida do agucar gera uma elevada pressdo osmotica, que inibe o
crescimento de muitos microrganismos (Reis e Dobereiner, 1998). Outra
caracteristica marcante de G. diazotrophicus € a sua capacidade de colonizar
diversos tecidos da cana-de-agUcar, estabelecendo-se nos espacos
intercelulares. Dessa forma, a bactéria desenvolve uma relagcédo intima com a
planta, utilizando, assim, os osmoprotetores produzidos pelo vegetal durante a
interacdo. Essa versatilidade de colonizacdo sugere uma grande capacidade de
osmoadaptacdo da bactéria.

A multiplicacdo de G. diazotrophicus ocorre tanto no xilema, onde a
concentracdo de sacarose € muito baixa, quanto no apoplasto, onde a
concentracdo deste acucar é elevada (James et al., 2001). Por sua vez, a

capacidade de reagir as mudancas de osmolaridade torna-se uma vantagem
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adaptativa, a qual influencia positivamente a habilidade de G. diazotrophicus em
colonizar diversos ambientes, incluindo o solo, diversas espécies de plantas e
insetos.

De acordo com Mufioz-Rojas e Caballero-Melado (2001), na medida em
que vai ocorrendo o amadurecimento da cana-de-acucar, a populacdo de G.
diazotrophicus diminui significativamente nos tecidos internos da planta. Os
autores sugerem que a reducao da populacédo bacteriana esta relacionada com o
aumento do teor de sacarose e a diminuicdo do potencial hidrico no interior dos
tecidos vegetais.

Em 2009, apds o sequenciamento do genoma de G. diazotrophicus, um
conjunto de genes potencialmente envolvidos com a osmotolerancia foram
identificados, dentre estes, destacaram-se otsA/otsB e treA, os quais participam
das vias de sintese e degradacdo de trealose, respectivamente (Bertalan et al.,
2009). Sabe-se que G. diazotrophicus € tolerante a altas concentracdes de
sacarose, mostrando-se sensivel ao estresse salino. No entanto, pouco se sabe
sobre os mecanismos moleculares utilizados pela bactéria para responder ao
estresse osmaético. Em um trabalho desenvolvido por Boniolo e colaboradores
(2009), observou-se que glicina betaina suprime os efeitos do estresse salino. Os
danos celulares causados por concentracbes de até 100 mM de NaCl sao
revertidos pela adicdo exdégena de 20 mM de glicina betaina. Por outro lado,
concentracbes superiores de NaCl acarretaram mudangcas drasticas no
crescimento e morfologia de G. diazotrophicus, nas quais a adicdo de glicina
betaina nédo foi capaz de suprimir o efeito de tal estresse.

Em 2011, Velazquez-Hernandez e colaboradores demonstraram o papel
da levansucrase (LsdA) na osmoadaptacdo de G. diazotrophicus. Para tanto, 0os
autores utilizaram, em condi¢bes de estresse osmoético, mutantes defectivos no
gene que codifica para a levansucrase. Com isso, observou-se que 0 levan
formado pela acdo desta enzima atua como osmoprotetor, além de ser usado
como substrato para a formacéo de biofilme, o qual protege a bactéria do agente
estressor.

A habilidade em controlar o balan¢co osmoético e reparar os danos
induzidos pelo estresse osmotico € essencial a vida celular (Warskulat et al.,

2004). Células expostas ao estresse osmotico ativam mecanismos que detectam,
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reparam e protegem contra os danos celulares induzidos por esta condi¢do
(Lamitina e Strange, 2005).

Os principais mecanismos utilizados para conter o estresse osmotico sao:
ajustes na osmolaridade intracelular através da absorcdo e acumulo de potassio
no citoplasma, acumulo de glutamato e absorcdo ou biossintese de solutos
compativeis, também conhecidos como osmoprotetores, tais como, prolina,
rafinose, sorbitol, manitol, trealose, glicina betaina, dentre outros (Wood et al.,
1999).

3.1.2.5.0SMOPROTETORES

Os organismos, de uma forma geral, quando expostos a diferentes
estresses ambientais, respondem através da sintese e acumulo de solutos
compativeis. Tais solutos atuam como osmoprotetores, a fim de neutralizar os
efeitos deletérios da alta osmolaridade e desidratacdo, sendo capazes de conferir
tolerancia em diversas espécies procarioticas e eucaridticas (Galinski et al.,
1995). Os osmoprotetores sdo compativeis com a funcdo celular e servem para
estabilizar as proteinas e estruturas celulares e/ou manter a turgescéncia das
células por meio de um equilibrio da pressdo osmadtica, sem comprometer
processos celulares, os quais poderiam ser inibidos por altos niveis de sais
citosdlicos (Galinski, 1995; Kurz, 2008; Quifiones, et al., 2005).

Os osmoprotetores sdo classificados em quatro principais classes: 0s
acucares, os polidis, os aminoacidos e as aminas quartenarias (Galinski, 1995). O
acumulo desses solutos no citoplasma, seja por sintese de novo, seja por
absorcdo do meio de cultivo, previne a perda de agua e mantém a pressao de
turgor da célula em niveis essenciais para o crescimento. Dentre os solutos
compativeis mais comuns em bactérias, destacam-se sacarose, prolina, glicina-
betaina, manitol, sorbitol, glutamato, glutamina e trealose. Embora, todos esses
solutos sejam encontrados em plantas, a trealose € mais rara nos vegetais
(Rontein et al., 2002). A capacidade em acumular esses osmoprotetores varia

entre as espécies.
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3.1.2.6. TREALOSE E SUAS FUNCOES NOS SISTEMAS BIOLO GICOS

A trealose é um dissacarideo nédo redutor formado por duas moléculas de
glicose que € sintetizado por uma ampla variedade de organismos, tais como,
leveduras, bactérias e plantas (Wingler et al., 2002; Elbein et al., 2003). Esta
molécula ganhou interesse especial devido as suas propriedades multifuncionais,
tais como, fonte de carbono e energia para microrganismos e vegetais, bem como
0 seu papel predominante como soluto compativel ou molécula osmoprotetora,
que desempenha papel fisiol6gico importante, atuando na protecdo ao estresse
abigtico em um grande numero de organismos (Zaparty et al., 2013). Nos
vegetais, a trealose possui um papel central como regulador do metabolismo do
carbono e fotossintese. Além do mais, tem sido demonstrado que este acucar
possui um papel importante na interagao planta-microrganismos (Aeschbacher et
al., 1999; Brodman et al., 2002; Djovonic et al., 2013).

Por sua vez, quando a célula € exposta a alguma condicdo de estresse
ambiental, a sintese de trealose é induzida, e os seus niveis aumentam no
citoplasma sem que ocorram interferéncias no metabolismo celular (Murphy et al.,
2005; Zhang et al.,, 2011). O acumulo desses solutos no citoplasma leva ao
aumento do volume celular, o qual € a chave para a sua fungcdo osmoprotetora,
visto que tal acumulo permite a proliferacéo celular sob condi¢cdes desfavoraveis.

Os procariontes utilizam varios caminhos para a biossintese de trealose
(Paul et al., 2008; Figura 2), incluindo a via da trealose-6-fosfato sintase (TPS;
OtsA) e trealose-6-fosfato-fosfatase (TPP; OtsB), enquanto organismos eucariotos
utilizam exclusivamente a via TPS e TPP, que representa a via mais utilizada para
a sintese de trealose (Paul et al., 2008). Esta via compreende duas enzimas:
trealose-6-fosfato sintase (TPS), o qual catalisa a transferéncia de glicose a partir
de UDP-glicose (UDPG) para glicose-6-fosfato (G6P), formando a trealose-6-
fosfato (T6P) e UDP. A trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) desfosforila T6P,
liberando trealose e fosfato inorganico (Paul et al., 2008). O excesso de trealose é
excretado e transformado em glicose por uma trealase periplasmatica (treA), no
intuito de ser reaproveitada (Styrvold e Strom, 1991). A sintese de trealose é
ativada na auséncia de glicina betaina e prolina no meio externo (Empadinhas e

Da Costa, 2008). Estes osmalitos podem ser produzidos de novo, mas, muitas



vezes, sdo acumulados por absorcdo, a partir do ambiente

reduzir o custo energético para a célula.

19

extracelular, para

TPS-TPP

UDP- glicose+
glicose-6-fosfato

TPS l

Trealose -6-

fosfato

(+ UDP)

TPP
OH

Trealose

(+ Pi) /

TreP

i ) i
\\ S\ Glicose + glicose -1-

fosfato

Via de degradagédo
de trealose
HO’

O M, OH
HOW “Uon N o
Nt

'OH
TV T

TreZ

> 2 glicoses

ADP-glicose +
glicose

Malto -
oligosiltrealose

TraV %

Malto -
oligosacarideos

maltose

Figura 2. Vias metabdlicas de trealose. A Unica via de sintese de trealose (TPS-TPP), descrita em
plantas (caixa azul). A via TPS-TPP também pode ser encontrada em varios organismos
eucariotos e procariotos. Vias alternativas de sintese de trealose presentes em outros organismos
sdo mostradas abaixo da caixa azul. As vias TreT, TreY-TreZ e TS foram descritas apenas em
organismos procariontes. TreP é restrito aos fungos e bactérias. A via de degradacao de trealose
em plantas é observada no quadro amarelo. Abreviacbes: TPS, trealose-6-fosfato sintase; TPP,
trealose-6-fosfato  fosfatase; TreH, trealase; TreY, Maltooligosil-trealose sintase; TreZ,
Maltooligosiltrealose trealohidrolase; TS, trealose sintase; TreT, trealose glicosiltransferase
sintase; TreP, trealose fosforilase; UDP, uridina difosfato. Adaptado de Fernandez et al., 2010.

Até recentemente, julgava-se que a presenca de trealose e do seu
intermediario, trealose-6-fosfato (T6P), ocorria apenas num grupo reduzido de
espécies vegetais, conhecidas como plantas da ressurreicdo, altamente tolerantes
a dessecacado (Goddijn et al., 1999; Paul et al., 2008). A superexpressao de genes
da via de sintese da trealose, por manipulacdo genética, levou ao aumento de
tolerancia, de varias espécies de plantas, a diversos estresses abidticos, tais
como, o déficit hidrico e salinidade. Neste sentido, a engenharia genética tem
contribuido fortemente para o melhoramento vegetal. A tecnologia transgénica
permite mobilizar genes a partir de, praticamente, qualquer organismo. Diferentes
genes, incluindo aqueles que codificam enzimas envolvidas na biossintese de

prolina, manitol, glicina betaina, trealose, foram efetivamente utilizados para o
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desenvolvimento de plantas transgénicas tolerantes contra estresses multiplos
(Tayal et al., 2004).

Plantas de tabaco, batata e de tomate (Solanum lycopersicum),
transformadas com genes da biossintese de trealose, por meio da engenharia
genética, sdo altamente resistentes a seca, baixa e alta temperatura, salinidade e
ao estresse oxidativo (Yeo et al., 2000; Almeida et al., 2005; Cortina e Culianez-
Macia, 2005).

Por outro lado, Singh e colaboradores (2011), contestando os efeitos
benéficos, destacaram que, dependendo da sua concentracdo, solutos
compativeis podem desestabilizar proteinas. De acordo com o0s autores, a
trealose, quando em alta concentracdo ou elevado pH, desestabiliza algumas
proteinas. Esses aspectos podem modular muitos processos celulares, tais como,
a regulacdo da homeostase proteica (proteostase), interacdes proteina-proteina e
interag@es proteina-DNA.

3.1.2.7. PAPEL DA TREALOSE DURANTE A INTERACAO COM PLANTAS

Varios microrganismos produzem trealose durante a interacdo simbiotica
ou patogénica com plantas (Muller et al., 1995). Trealose tem um forte efeito no
metabolismo e crescimento vegetal. No entanto, sob altas concentragdes, ocorre
a inducdo da trealase (treA), o qual catalisa a hidrélise de trealose em duas
moléculas de glicose. Brodmann e colaboradores (2002) sugerem que essa
ativacdo € parte da resposta de defesa vegetal para prevenir o excesso de
trealose nas células vegetais, visto que altas concentracdes de trealose podem
interferir na regulacdo do metabolismo do carbono.

A trealase € requerida para metabolizar trealose, sintetizada a partir de
trealose-6-fosfato (T6P), durante interacdes planta-patogeno e em simbiose
(Figura 3). Por exemplo, a atividade da trealase € particularmente alta em nddulos
de leguminosas e € fortemente induzida em raizes e hipocétilos de A. thaliana
infectadas Plasmodiophora brassicae (Brodmann et al., 2002).

A liberacdo de trealose, no interior das células vegetais, por agentes
patogénicos, tais como, P. brassicae, pode ser capaz de explorar o mecanismo de
sinalizacao de trealose da planta e alterar o metabolismo de carboidratos a seu

favor. A concentracdo de trealose nas células vegetais é regulada pela trealase, a
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qual desempenha um importante papel em interacdes planta-micrébio (Brodmann
et al.,, 2002). Por exemplo, a atividade de trealase aumenta as relacdes
simbidticas de plantas com microrganismos produtores de trealose, tais como:
fungos micorrizicos arbusculares (Schubert e Wyss, 1995) e rizobios (Muller et al.,
1994).

A sintese de trealose é induzida em Arabidopsis thaliana e pepino
infectados por fungos patogénicos (Brodmann et al., 2002; Abood e Losel, 2003).
Também ja foi observado o acumulo de trealose em raizes de plantas envolvidas
por ectomicorrizas e endomicorrizas, particularmente, durante o estresse hidrico
(Schellenbaum et al., 1999; Pfeffer et al., 2004; Lopez et al., 2007).

A trealose foi detectada em nodulos de Medicago truncatula, Phaseolus
vulgaris e soja, quando foi possivel perceber seu acumulo em resposta ao
estresse hidrico (Streeter e Gomez, 2006; Lopez et al., 2008; Suarez et al., 2008).
Este dissacarideo também € produzido por bacteroides em nédulos de soja
(Muller et al., 1996). A sintese de trealose pela soja, durante os eventos iniciais da
fixacdo de nitrogénio, pode ser parte de uma resposta ao estresse desencadeado
por colonizagdo ou infecgdo bacteriana, indicando condigbes que acarretam o
estresse osmoético (Muller et al., 1996).

PROCARIOTOS

Célula

Figura 3. O papel da via de trealose em procariotos . A trealose em procariotos acumula
significativamente em condicdes de estresse osmético ou térmico; atua, como molécula
sinalizadora para a tolerancia ao estresse celular de plantas, no metabolismo do nitrogénio e do
carbono. Nas plantas, a trealose-6-fosfato (T6P) desempenha um papel central que regula o
metabolismo do aclcar e o desenvolvimento da planta. Glicose e trealose sdo chaves importantes
para vias de sinalizacdo e regulatérias, e integram estimulos externos para adaptar as células aos
estresses abiodticos, crescimento e desenvolvimento. Assim, um papel importante na via de
biossintese de trealose em plantas superiores seria a sintese de pequenas quantidades de T6P
e/ou trealose. Adaptado de lturriaga e colaboradores (2009).
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A producéo de trealose por microrganismos so influenciara a regulacao do
metabolismo vegetal, quando a sua liberacdo na planta e montante acumulado for

suficientemente alto para ser percebido pela planta (Brodmann et al., 2002).

3.1.2.8. Arabidopsis thaliana: REFERENCIA NOS ESTUDOS DE INTERACAO
PLANTA-MICROGANISMO

Arabidopsis thaliana € um membro da familia da mostarda (Cruciferae ou
Brassicaceae), com ampla distribuicdo natural em toda a Europa, Asia e América
do Norte. Arabidopsis é uma planta pequena, amplamente utilizada como
organismo-modelo devido aos seus beneficios como ferramenta genética. Possui
um genoma pequeno, com 120 megabases, organizado em 5 cromossomos e
cerca de 20.000 genes favoravel a analise molecular detalhada (Meyerowitz et al.,
1994). Diferentes ecotipos estdo disponiveis para analise experimental, sendo os
ecotipos Columbia (Col-0) e Landsberg os mais utilizados para estudos genéticos
e moleculares (Meinke et al., 1998).

O ciclo de vida, incluindo germinacédo de sementes, formagéo da roseta,
floracdo e maturacdo das sementes, € concluido em 6 semanas. As plantas
maduras atingem entre 15 a 20 cm de altura e produzem centenas de siliquas
com mais de 5000 sementes. As sementes possuem cerca de 0,5 mm de
comprimento e suas flores cerca de 2 mm (Meinke et al., 1998).

A. thaliana ndo € uma planta economicamente importante, mas oferece
vantagens para a pesquisa basica em genética e biologia molecular. Estudos em
Arabidopsis ganharam impulso no inicio de 1980, com o langamento de um mapa
genético detalhado (Koornneef et al., 1983) e publica¢es, descrevendo o valor de
Arabidopsis para pesquisas em fisiologia vegetal, biogquimica e desenvolvimento
(Meinke et al., 1980). Esse impulso foi devido, principalmente, a diversos
procedimentos simples de quimica e mutagénese insercional, métodos eficientes
para a realizacao de cruzamentos, introdugéo de DNA por meio de transformacao
vegetal, extensas colecdes de mutantes com fendétipos diferentes e uma
variedade de mapas cromossdémicos de genes mutantes e marcadores
moleculares (Koncz et al., 1998). Arabidopsis possui varios mutantes defectivos
em quase todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento vegetal, dentre
estes, mutantes no metabolismo de trealose. O genoma de A. thaliana contém 11
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genes TPS (AtTPS1-11), o qual codifica para a trealose-6-fosfato sintase, 10
genes TPP (AtTPPA1-10), o qual codifica para a trealose-6-fosfato fosfatase e um
gene TRE (TRE1), o qual codifica para a trealase (Paul et al., 2008).

Em Arabidopsis, as mutagfes que interferem na gametogénese, a
formacdo das sementes, desenvolvimento foliar e radicular, floragao,
senescéncia, vias de transducdo de sinal e metabdlicas, respostas aos
horménios, patdégenos e sinais do ambiente, e muitos processos celulares e
fisiologicos, foram identificadas (Meyerowitz et al., 1994).

A maior parte dos conhecimentos basicos que temos sobre resisténcia a
doencas, via de sinalizagdo hormonal, dentre outros tém sido bastante acelerada
devido aos estudos genéticos utilizando A. thaliana como organismo modelo
(Pieterse et al., 2009). O advento da gendmica funcional e a disponibilidade de
um vasto niamero de mutantes de A. thaliana tem possibilitado varios estudos de
interacao planta-microrganismo.

Estudos obtidos com A. thaliana podem, por sua vez, ser aplicados em
sistemas agricolas importantes, tais como, o arroz, a cana-de-acucar, dentre
outros, visando aumentar a producao, fortalecer as respostas de defesa contra
patdbgenos do solo e/ou favorecendo a associagdo com microrganismos

benéficos.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Cepas bacterianas e condi¢des de cultivo

A estirpe Gluconacetobacter diazotrophicus PALS da Colegcao de Cultura
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Campos dos
Goytacazes, RJ, Brasil) foi gentiimente cedida pelo Dr. Fabio L. Olivares. O
mutante de G. diazotrophicus defectivo para o gene da trealase foi obtido por
Intorne e colaboradores (2009), por meio de mutagénese insercional, utilizando o
kit EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2>Tnp Transposome (Epicentre, Madison, WI, USA). O
gene interrompido pelo transposon no mutante foi identificado pelo
sequenciamento das regides flaqueadoras do sitio de inser¢cdo do transposon
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(Figura 1). De acordo com a base de dados do NCBI, o ID do gene interrompido é
5792099 e codifica uma trealase periplasmatica treA (Locus tag: GDI_1340),
responsavel pela degradacao de trealose. Tal mutante foi denominado Gd A treA.
G. diazotrophicus PAL5 selvagem e o mutante GdAtreA foram cultivados em
meio DYGS (Rodrigues Neto, 1986) e LGl modificado (composicdo em g.I™:
glicose 10, K,HPO, 0,2; KH,PO, 0,6; MgS04-7H,O 0,2; (NH4),SO, 1,32;
CacCl;,-2H,0 0,02; NaMoO4-2H,0 0,002 e FeCls-6H,0 0,018 a 30°C (Cavalcante e
Dobereiner, 1988). Canamicina foi adicionada ao meio de cultura quando

necessario (50 pg.ml™) (Intorne et al., 2009).

3.1.3.2. Resposta a diferentes estresses ambientais

G. diazotrophicus PAL5 selvagem e o mutante GdAtreA foram
previamente cultivados em meio LGl modificado liquido até atingir (~10°
células.ml™’). Em seguida, foram feitas diluicbes seriadas e submetidas a
diferentes estresses abioticos, conforme descrito a seguir:

Sensibilidade e/ou resisténcia ao estresse osmaotico: o meio de cultura foi

preparado duas vezes concentrado para permitir a adicdo de diferentes solutos.
As solucdes-estoque dos solutos utilizados também foram preparadas duas vezes
concentradas. Os solutos utilizados foram NaCl, Na,SO,4, sacarose e PEG 400.
Os solutos foram esterilizados por meio de autoclavacdo. Os ensaios foram
mantidos em estufa a 30 C.

Sensibilidade e/ou resisténcia a diferentes temperaturas: utilizou-se o

meio de cultura LGIm. Diferentes temperaturas foram avaliadas (16 C; 22°C, 25°C
e 30°C).
ApoOs 5 dias de crescimento bacteriano, os experimentos foram avaliados.

Os ensaios foram repetidos ao menos trés vezes.

3.1.3.3. Microscopia otica

Foi transferido 1 ml de cultura bacteriana para tubo eppendorf e
centrifugado (1500 g, 25°C, 5 minutos). O sobrenadante foi descartado, e as

células foram ressuspensas em solugdo aquosa, contendo 4% de
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paraformaldeido em 0,05 M de tampdo fosfato salino (PBS), a temperatura
ambiente. As bactérias foram fixadas por aproximadamente 12 horas. Apos esse
periodo, as amostras foram observadas em microscopio (Zeiss Axiovert 200; Carl

Zeiss, Jena, Germany), acoplado a um sistema de gravagéao fotodigital.

3.1.3.4. Ensaio de quantificacao de trealose

G. diazotrophicus PAL5 selvagem e o mutante Gd AtreA foram cultivados
a 30'C em meio LGIm controle e LGIm acrescidos de 150 mM e 700 mM sacarose
até atingirem a fase estacionaria. Apos atingir a fase estacionaria (72 horas), 19
ml da cultura de cada tratamento tiveram a densidade otica final ajustada para 1
(~10° células.ml?) e foram utilizadas para a extracdo da trealose. A cultura
bacteriana foi centrifugada a (3000 g, 25 C, 10 minutos) e lavada com &agua
ultrapura. O sobrenadante foi coletado, para quantificacdo da trealose
extracelular, e o pellet foi ressuspenso em 0,5 ml de agua ultrapura e incubado a
95°C, durante 20 minutos, para a lise celular e posterior quantificacdo da trealose
intracelular (Kandror et al., 2002). As amostras foram filtradas em filtros de 0,2
Mm. A concentracdo de trealose foi determinada por meio de leitura em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), usando-se um detector de
espalhamento de luz (ELSDLT II). As areas e os tempos de retencdo da trealose

foram avaliados por comparacdo com padrdes em diferentes concentragoes.

3.1.3.5. Material vegetal e condi¢cdes de cresciment 0

Sementes selvagens (WS) e mutantes (COC6) de Arabidopsis thaliana L.
(Heyn), ecétipo Wassilewskija, foram obtidos em colaboragdo com INRA-
Versailles (Franca). Plantulas de Arabidopsis foram crescidas em placas de Petri
contendo meio Murashige e Skoog (MS) % forca com sacarose 0,5% e MES
0,05% a 22°C, 60% de umidade relativa e 70 pmol m? s™ de luz com fotoperiodo
de 12 horas durante 7 dias. As plantulas foram transferidas para vasos contendo
0 substrato comercial West Garden e irrigadas com uma solu¢cdo de Hoagland
25% (Hoagland e Arnon, 1950) a cada 2 dias durante 60 dias.
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3.1.3.6. Inoculacao e ensaios de colonizacéo

As culturas bacterianas foram centrifugadas a 12000 g e, apds descarte
do sobrenadante, as células foram lavadas duas vezes em &gua ultrapura estéril.
A densidade 6tica final foi 0,01 (10° células mL™) e determinada por meio de
espectrofotometro (o comprimento do raio eletromagnético usado foi de 600 nm).
Foram adicionados 20 mL de inoculo as placas de Petri contendo plantulas de
Arabidopsis com 7 dias de idade. Para o material-controle, foi adicionada agua
ultrapura estéril em igual volume. Apds 3 horas de incubacéo, as plantulas foram
transferidas para vasos contendo substrato comercial West Garden e cultivadas

tal como descrito anteriormente.

3.1.3.7. Andlises fenotipicas de promocao do cresci  mento vegetal

As amostras foram avaliadas quanto a massa da parte aérea e parte
radicular. As regides aérea e radicular das plantas foram coletadas para
determinacdo da massa de matéria fresca. A massa foi determinada por meio de
pesagem, utilizando-se balanca analitica, imediatamente apds a coleta. Foram
avaliadas 20 plantas em cada tratamento. O efeito de colonizacdo por G.
diazotrophicus PAL5, na promocéao do crescimento de plantas de Arabidopsis, foi

avaliada apos 60 dias de inoculagao.

3.1.3.8. Ensaios de colonizacao

Para mensurar 0 crescimento bacteriano em raizes de Arabidopsis
inoculadas, foi utilizada uma regido de aproximadamente 1,0 cm de raiz. A regiao
radicular foi imersa em Cloramina-T durante 1 minuto. Em seguida, as amostras
foram submetidas a maceragdo em H,O ultrapura estéril e foram feitas diluicdes
seriadas. As amostras foram, entdo, plagueadas em meio LGI-P sélido, contendo
em g.L™": 100,0 sacarose; 0,2 K,HPO4 0,6 KH,PO4 0,2 MgS0O4.7H,0; 0,2
CaCl,.2H,0; 0,002 Na;M004.H,0; 0,01 FeCl3.6H,0, 5 mL azul de bromotimol
0.5% em 0,2 M KOH; 15 4gar, acrescidos dos antibidticos Canamicina e
Estreptomicina 50 pg.mL™, além de extrato vegetal obtido a partir da maceracéo
de plantulas de Arabidopsis com 12 dias de idade, na propor¢édo de 1:15. O pH
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inicial do meio foi ajustado para 5,5. As placas foram mantidas sob temperatura
de 30°C durante 4 dias.

3.1.3.9. Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
e o teste Tukey foi utilizado para mensurar a significancia entre os tratamentos no

nivel de 5% de significancia, utilizando o software Assistat 7.0 Beta.

3.1.4. RESULTADOS

3.1.4.1. A trealase periplasmética € essencial para a resisténcia ao estresse

osmoético em G. diazotrophicus

Inicialmente, identificou-se o0 gene interrompido pelo transposon no
mutante. O mutante foi alterado no gene treA (Locus tag: GDI_1340), que codifica

uma proteina envolvida com a degradacao de trealose (Figura 1).

nt nt
1335890 1341096

| ] I

' T [
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Figura 1. Organizacdo genOmica do gene treA interrompido em Gluconacetobacter
diazotrophicus PALS5. Cluster génico flanqueando treA. As setas indicam o sentido da transcri¢céo
destes genes. nt: nucleotideo; seta preta: gene interrompido neste estudo; setas cinza claro:
genes ndo interrompidos; tesouras: sitio de restricao para EcoRl; triangulo branco: posicéo relativa
da insercado tn5; treA: gene codificante para trealase periplasmatica. Adaptado da base de dados

NCBI.

O efeito da mutacdo no gene da trealase periplasmatica de G.
diazotrophicus sobre o desempenho de crescimento bacteriano foi avaliado em

meio liquido, em situacao-controle e na presenca de 150 e 700 mM de sacarose.



28

A Figura 2 mostra que, mesmo na auséncia de estresse (Figura 2A), a mutacao
em GdAtreA afetou o crescimento bacteriano, sugerindo o papel desta enzima
mesmo na auséncia de estresse. Entretanto, quando foram utilizados 700 mM, o
crescimento bacteriano do mutante mostrou-se fortemente inibido em comparacéo
com o da bactéria selvagem (Figura 2C). Juntos, estes dados indicam que o gene
treA participa tanto de funcbes metabdlicas convencionais da bactéria, quanto de

sua resisténcia ao estresse hiperosmatico.
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Figura 2. Perfil de crescimento de G. diazotrophicus PAL5 selvagem e mutante AtreA sobre
condigbes de estresse hiperosmético in vitro. O ensaio foi realizado em meio LGl modificado,
controle (A) e LGI modificado, contendo 150 mM (B) e 700 mM (C) de sacarose. As células foram
incubadas a 30°C, 110 min™ e monitoradas a cada 12 horas de crescimento até atingir a fase
estacionaria (72 horas).

A trealose é bem estudada como um soluto compativel, o qual é definido
como uma molécula que funciona como um osmolito e ajuda um organismo a
sobreviver em condi¢cdes de estresse osmotico. Com base nisso, testou-se se a
mutacdo em Gd AtreA favorece a resisténcia dessa bactéria a outros estresses
osmaético e salino. Para tanto, crescentes concentracfes de NaCl, Na,SO,,
sacarose e PEG 400 foram testadas em meio solido. Em todos os estresses, ja foi
possivel observar a inibicho do mutante nas menores concentracdes testadas,
enquanto o mesmo efeito ndo foi observado para a estirpe selvagem (Figura 3A-
D). Os estresses provocados por sacarose e PEG400 foram 0s mais severos para
o mutante GdAtreA (Figura 3C e 3D). Os resultados mostraram que treA é
essencial para a resisténcia aos estresses, ja que a mutacdo (AtreA) elevou sua

sensibilidade a todos estressores utilizados (Figura 3A-D).
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Controle 50mM NaCl 100mM Nacl 200mM NaCl Controle 50mMNa,SO, _250mM Na,SO, 350mM Na,SO,

WT AtreA WT AtreA WT AtreA WT AtreA

WT AtreA WT AtreA WT AtreA AtreA

Controle 150mM sacarose 700mM sacarose 850mM sacarose Controle 100mM PEG400  200mM PEG400  400mM PEG400
AtreA WT AtreA WT AtreA WT AtreA

AtreA  WT AtreA WT AtreA WT AtreA

Figura 3. Efeito do estresse osmoético sobre o cresc imento de Gluconacetobacter
diazotrophicus PAI 5 selvagem (WT) e mutante Gd AtreA em meio solido . Os ensaios foram
realizados, em meio LGl modificado, e analisados ap6s 5 dias de crescimento em estufa a 30 C
(n=3). A Figura representa o resultado de no minimo trés experimentos em separado.

Visando quantificar a sensibilidade aos referidos estresses resultante da
mutacdo no gene treA, a bactéria selvagem e o mutante GdAtreA foram
cultivadas em meio liquido LGIm, contendo concentracbes crescentes dos
agentes estressantes. O efeito inibitério de cada estressor foi observado por
comparacdo com as bactérias crescidas na auséncia de estresse. A Figura 4
mostra que baixas concentracbes de Na,SO, (50 mM) e sacarose (150 mM)
favoreceram o crescimento bacteriano para ambas as bactérias. No caso de
baixas concentracdes de PEG400 (100 mM), apenas a bactéria selvagem foi
favorecida. Todas as concentracdes de NaCl utilizadas tiveram efeito inibitério
sobre ambas as linhagens bacterianas (Figura 4A).

A mutagcdo em treA provocou forte reducdo da resisténcia a
concentracdes elevadas de Na,SO,4 sacarose e PEG400, em comparagdo a da
bactéria normal (Figura 4B, C, D). Pode-se destacar o fato de a bactéria selvagem
ser pouco inibida por 850 mM de sacarose (15% de inibicdo), enquanto o mutante
apresentou uma reducéo de 70% do crescimento bacteriano (Figura 4C). No caso
de Na,SO, a concentracao de 250 mM do estressor favoreceu (aproximadamente
40%) o crescimento da bactéria selvagem e, inversamente, promoveu uma forte

inibicdo (aproximadamente 80%) na multiplicacdo do mutante Gd AtreA (Figura
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4B). Tomados juntos, os dados revelam que a trealase periplasmatica de G.
diazotrophicus € essencial para a tolerancia ao estresse provocado por sacarose
e sulfato de soédio, evidenciando o seu papel essencial durante o estresse

osmotico na bactéria.
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3.1.4.2. O gene treA é essencial para resisténcia a baixas temperaturas em
G. diazotrophicus

Para examinar a participacdo de treA na tolerancia de G. diazotrophicus
PALS5 a baixas temperaturas, a estirpe selvagem e o mutante foram submetidos
ao cultivo em meio sélido, em diferentes temperaturas (30C, 25 C, 22°'C, 16 C).
Ap6s 5 dias de cultivo, foi observado que temperaturas menores que 25 C afetam
significativamente o desempenho do mutante Gd AtreA (Figura 5). Na medida em
que as temperaturas testadas foram afastando-se do 6timo crescimento da
bactéria (30°C), tornou-se perceptivel que o gene que codifica para a trealase
periplasmatica (treA) é fundamental para a resisténcia de G. diazotrophicus a

baixas temperaturas.

30°C 250C 22°C 16°C
WT AtreA WT

WT  AtreA

AtreA WT AtreA

100§

101

102

Figura 5. Analise do efeito de diferentes temperatu ras sobre o crescimento de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 WT e mutante GdAtreA. Os ensaios foram
realizados, em meio LGl modificado, e analisados ap6s 5 dias de crescimento em estufa a 30 C
(n=3). A Figura representa o resultado de no minimo trés experimentos em separado.

3.1.4.3. Efeito dos estresses provocado por sacaros e e NaCl na morfologia
de G. diazotrophicus WT e mutante Gd AtreA

Alteracbes morfologicas tém sido descritas como uma resposta a
diferentes estresses ambientais em bactérias (Wainwright et al., 1999; Shi et al.,
2003). Observados os diferentes efeitos do estresse osmoético sobre o
crescimento de G. diazotrophicus e GdAtreA, a morfologia de culturas
bacterianas, submetida a crescentes concentracdes de NaCl, sacarose, Na,SO4 e

PEG400, foi analisada. A Figura 6 (i-viii) mostra que, em todas as concentragbes
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testadas, NaCl promove alteracdes morfolégicas celulares, tanto na estirpe
selvagem quanto no mutante Gd AtreA. Nas concentracdes de 50 e 100 mM de
passando a formar longas cadeias. Entretanto, no mutante GdAtreA, tais
alteracdes sao mais preponderantes, conforme destacado nas Figuras 6 (vi) e 6
(vi). No estresse provocado por PEG400 (Figura xxv-xxxii), alteracbes
morfologicas discretas foram verificadas. Para o estresse causado por sacarose
(Figura 6ix-xvi) e Na,SO, (Figura 6xvii-xxiv), foi possivel observar alteractes
morfolégicas, mesmo que mais discretas somente no mutante GdAtreA,

destacando a relevancia deste gene para a tolerancia a tais estresses.



NaCl sacarose

Controle Controle

WT
WT

AtreA
A treA

XXViii

WT
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Figura 6. Efeito do estresse osmdético sobre a morfo  logia de Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 selvagem (WT) e mutante AtreA. i-viii) diferentes
concentracdes de NacCl. ix-xvi), diferentes concentragdes de sacarose. xvii-xxiv), diferentes concentragdes de Na,SO,4. xxv-xxxii), diferentes concentracdes de
PEG400. A-B) Ampliacdo das imagens iii) e vii). C-D) Ampliacdo das imagens x) e xiv). As coldnias bacterianas foram visualizadas por meio de microscopia
Otica com aumento de 100X. A Figura representa o resultado de no minimo trés experimentos em separado. A barra branca equivale a 5 um.
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3.1.4.4. Mutacdo em treA provoca acumulo de trealose sob condi¢des de
estresse hiperosmatico

Analisou-se se a maior sensibilidade ao estresse osmatico observada
para o mutante Gd AtreA estaria relacionada com a incapacidade desse mutante
em hidrolisar a trealose. Para tanto, foram analisados os teores de trealose
intracelulares e extracelulares de bactérias WT e mutantes Gd AtreA, cultivados
em situacdes-controle, bem como na presenca de 150 mM e 700 mM de
sacarose. Para testar tal hipétese, foi verificado se, em condi¢cdes de estresse
hiperosmoético causado por sacarose, a mutacdo em AtreA favoreceria o acumulo
de trealose intra e/ou extracelularmente. Para tanto, foram quantificados os niveis
de trealose produzidos pela estirpe selvagem (WT) e pelo mutante GdAtreA,
quando cultivados na presenca de 150 e 700 mM de sacarose. Foi possivel
observar que a mutacdo promoveu acumulo de trealose intra e extracelular,
especialmente sob concentracées de 150 mM de sacarose. As concentracdes
extacelulares foram preferencialmente elevadas, revelando o importante papel da
degradacdo do acUcar secretado para o periplasma, durante situacbes de
estresse osmoético. Sob tal estresse, o0 acumulo de trealose extra e intracelular
observado no mutante foi superior ao observado na estirpe selvagem, cerca de
2,16x e 2,42x, respectivamente (Figura 7). Sob a concentracdo de 700 mM de
sacarose, apesar de ter sido observado o acumulo de trealose extra e intracelular
guando comparado aos dos controles, o mutante teve a sua capacidade de
acumular trealose afetada (Figura 7). E presumivel que a queda no acumulo de
trealose, pelo mutante, esteja relacionada com a sua baixa capacidade de
multiplicagdo no meio, contendo altas concentracées de sacarose (Figura 2C).
Estes resultados, tomados em conjunto, demonstram que a sintese de trealose é
ativada na presenca do estresse osmotico e que a enzima trealase € um

importante modulador das concentracdes desse acucar no ambiente celular.
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Figura 7. Niveis de trealose em G. diazotrophicus e mutante Gd AtreA. A estirpe selvagem
(WT) de G. diazotrophicus PAL5 e mutante GdAtreA foram crescidos em meio LGIm,
suplementado com 150 mM e 700 mM de sacarose. A trealose foi extraida e quantificada
mediante leituras em HPLC, como descrito em material e métodos.

3.1.45. O acumulo de trealose por Gluconacetobacter diazotrophicus
durante a interagdo com A. thaliana favorece a promog¢ao do crescimento

vegetal

Sabe-se gque a trealose pode ser sintetizada durante a interacao planta-
microrganismo e que esse osmolito pode servir de fonte de carbono para ambos
durante a colonizagdo vegetal, além de interferir em processos fisiolégicos
importantes para a planta (fotossintese, metabolismo de aminoacidos e
carboidratos). Com base nisso, foi testado se 0 mutante bacteriano GdatreA, o
qual foi capaz de acumular altos niveis de trealose na presenca de estresse
hiperosmotico (Figura 7), teria uma maior eficiéncia durante a colonizacéo vegetal
e se trealase vegetal desempenharia um papel importante durante a interacao
planta-bactéria. A hipétese era de que a trealose produzida durante a interacdo
aumentaria a capacidade de colonizagdo bacteriana e, consequentemente,
favoreceria a promocéao do crescimento vegetal. Para tanto, utilizaram-se ecotipos

de A. thaliana selvagem (WS) e o mutante COC6, o qual € afetado no
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metabolismo de trealose. Tal abordagem nos permitiria verificar se o0 acamulo de
trealose produzida durante a interacdo planta-bactéria poderia interferir no
metabolismo e crescimento vegetal. Os resultados mostraram que plantulas de A.
thaliana ecoétipo WS inoculadas com o mutante bacteriano GdatreA apresentam
maior biomassa de parte aérea e raizes, quando comparada a do material ndo
inoculado (controle) e a do inoculado com a estirpe selvagem (Figura 8A e 8B).
Para a parte aérea, ecétipos WS inoculados com G. diazotrophicus WT e
GdatreA apresentaram valores de massa fresca superiores aos dos obtidos para
0 material ndo inoculado, 15% e 23%, respectivamente (Figura 8A). Para a parte
radicular, o ganho observado foi de 12% e 35% para WT e GdatreA,
respectivamente (Figura 8B). A promocdo do crescimento observada para o
mutante Gd AtreA superou a encontrada para a estirpe selvagem, que foi superior
a 8% e 23% para a parte aérea e radicular, respectivamente (Figura 8A e 8B).
Quando a estirpe selvagem e mutante GdatreA foram inoculados no ecotipo
COC6, houve perda significativa no crescimento vegetal. Para a parte radicular,
foi observada uma reducdo no crescimento de 26% e 59% em plantas COC6
inoculadas com WT e GdatreA, respectivamente (Figura 8A e 8B). A parte aérea
de COC6 foi igualmente afetada quando inoculada com a estirpe selvagem e
mutante GdatreA, com inibicdo do crescimento de aproximadamente 70%.
Portanto, a presenca da trealase vegetal é essencial para a modulacdo dos niveis
de trealose durante a interagdo com a bactéria. Na auséncia de tal enzima, a
interacdo com G. diazotrophicus passa a ser deletéria para a planta. Tal efeito
torna-se mais severo quando o mutante GdatreA foi utilizado, visto que este

apresenta niveis extracelulares de trealose aumentados.
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Figura 8. Promocdo do crescimento e colonizacdo de plantas de Arabidopsis thaliana
ecotipo selvagem (WS) e defectivo na trealase perip lasmatica (Coc6). As plantas foram
inoculadas aos 7 dias de idade com G. diazotrophicus PAL5 e Gd AtreA, na concentracéo celular
de 10° CFU/mL. ApOs 7 semanas, foi analisada a massa fresca da parte aérea (A) e da parte
radicular (B) e avaliado o perfil de colonizacdo bacteriano nos ecoétipos vegetais selvagem e
mutante (C). A Figura D representa as plantulas de Arabidopsis controle e inoculadas. A barra
branca equivale a 1 cm. As barras representam o desvio-padrdo. Diferencas significativas entre os
tratamentos sdo representadas por letras (ANOVA, p < 0,05).

3.1.5. DISCUSSAO

A trealose € um composto-chave para a sinalizacdo do crescimento
vegetal e adaptacdo ao estresse abidtico em diversos organismos (Reina-Bueno
et al., 2012). A manipulacdo das vias de sintese e degradacéo deste osmolito tem
um grande impacto agronédmico em diversas culturas vegetais importantes. Neste
trabalho, investigou-se o papel do gene de degradacdo de trealose (treA) de G.
diazotrophicus PAL 5 na resposta ao estresse osmotico, salino e diferentes
temperaturas, bem como se a mutagcdo no gene que codifica para a trealase
periplasmatica dessa bactéria (AtreA) interfere no seu desempenho durante a

colonizacdo e promocao do crescimento vegetal.
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O efeito do estresse osmdtico, causado por NaCl, Na,SO,, sacarose e
PEG400, sobre o crescimento de G. diazotrophicus selvagem e do mutante
Gd AtreA, foi avaliado. Os resultados mostraram que o gene de degradacgéao de
trealose da bactéria é essencial para a resisténcia ao estresse osmaotico, visto que
a mutacdo no gene GdAtreA elevou a sensibilidade de todos os estressores
testados (Figura 3A-D). Em relacdo aos estresses em meio liquido, foi observado
que pequena osmolaridade provocada por Na;SO,4 (50 mM) e sacarose (150 mM)
pode afetar de forma positiva o desenvolvimento de G. diazotrophicus WT e do
mutante Gd AtreA. No entanto, apesar de o estresse provocado por 150 mM de
sacarose estimular positivamente o crescimento de GdAtreA, o estimulo foi
menor quando comparado ao da estirpe selvagem (Figura 4C). Em relacdo ao
estresse térmico, foi observada grande sensibilidade do mutante Gd AtreA em
todas as temperaturas testadas (25°C, 22°C e 16°C) quando comparadas a da
estirpe selvagem (Figura 5).

Diversos trabalhos tém demonstrado o papel da trealose na resposta ao
estresse osmatico e na termotolerancia em leveduras (de Virgilio et al., 1994) e
inUmeras bactérias, incluindo Sinorhizobium meliloti (Dominguez-Ferreras et al.,
2009), Bradyrhizobium japonicum (Sugawara at al., 2010), Rhizobium etli (Suarez
et al., 2008), Escherichia coli (Hengge-Aronis et al., 1991) e a bactéria halofilica
Chromohalobacter salexigens (Vargas et al., 2008). De acordo com Dominguez-
Ferreras e colaboradores (2009), o envolvimento da trealose na osmoadaptacao
bacteriana esta relacionado com o acumulo desse osmolito durante o estresse.
No entanto, sob altas concentracdes, ocorre a inducédo da trealase (treA), a qual
catalisa a hidrdlise de trealose em duas moléculas de glicose. Brodmann e
colaboradores (2002) relatam que essa ativacado é parte da resposta de defesa
para prevenir o excesso de trealose nas células, tendo em vista que altas
concentracbes de trealose podem interferir na regulagdo do metabolismo do
carbono e tornarem-se toxicas para a ceélula. Neste sentido, tais resultados
sugerem que o mutante Gd AtreA estaria acumulando uma alta concentragéo de
trealose no citoplasma celular e no meio de cultivo durante o estresse osmético e
térmico, o que justificaria o fato de Gd AtreA ser severamente mais sensivel do
que a estirpe selvagem (Figura 3A-D; Figura 5A-D).

Outra caracteristica analisada neste trabalho foi o efeito do estresse

osmotico sobre a morfologia de G. diazotrophicus selvagem e do mutante
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GdAtreA. De acordo com Pianetti e coloboradores (2009), mudancas
morfoldégicas em bactérias tém sido descritas como uma resposta a diferentes
e 100 mM de NaCl promoveram alteracbes morfologicas nas células da estirpe
selvagem e mutante Gd AtreA. No entanto, na concentracdo de 100 mM de NaCl,
0 mutante foi severamente mais afetado (Figura 6B). Sob tais circunstancias, foi
observado que a estirpe selvagem e mutante Gd AtreA deixam de organizar-se
em diplobacilos, passando a formar longas cadeias (Figura 6i-viii). No estresse
provocado por sacarose (150 mM), foram observadas alteragcdes morfolégicas em
Gd AtreA, quando nenhuma alteracdo foi verificada para a estirpe selvagem
(Figura 6C-D). Alguns trabalhos demonstram alteragbes na morfologia de G.
diazotrophicus causadas por NaCl (Boniolo et al.,, 2009), NH;Cl, NH4sNO3
(Muthukumarasamy et al., 2002), pesticidas (Madhaiyan et al., 2006) e zinco
(Saravanan et al.,, 2007). Boniolo e colaboradores (2009), estudando o
comportamento de G. diazotrophicus PAL5 sobre condi¢cdes de estresse salino,
observaram forte inibicdo do crescimento nas concentragdes de 200 e 300 mM de
NaCl, quando ocorreram mudancas drasticas na morfologia celular. No entanto,
nenhum trabalho correlacionou o efeito dessas alteragbes com a alta
concentracdo de trealose produzida durante o estresse.

Moradi e colaboradores (2011) destacam que alteracdes morfologicas
celulares provocadas por salinidade sdo decorrentes do estresse osmotico,
principal responsavel pelo efeito toxico sobre o crescimento microbiano. Por sua
vez, a utilizacdo de trealose em concentracdes ideais € uma estratégia utilizada
para permitir que as células mantenham baixas concentracdes de sais em seu
citoplasma (Mustakhimov, 2010).

Nos presentes ensaios, avaliou se a mutacdo em Gd AtreA influencia no
acumulo de trealose em condi¢cbes de estresse hiperosmético causado por
sacarose. Tais resultados mostraram que a mutacdo em GdAtreA favoreceu
significativamente o acumulo de trealose intra e extracelular, na presenca de 150
mM de sacarose, quando comparado ao da estirpe selvagem, 2,16x e 2,42x,
respectivamente (Figura 7). Neste sentido, nossos dados sugerem que a resposta
diferencial aos estresses testados, observada para a estirpe selvagem e o

mutante GdAtreA, esta relacionada com a alta concentracdo de trealose
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acumulada, em resposta ao estresse osmoético e a incapacidade do mutante

Gd AtreA em degrada-la, tornando-se toxica para a bactéria (Figura 9).
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Figura 9. Modelo proposto para a degradacdo de trea lose em G. diazotrophicus PALS5.
CondigGes de estresse induzem a sintese de trealose em G. diazotrophicus PAL5. Trealose-6-
fosfato-sintase (otsA GDI_0916); trealose fosfatase (otsB GDI_0915); 2.4.1.11 (proteina néo
identificada); enzima ramificadora de 1,4-alfa-glucano (glgB GDI_0544); operon envolvido com a
degradacédo de glicogénio glgX (treXYZ GDI_0545); trealase periplasmatica (treA GDI_1340); Glc
(glicose). O circulo vermelho representa a proteina mutada nesse estudo. As estrelas representam
0 acumulo de trealose intra e extracelular. O modelo foi construido com base nas informacdes
contidas no KEGG.

Os dados retratam que a trealase periplasmatica de G. diazotrophicus
PAL5 é essencial para manter o equilibrio de trealose, produzida durante o
estresse osmoético, contribuindo para sua alta osmotolerancia. Tal achado explica
a capacidade de G. diazotrophicus colonizar naturalmente o interior de colmos de
cana-de-acgucar, onde as concentracfes de sacarose podem chegar a 20%
(Cavalcante e Dobereiner, 1988).

Alguns trabalhos tém demonstrado o papel da trealose durante interacdes
simbidticas e patogénicas com plantas (Brodmann et al., 2002; Muller et al., 1995;
Streeter et al., 1985). A liberacao de trealose, no interior das células vegetais por
microrganismos, pode ser capaz de explorar o mecanismo de sinalizagcdo de
trealose da planta e alterar o metabolismo de carboidratos a seu favor. Por sua
vez, a concentracao de trealose nas células vegetais € regulada por uma trealase.
Com base nisso, questionou-se se a mutagcdo em GdAtreA, na qual a bactéria
acumula altas concentragbes de trealose (Figura 7), resultaria numa maior
eficiéncia de colonizacdo e, consequentemente, promoveria 0 crescimento

vegetal, ou se o bloqueio na via de degradacédo de trealose (treA) diminuiria 0
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fithness da bactéria durante a interacdo. Para tanto, utilizaram-se plantas de A.
thaliana selvagem (WS) e o mutante afetado no metabolismo de trealose (COCS6).
Tal abordagem permitiria verificar se o acumulo de trealose por G. diazotrophicus,
durante a interacdo bactéria-planta, poderia interferir no crescimento vegetal. O
presente trabalho sugere que a sintese e a liberacdo de trealose por G.
diazotrophicus, concomitantemente com a participacdo de uma trealase vegetal,
sdo primordiais para equilibrar a concentracdo ideal de trealose durante a
interacéo, favorecendo, assim, o crescimento vegetal (Figura 8). De acordo com
Djonovic e colaboradores (2013), uma razdo pelo qual a trealose facilita a
interagdo microbiana com os vegetais é o fato de a trealose, mediante uma alta
concentracéo local, favorecer a aquisicao de nitrogénio, o qual cria um gradiente
osmotico, levando ao efluxo de nitrogénio contendo nutrientes para as células
vegetais vizinhas.

Em suma, com este estudo, foram obtidas novas informac¢des sobre os
fatores genéticos e metabdlicos da estratégia, utilizada por G. diazotrophicus
PALS, para lidar com o estresse osmotico, e como 0 acumulo de trealose pela
bactéria pode influenciar na sua capacidade de colonizagdo vegetal. Os
resultados aqui apresentados servem, portanto, como um passo importante para
uma melhor compreensao do papel da trealose na biologia de G. diazotrophicus
PALS5. Em adicéo a estes resultados, demonstrou-se pela primeira vez o papel da
trealase periplasmatica de G. diazotrophicus durante o processo de colonizagao
vegetal. Por fim, o conhecimento das estratégias utilizadas por PGPBs, durante a
interacdo bactéria-planta, torna-se uma abordagem importante a ser usada em
prol dos sistemas agricolas, potencializando a colonizacdo e elevando a

produtividade de plantas de interesse agronémico.

3.1.6. CONCLUSOES

o A mutacdo no gene que codifica para trealase (treA) de G. diazotrophicus
eleva a sensibilidade da bactéria aos estresses provocados por sulfato de sédio,
cloreto de sdédio, polietilenoglicol, sacarose e temperatura, revelando que a

degradacéao da trealose € um componente essencial da resisténcia a estresse.
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. O gene treA € essencial na termoprotecao de G. diazotrophicus.

. A mutacao no gene que codifica para trealase (treA) elevou a capacidade
de Gluconacetobacter diazotrophicus acumular trealose extracelularmente

durante o estresse osmaotico provocado por sacarose.

. Plantas inoculadas com bactérias mutantes treA, que ndo degradam a
trealose, apresentaram maior massa fresca de parte aérea e raiz, sugerindo que a
trealose secretada pela bactéria favorece a acdo bacteriana na promocao do

crescimento vegetal.

. Os efeitos diferenciais da inoculagcdo com a bactéria selvagem e do
mutante treA, em plantas mutadas para o gene da trealase, revelam o papel
essencial da trealose nos mecanismos de interacdo entre G.diazotrophicus e

Arabidopsis.
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3.2. O PAPEL ESSENCIAL DE otsA NA RESISTENCIA A METAIS PESADOS
EM Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5

3.2.1. INTRODUCAO

Plantas e microrganismos sdo frequentemente desafiados por variacbes
ambientais, tais como, seca, salinidade, extremos de temperatura, exposicéo a
metais toxicos, deficiéncia de nutrientes. Trealose funciona como uma molécula
osmoprotetora, conferindo tolerancia a uma variedade de estresses ambientais
em diversas espécies procaridticas e eucaridticas. Gluconacetobacter
diazotrophicus possui em seu genoma genes responsaveis pela sintese
(otsAlotsB) e degradacdo (treA) de trealose. Tal bactéria € considerada um
microrganismo com potencial biotecnologico devido a sua habilidade de promover
0 crescimento vegetal, mediante a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico,
solubilizar nutrientes, produzir fitormonios, resistir a diferentes estresses
ambientais, incluindo metal e pressdo osmotica. Neste trabalho, investigou-se o
papel dos genes de biossintese de trealose durante o estresse osmoético e
metélico em G. diazotrophicus. Para tanto, um mutante de insercdo defectivo, no
gene que codifica para a trealose-6-fosfato sintase (AotsA), foi utilizado.
Inicialmente, o mutante AotsA foi avaliado quanto a resisténcia ao estresse
provocado por NaCl, Na,SO,, sacarose e PEG400. No entanto, ndo foi observada
diferenca entre o mutante otsA e a estirpe selvagem. Neste sentido, testou-se o
efeito dos estresses causados por CdCl,. H;O, CoCl,.6H,O, ZnCly,
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AIK(S04),.12H,0. Sua habilidade para fixar nitrogénio e solubilizar fésforo e zinco
também foi avaliada. Os resultados revelaram que a mutacdo no gene envolvido
na biossintese de trealose (otsA) resulta em alta sensibilidade aos estresses
provocados por CdCl,.H,O e ZnCl,. A mutacdo favoreceu a resisténcia da
bactéria na presenca do metal toxico aluminio. Andlise da capacidade do mutante,
para mobilizar zinco e fosfato insolivel, mostrou que mutacdo no gene AOtsA
afetou a capacidade de solubilizacdo desta bactéria. Os dados revelaram que o
gene de biossintese de trealose de G. diazotrophicus possui papel essencial na
resisténcia a estresses ambientais. Por sua vez, os dados obtidos sugerem que a
biossintese de trealose, via otsA, ndo interfere na capacidade de colonizacéo e
promocdo do crescimento vegetal. Este é o primeiro estudo que caracteriza o
envolvimento do gene otsA na resisténcia a estresses ambientais durante a

colonizacdo em G. diazotrophicus.

3.2.2. REVISAO

A contaminacdo do solo com metais pesados tem despertado grandes
preocupacdes, devido a sua toxicidade, persisténcia e ndo degradacdo no
ambiente. A contaminacdo por metais pesados € um dos principais problemas da
agricultura mundial (Duman et al., 2011). A presenca desses contaminantes pode
interferir no crescimento, morfologia e metabolismo de plantas e microrganismos
(Giller et al., 1998; Austin et al., 2006). A toxicidade por metais pesados altera a
estrutura conformacional de macromoléculas, interfere na fosforilacdo oxidativa e
no balanco osmotico celular (Bruins et al., 2000).

O desenvolvimento de técnicas de remediacdo economicamente viaveis
representa uma questao tecnoldgica e cientifica premente. Uma alternativa
promissora € a fitorremediacdo, a qual busca amenizar os prejuizos causados
pelo excesso de metais pesados (Bruins et al., 2000; Intorne et al., 2012). Por sua
vez, 0 crescimento lento e a reduzida biomassa de plantas em ambientes
contaminados com metal limitam a eficiéncia desse processo. Assim, uma
possibilidade para intensificar a producao de biomassa € a utilizacdo de bactérias

promotoras do crescimento vegetal como bioinoculantes (Plant Growth Promoting
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Bacteria — PGPB) (Baldani e Baldani, 2005; Reinhold-Hurek e Hurek, 2011). No
entanto, o uso dessas bactérias depende da sua capacidade de colonizar
eficientemente as plantas inoculadas a campo e resistir aos diversos estresses
ambientais, dentre estes, 0s provocados por metais pesados.

Ao longo do processo evolutivo, diversos mecanismos de resisténcia se
desenvolveram em microrganismos visando atenuar a toxicidade causada pelo
excesso de metal pesado (Prapagdee e Watcharamusik, 2009). Para prevenir ou
reduzir os efeitos adversos, substancias protetoras, tais como, sacarideos,
polissacarideos, aminoacidos, proteinas, sao frequentemente utilizadas para
aumentar a viabilidade dos microrganismos (Hubalek, 2003; Elbein et al., 2003).

A trealose, um dissacarideo formado por duas moléculas de glicose, € um
osmoprotetor encontrado em leveduras, bactérias e plantas (Wingler et al., 2002;
Gancedo e Flores, 2004). O acumulo de trealose, por meio das vias de
biossintese de trealose (otsA e otsB), pode aumentar a resisténcia a estresses
multiplos, como o calor, desidratacdo, congelamento e estresse hiperosmatico
(Soto et al., 1999; Kwon et al., 2003). No entanto, nenhum trabalho demonstrou a
participacdo da via de biossintese de trealose (otsA) como primordial para a
resisténcia a metais pesados em bactérias promotoras do crescimento vegetal.

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma PGPB Gram-negativa, endofitica
e diazotrofica, que possui amplas caracteristicas de interesse biotecnoldgico,
como a fixacao biolégica de nitrogénio, solubilizacédo de fosfato e zinco, producéo
de fitormbnios e controle biolégico de fitopatbgenos (Madhaiyan et al., 2004;
Muthukumarasamy et al., 2006; Saravanan et al., 2007; Intorne et al., 2009;
Blanco et al.,, 2010). Recentemente, sua capacidade de tolerancia a metais
pesados também tem despertado o interesse em pesquisadores da area (Intorne
et al., 2012).

O genoma de G. diazotrophicus encontra-se sequenciado,
disponibilizando grande quantidade de informacdo para estudos de gendmica
funcional. Diversas vias de resisténcia a estresses ambientais, incluindo genes
para biossintese e degradacdo de trealose, foram identificadas (Bertalan et al.,
2009). Dentre tais genes, observou-se a presenca do gene (otsA), que codifica
uma trealose 6 fosfato sintase (Bertalan et al., 2009).

Segundo Foster e colaboradores (2003), a via de biossintese de trealose

(otsA) também atua como um fator importante durante a interacdo planta-
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microrganismos. No entanto, apesar da identificacdo de genes responsaveis pela
sintese de trealose no genoma de G. diazotrophicus, ainda ndo se sabe o papel
de tais vias tanto na resisténcia a estresses metalicos quanto durante o processo
de interacdo com plantas hospedeiras.

Neste trabalho, investigou-se o papel do gene de biossintese de trealose
(otsA) na protecdo contra 0 estresse osmatico e salino e contra 0s estresses
provocados por cadmio, cobalto, zinco e aluminio em G. diazotrophicus. Avaliou-
se a participacdo do gene otsA no processo de fixagdo biologica de nitrogénio e
na solubilizagdo de nutrientes, além da sua atuacdo durante a interacao bactéria-

planta.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Cepas bacterianas, meios e condi¢des de cu  Itivo

A estirpe Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 da Colecdo de Cultura
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Campos dos
Goytacazes, RJ, Brasil) foi gentiimente cedida pelo Dr. Fabio L. Olivares. O
mutante de G. diazotrophicus defectivo, na via de biossintese de trealose, foi
obtido por Intorne e colaboradores (2009) mediante a mutagénese insercional,
utilizando o kit EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2>Tnp Transposome (Epicentre, Madison,
WI, USA). O gene interrompido pelo transposon no mutante foi identificado pelo
sequenciamento das regides flaqueadoras do sitio de insercdo do transposon
(Figura 1A). De acordo com a base de dados do NCBI, o ID do gene interrompido
é 5789515 e codifica uma trealose-6-fosfato sintase (Locus tag: GDI_0916). Tal
mutante foi denominado AotsA. G. diazotrophicus PAL5 e o0 mutante AOtsA
foram cultivados em meio DYGS (Rodrigues Neto, 1986) e LGl modificado
(composicdo em g.I':: glicose 10, K;HPO, 0,2; KH,PO, 0,6; MgS04-7H,0O 0,2;
(NH4)2SO4 1,32; CacCl,-2H,0 0,02; NaMoO4-2H,0O 0,002 e FeCls-6H,0O 0,018 a
30°C (Cavalcante e Dobereiner, 1988). Canamicina foi adicionado quando

necessario (50 pug.ml™) (Intorne et al., 2009).
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3.2.3.2. Resposta a diferentes estresses ambientais

G. diazotrophicus PAL5 selvagem e o mutante A otsA foram previamente
cultivados em meio LGl modificado liquido até atingir (~10° células.ml™). Em
seguida, foram feitas diluicbes seriadas e submetidas a diferentes estresses
abidticos, conforme descrito a seguir:

Sensibilidade e/ou resisténcia ao estresse osmaotico: o meio de cultura foi

preparado duas vezes concentrado para permitir a adicdo de diferentes solutos.
As solucdes-estoque dos solutos utilizados também foram preparadas duas vezes
concentradas. Os solutos utilizados foram NaCl, Na,SO,4, sacarose e PEG 400.
Os solutos foram esterilizados por meio de autoclavacao.

Sensibilidade e/ou resisténcia ao estresse metalico: utilizou-se o meio de

cultura LGI modificado. Os sais metdlicos utilizados foram (CdCl,-H,0,
CoCl;y-6H,0, AIK(S04)2.12H,0 e ZnCly), esterilizados por meio de filtragcéo.
Os ensaios foram mantidos em estufa a 30°'C e avaliados ap6s 5 dias de

crescimento bacteriano. Os ensaios foram repetidos ao menos trés vezes.

3.2.3.3. Ensaio de quantificacao de trealose

G. diazotrophicus PALS5 selvagem e o mutante AotsA foram cultivados a
30'C em meio LGIm controle e LGIm acrescidos de 150 mM e 700 mM de
sacarose até atingirem a fase estacionaria. Apos a fase estacionaria (72 horas),
19 ml da cultura foram utilizados para a extragao da trealose. A cultura bacteriana
foi centrifugada a (3000 g, 25°C, 10 minutos) e lavada com &gua ultrapura. O
sobrenadante foi coletado para a quantificagéo da trealose extracelular, e o pellet
foi ressuspenso em 0,5 ml de &agua ultrapura e incubado a 95 C durante 20
minutos para a lise celular e posterior quantificacdo da trealose intracelular
(Kandror et al., 2002). As amostras foram filtradas em filtros de 0,2 ym. A
concentracdo de trealose foi determinada por meio de leitura em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), usando-se um detector de espalhamento de luz
(ELSDLT 1l). As é&reas e tempos de retencdo da trealose foram avaliados por

comparacao com padrdes em diferentes concentragoes.
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3.2.3.4. Ensaio de solubilizacéo de fésforo e zinco

Gotas (10 pl) da estirpe selvagem e do mutante AotsA cultivados em
meio LGIm (~10° células.ml™®) foram inoculadas em placas de Petri de LGIm
controle e LGIm suplementado com 0,12% ZnO ou 0,54% Cas(PO4)30H. As
placas foram incubadas por 4 dias (Saravanan et al., 2007; Intorne et al., 2009). A
avaliacdo da solubilizacéo foi realizada por meio da medicéo do diametro do halo
(cm)= diametro total — didametro da colonia. Este experimento foi repetido ao

menos trés vezes (n=5).

3.2.3.5. Ensaio de fixacéo biolégica do nitrogénio

Para verificar possiveis alterac6es na fixagdo biolégica de nitrogénio no
mutante A OtsA, a estirpe selvagem e o mutante foram cultivados em erlenmeyers
de 250 mL contendo meio LGIm (30°C/200 rpm) até atingirem DOggo =1 (~10°
células.ml™). Em seguida, 100 pL desse cultivo foram adicionados no centro de
frascos contendo 5 mL de meio LGIm sem nitrogénio semissolido (1,6 g/L agar
bacteriol6gico). Ap6s 12 dias de cultivo em estufa microbidlogica (30°C), a
formacgéo de pelicula aerotaxica foi avaliada.

3.2.3.6. Andlise filogenética da proteina otsA

A sequéncia proteica de otsA, obtida a partir de G. diazotrophicus PALS5,
sequéncias similares oriundas de bactérias fixadoras de nitrogénio e outras
proteinas ortologas foram utilizadas para andlise filogenética. Estas sequéncias
foram obtidas da base de dados UniProt (Uniprot, 2014). O alinhamento destas
proteinas foi realizado por meio do ClustalW (Thompson et al., 1994). A proteina
otsA de E. coli str. K-12 substr. MG1655 foi utilizada como grupo externo (NUmero
de acesso do Uniprot: NP_416410).
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3.2.3.7. Material vegetal e condi¢cdes de cresciment 0

Plantas selvagens de Arabidopsis thaliana, ecotipo Col-0, foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Frederick Ausubel (Massachusetts General Hospital,
Boston, MA, USA). Plantulas de Arabidopsis foram crescidas em placas de Petri,
contendo meio Murashige e Skoog (MS) % forca com sacarose 0,5% e MES
0,05% a 22°C, 60% de umidade relativa e 70 pmol m? s™ de luz com fotoperiodo
de 12 horas durante 7 dias. As plantulas foram transferidas para vasos contendo
0 substrato comercial West Garden e irrigadas com uma solu¢gdo de Hoagland
25% (Hoagland e Arnon, 1950) a cada 2 dias, durante 60 dias.

3.2.3.8. Inoculacéo e ensaios de colonizagéo

As culturas bacterianas foram centrifugadas a 12000 g e, apés descarte
do sobrenadante, as células foram lavadas duas vezes em agua ultrapura estéril.
A densidade 6tica final foi 0,01 (10° células mL™), e foi determinada por meio do
espectrofotdbmetro (o comprimento do raio eletromagnético usado foi de 600 nm).
Foram adicionados 20 mL de inoculo as placas de Petri contendo plantulas de
Arabidopsis com 7 dias de idade. Para o material-controle, foi adicionada agua
ultrapura estéril em igual volume. Apds 3 horas de incubacéo, as plantulas foram
transferidas para vasos, contendo substrato comercial West Garden e cultivadas

tal como descrito anteriormente.

3.2.3.9. Andlises fenotipicas de promoc¢ao do cresci  mento vegetal

As amostras foram avaliadas quanto as massas da parte aérea e parte
radicular. As regibes aérea e radicular das plantas foram coletadas para
determinacdo da massa de matéria fresca. A massa fresca foi determinada por
meio de pesagem, utilizando-se balanca analitica, imediatamente apds a coleta.
Foram avaliadas 20 plantas em cada tratamento. O efeito de colonizag&o por G.
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diazotrophicus PAL5, na promocéao do crescimento de plantas de Arabidopsis, foi
avaliado apoés 60 dias de inoculagéo.

3.2.3.10. Ensaios de colonizacao

Para mensurar o0 crescimento bacteriano em raizes de Arabidopsis
inoculadas, foi utilizada uma regidao de aproximadamente 1,0 cm de raiz. A regiao
radicular foi imersa em Cloramina-T durante 1 minuto. Em seguida, as amostras
foram submetidas a maceracdo em H,O ultrapura estéril e feitas as diluicdes
seriadas. As amostras foram, entdo, plaqueadas em meio LGI-P sélido contendo
em g.L': 100,0 sacarose; 0,2 KoHPO,; 0,6 KH,PO4 0,2 MgS0,.7H,0; 0,2
CaCl,.2H,0; 0,002 Na;M004.H,0; 0,01 FeCl3.6H,0, 5 mL azul de bromotimol
0.5% em 0,2 M KOH; 15 4gar, acrescidos dos antibidticos Canamicina e
Estreptomicina 50 pg.mL™, além de extrato vegetal obtido a partir da maceracéo
de plantulas de Arabidopsis com 12 dias de idade, na propor¢édo de 1:15. O pH
inicial do meio foi ajustado para 5,5. As placas foram mantidas sob temperatura
de 30°C durante 4 dias.

3.2.3.11. Estatistica
Os resultados obtidos foram testados pela analise de variancia (ANOVA),

e o teste Tukey foi utilizado para mensurar a significancia entre os tratamentos no

nivel de 5% de significancia, utilizando o software Assistant 7.0 Beta.

3.2.4. RESULTADOS

3.2.4.1. O gene de biossintese de trealose ( otsA) é essencial para resisténcia

ao estresse por metal em G. diazotrophicus
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Inicialmente, identificou-se o gene interrompido pelo transposon no
mutante. O mutante foi alterado no gene otsA (Locus tag: GDI_0916), que codifica
uma proteina envolvida com a biossintese de trealose (Figura 1A).

O aumento no conteudo de trealose sugere uma adaptacdo dos
microrganismos as condi¢des adversas ou estressantes (Tournu, 2013). Visto que
o gene interrompido foi afetado na via de biossintese de trealose (otsA), foi
verificado se a mutagcdo em AOtsA altera a produgédo de trealose durante o
estresse hiperosmatico. Curiosamente, os presentes dados demonstraram que a
trealose acumula tanto em G. diazotrophicus selvagem gquanto no mutante A otsA
em resposta ao estresse osmotico (Figura 1B), mostrando que a mutacdo em
A otsA ndo interfere na capacidade da bactéria em sintetizar trealose na presenca
do estresse.

Com base nisso, testou-se o perfil de resisténcia do mutante otsA aos
estresses provocados por NaCl, Na,SO,4, PEG400 e sacarose. No entanto, nao foi
observada nenhuma diferenca entre o mutante AotsA e a estirpe selvagem em
todos os tratamentos (Figura 2). Por sua vez, decidiu-se, entéo, investigar o efeito
da mutacdo, no gene AotsA de G. diazotrophicus, quanto a capacidade da
bactéria em resistir ao estresse provocado por metais. Para tanto, concentracdes
crescentes de aluminio, cadmio, cobalto e zinco foram testadas. Os resultados
mostraram que, na auséncia dos metais, AOtsA apresentou crescimento similar
ao da estirpe selvagem. No entanto, na presenca dos metais cadmio (0,3; 0,5e 1
mM) e zinco (8 e 16 mM), o mutante AotsA mostrou elevada sensibilidade
quando comparada a da estirpe selvagem (Figura 3A-B). Para o cobalto, o
mutante mostrou resposta similar a da estirpe selvagem em todas as
concentracbes testadas (Figura 3C). O mutante AOtSA mostrou-se mais
resistente ao aluminio (7; 10 e 20 mM) quando comparado com a estirpe
selvagem (Figura 3D). Estes dados indicam o papel crucial do gene otsA na
resisténcia da bactéria aos metais pesados cadmio e zinco e, por sua vez,
demonstram que a mutacao pode elevar a capacidade de resisténcia da bactéria
durante o estresse provocado por aluminio. No entanto, esses dados demonstram
o papel essencial do gene otsA na resposta ao estresse provocado por metais em
G. diazotrophicus PALS.
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Figura 1. Caracterizacdo do mutante  AotsA de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5. A)
Organizacdo gendmica do gene otsA interrompido em Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5.
Cluster génico flanqueando otsA. As setas indicam o sentido da transcricdo destes genes. nt:
nucleotideo; seta preta: gene interrompido neste estudo; setas cinza claro: genes nao
interrompidos; triangulo branco: posicdo relativa da insercao tn5; otsA: gene codificante para
trealose-6-fosfato. Adaptado da base de dados NCBI. B) Niveis de trealose em G. diazotrophicus e
mutante AotsA. A estirpe selvagem (WT) de G. diazotrophicus PAL5 e mutante AotsA foram
crescidos em meio LGIm suplementado com 150 mM e 700 mM de sacarose. Trealose extraida e
quantificada por meio de leituras em HPLC, como descrito em material e métodos.
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Figura 2. Efeito do estresse osmatico sobre o cresc  imento de Gluconacetobacter diazotrophicus PALS selvagem (WT) e mutante  AotsA em meio
sélido. Os ensaios foram realizados, em meio LGI modificado, e analisados ap6s 5 dias de crescimento em estufa a 30 C (n=3). A Figura representa o resultado

de no minimo trés experimentos em separado.
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Figura 3. Efeito do estresse por diferentes metais sobre o crescimento de  Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 selvagem (WT) e mutante A otsA
em meio solido. Os ensaios foram realizados, em meio LG| modificado, e analisados apés 5 dias de crescimento em estufa a 30 C (n=3). A Figura representa o

resultado de no minimo trés experimentos em separado.
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3.2.4.2. Envolvimento de otsA na fixacdo biolégica de nitrogénio e

solubilizagéo de fésforo e zinco  in vitro

Dentre as caracteristicas de G. diazotrophicus que favorecem o
crescimento vegetal, destacam-se a capacidade de fixacao biolégica de nitrogénio
e potencial para solubilizar fésforo e zinco. Foi avaliado se a mutagdo no gene
otsA influencia em tais caracteristicas. Para verificar a capacidade de fixacdo do
nitrogénio atmosfeérico, a estirpe mutante foi testada qualitativamente em meio de
cultivo LGI semissélido sem adicdo de nitrogénio. Os resultados demonstraram
que a mutacdo em A OtsA ndo altera a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico

qguando comparada a da estirpe selvagem (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil de solubilizacdo de fosforo e zinco e fixacdo de nitrogénio do
mutante A otsA de G. diazotrophius

Estirpe Diametro do halo de Diametro do halo de Fixac do de
solubilizagéo de solubilizacdo de zinco nitrogénio
fésforo (cm) (cm)
AOtsA 0.62+0.3b 2.34+0.3b 4
WT 1.14+0.5a 3.64+0.3a +
+, positivo.

Médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente entre si no nivel
de 5% de significancia. Os valores sdo médias de cinco repeti¢des. A figura
representa o resultado de no minimo trés experimentos em separado.

O perfil de solubilizacdo de fosforo e zinco foi baseado na presenca de
uma zona clara ou halo de solubilizacdo ao redor das colbnias crescidas em meio
sélido LGI suplementado com fosfato de calcio (Cas(PO4)30OH) e 6xido de zinco
(ZnO) (Figura 4). O mutante AotsA foi o menos eficiente na capacidade de
solubilizar tais nutrientes in vitro, gerando um halo de solubilizag&o cujo diametro
foi, em média, de 0,62+0,3cm e 2,34+0,3cm para fésforo e zinco, respectivamente
(Tabela 1). Comparativamente, o diametro do halo para a estirpe selvagem foi de

1,14+0,5cm e 3,64+0,3cm, respectivamente (Tabela 1).
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Controle LGI+Ca 5(PO,);OH LGI+ZnO

WT

AOtSA

Figura 4. Halos de solubilizagdo de fésforo e zinco de Gluconacetobacter diazotrophicus
PAL5 selvagem e mutante na via de sintese (otsA) de  trealose. As estirpes foram inoculadas
em meio LGI contendo 1,0 g L' de ZnO e 5,4 g L™ de Cas(PO,);OH. A barra branca equivale a 1
cm. A Figura representa o resultado de no minimo trés experimentos em separado.

3.2.4.3. A mutacdo no gene otsA nao altera o potencial de promocao do

crescimento vegetal de Gluconacetobacter diazotrophicus

Alguns trabalhos tém demonstrado que o0 gene otsA é importante durante
a interacao planta-microrganismo (Foster, et al., 2003; Suarez et al., 2008;
Djovonic et al., 2013). Com base nisso, foi testado se o mutante bacteriano A otsA
de Gluconacetobacter diazotrophicus teria sua capacidade de colonizacéo
afetada, ou mesmo, a consequente promoc¢ao do crescimento vegetal quando
comparada com a da estirpe selvagem. Para tanto, plantulas de A. thaliana,
ecotipo Col-0, aos 7 dias de idade, foram inoculadas com a linhagem selvagem e
0 mutante AOtsA, e cultivadas em substrato durante 60 dias. Os resultados
mostraram que plantas de A. thaliana inoculadas com o0 mutante AOtsA
apresentaram perfil de crescimento similar ao observado para plantas inoculadas
com a estirpe selvagem (Figura 5A-B). Foi observado ganho de massa fresca da
parte aérea e de raiz de Col-0 para plantas inoculadas com ambas as estirpes
quando comparado com o material ndo inoculado (Figura 5A-B). A Figura 5C
mostra que a populacao bacteriana, em raizes de plantas inoculadas, é similar
para ambas as linhagens bacterianas. Tomados em conjunto, os dados
demonstram que a mutacdo no gene otsA de G. diazotrophicus néo interfere na

capacidade de colonizacdo e promocao do crescimento vegetal da bactéria.
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As relacOes filogenéticas da proteina otsA de G. diazotrophicus com varios
ortélogos de outras espécies bacterianas foram avaliadas. A Figura 6 mostra que
a proteina codificada pelo otsA apresenta maior proximidade filogenética com as
proteinas otsA das espécies Gluconacetobacter xylinus, Xanthomonas oryzae,

Azospirillum sp. e Herbaspirillum seropedicae.
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Figura 5. Promoc&o do crescimento e colonizacéo de plantas de Arabidopsis thaliana ecétipo selvagem Col-0. As plantas foram inoculadas aos 7 dias de
idade com G. diazotrophicus PAL5 e AotsA, na concentracdo celular de 10° CFU/mL. ApOs 7 semanas, foi analisada a massa fresca da parte aérea (A) e da
parte radicular (B), e avaliado o perfil de colonizacdo bacteriano (C). A Figura D representa as plantulas de Arabidopsis controle e inoculadas. A barra branca
equivale 1 cm. As barras representam o desvio-padrdo. Diferencgas significativas entre os tratamentos sdo representadas por letras (ANOVA, p < 0,05).
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GLX_21880 G. xylinus NBRC 3288 (YP_004868970)

otsA G. diazotrophicus PALS (YP_001601197)

ostA X. oryzae pv. oryzae KACC 10331 (YP_200240)

otsA A. sp. B510 (YP_003447468)

otsA H. seropedicae SmR1 (YP_003773630)

e Bphy 2145 B. phymatum STM815 (YP_001857094)

GEM_2355 B. cepacia GG4 (YP_006616462)

otsA P. ananatis AJ13355 (YP_005934424)

PAGR_g1861 P. ananatis PA13 (YP_005992596)

otsA K. pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044 (YP_001336048)

e OtSA E. coli str. K-12 substr. M G1655 (NP_416410)

0.2

Figura 6. Relacao filogenética das sequéncias de am inoacidos da proteina otsA de G.
diazotrophicus PAL5 com proteinas ortologas de outras espécies ba  cterianas . OtsA de G.
diazotrophicus encontra-se em negrito. O comprimento dos ramos € proporcional a distancia
evolutiva (barra de escala). O nimero de acesso da sequéncia de aminoacidos encontra-se entre
parénteses. As analises foram realizadas utilizando o banco de dados UniProt. A proteina otsA de
E. coli str. K-12 (Nimero de acesso do UniProt NP_416410) foi utilizada como grupo externo.

3.2.5. DISCUSSAO

Neste trabalho, identificou-se o papel do gene de biossintese de trealose
(otsA) de G. diazotrophicus PAL5 na resposta ao estresse, provocado por
estresse osmotico e metais pesados, e a sua importancia durante a colonizacao e
promocao do crescimento vegetal.

Inicialmente, foi verificado se a mutacdo em AOtsA altera a producéao de
trealose durante o estresse hiperosmaético. Os dados demonstraram que a
inativacdo do gene otsA nao altera a capacidade de G. diazotrophicus acumular

trealose em resposta ao estresse osmotico (Figura 1B). Com base nesses
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resultados, € possivel presumir que G. diazotrophicus esteja utilizando uma via
alternativa para a biossintese de trealose, possivelmente, a via metabdlica
coordenada pelo operon treXYZ, o qual esta envolvido com a degradacdo de
glicogénio (Figura 7).

De acordo com Giaever e colaboradores (1988), mutantes de inser¢cao no
gene otsA e otsB da bactéria Escherichia coli sdo defectivos para a biossintese de
trealose e, com isso, sdo incapazes de crescer em meio minimo contendo glicose

com elevada osmolaridade provocada por altas concentracdes de NaCl.

estresse

V@
T Trealose-6-P amido
. \L . glicogénio

TrealogY kk\ Trealose /.

)

Figura 7. Modelo proposto para a biossintese de tre alose em G. diazotrophicus PALS.
CondigBes de estresse induz a sintese de trealose em G. diazotrophicus PAL5. Trealose-6-
fosfato-sintase (otsA GDI_0916); trealose fosfatase (otsB GDI_0915); 2.4.1.11 (proteina nao
identificada); enzima ramificadora de 1,4-alfa-glucano (glgB GDI_0544); operon envolvido com a
degradacédo de glicogénio glgX (treXYZ GDI_0545); trealase periplasmatica (treA GDI_1340); Glc
(glicose). O circulo vermelho representa a proteina mutada nesse estudo. O modelo foi construido
com base nas informagdes contidas no KEGG.

Neste sentido, testou-se o perfil de resisténcia do mutante otsA de G.
diazotrophicus aos estresses provocados por NaCl, Na,SO,4, PEG400 e sacarose.
Por sua vez, ndo foi observada nenhuma diferenca entre 0 mutante AOtsA e a
estirpe selvagem nas concentragdes testadas, sugerindo, assim, que o gene OtsA
ndo é essencial para a resisténcia ao estresse osmotico em G. diazotrophicus
(Figura 2).

Como o mutante otsA de G. diazotrophicus ndo demonstrou sensibilidade
aos estresses salino e osmotico, decidiu-se avaliar o efeito do estresse metalico,
causado por aluminio, cadmio, cobalto e zinco, sobre o crescimento de G.

diazotrophicus selvagem e do mutante AotsA. Os resultados mostraram que o
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gene de biossintese de trealose (otsA) da bactéria é essencial para a resisténcia
ao estresse provocado por cadmio e zinco, visto que a mutacdo no gene AOtsA
elevou a sensibilidade a ambos os estressores, quando comparada a da estirpe
selvagem (Figura 3A-B). No entanto, em relacdo ao estresse provocado por
cobalto, a resposta de sensibilidade observada para o mutante A otsA foi similar a
resposta obtida para a estirpe selvagem (Figura 3C). A mutacdo no gene AOtsA
de G. diazotrophicus contribuiu para uma maior resisténcia ao aluminio em todas
as concentracoes testadas (Figura 3D).

A alta tolerancia de G. diazotrophicus PAL5 aos metais pesados, cadmio,
cobalto e zinco, ja havia sido descrita por Intorne e colaboradores (2012). Os
autores demonstraram que a tolerancia a tais metais esta relacionada com a
presenca do gene czcA, o qual codifica uma proteina pertencente a superfamilia
dos transportadores RND, que compdem a familia de efluxo de metal pesado
(Heavy Metal Efflux - HME) (Tseng et al.,, 1999). Por outro lado, os dados
demonstraram a presenca de outra via metabdlica em G. diazotrophicus, a via de
biossintese de trealose (otsA), essencial para a tolerdncia aos metais cadmio e
zinco (Figura 3A-B).

Trabalhos realizados com levedura relatam que, durante o estresse
provocado por altas concentracfes de cadmio, ocorre uma diminuicdo nos niveis
de trealose, acarretando a queda de viabilidade celular (Assnann et al., 1996). O
cadmio interage com os fosfolipidios da membrana plasmatica em levedura
(Steveninck et al., 1966). Visto que esses fosfolipidios atuam no transporte de
glicose para dentro da célula, € possivel que o transporte seja completamente
inibido na presenca de cadmio (Griffin et al., 1993; Tijssen et al., 1981). Contudo,
nao sendo capazes de metabolizar a glicose do meio, as células passam a usar
suas reservas endogenas (nitrogénio, trealose e glicogénio) para sobreviver. Uma
vez que ocorre o esgotamento destas reservas, ocorrerq a morte dessas ceélulas.

Outra caracteristica analisada neste trabalho foi o envolvimento de otsA
na fixacao bioldgica de nitrogénio e na solubilizacéo de fosforo e zinco in vitro. Os
resultados demonstraram que a mutacdo em AOtsA nédo altera a capacidade de
fixar nitrogénio atmosférico, quando comparada a da estirpe selvagem (Tabela 1).
Quanto ao perfil de solubilizacdo de fésforo e zinco, o mutante A otsA foi capaz
de solubilizar ambos os nutrientes testados. Contudo, foi observado que o

mutante foi menos eficiente na capacidade de solubilizar tais nutrientes in vitro
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(Tabela 1). Suarez e colaboradores (2008) relataram que a mutacéo no gene otsA
de Rhizobium etli ndo alterou a capacidade da bactéria em acumular trealose,
mas destacam que a mutacdo tornou o microrganismo osmosensivel e reduziu a
atividade da nitrogenase e sua capacidade de nodulacdo. Em contraste aos
resultados obtidos por Suarez e colaborados (2008), nossos dados demonstraram
que a mutacdo em otsA de G. diazotrophicus n&o alterou a sua capacidade de
fixacao bioldgica do nitrogénio.

Com base em tais resultados, foi avaliado se o mutante bacteriano A otsA
de G. diazotrophicus teria sua capacidade de colonizacdo afetada, bem como a
promocao do crescimento vegetal, quando comparada a da estirpe selvagem. De
acordo com Foster e colaboradores (2003), o gene otsA de Magnaporthe grisea é
importante durante a interacdo planta-patdégeno. Tais autores observaram que a
mutacdo em otsA alterou significativamente a capacidade de infeccdo desse
microrganismo. Por sua vez, nossos resultados demonstraram que a mutagdo em
otsA ndo afetou a capacidade de G. diazotrophicus colonizar plantulas de A.
thaliana e, consequentemente, n&o reduziu o potencial de promocao do
crescimento vegetal, quando comparado ao da estirpe selvagem (Figura 5). Outra
abordagem utilizada, no presente trabalho, foi o estudo filogenético da proteina
otsA de G. diazotrophicus com proteinas ortdlogas relacionadas, demonstrando a
similaridade dessa proteina com outras espécies bacterianas (Figura 6).

De acordo com Suarez e colaboradores (2008), R. etili, superexpressando
otsA, eleva a sua capacidade de acumular trealose e favorece a nodulacéo e a
fixacdo biologica do nitrogénio, aumentando a tolerancia a seca. Além disso, a
analise do transcriptoma de ndédulos em simbiose com R. etili, superexpressando
OtsA, revelou a indugcdo de diversos genes envolvidos com a tolerancia ao
estresse, metabolismo do carbono e nitrogénio, sugerindo que trealose possui
papel essencial como molécula-sinal durante a intera¢éo simbidtica.

O presente trabalho demonstrou que o gene de biossintese de trealose
(otsA) é importante para a resisténcia a metal pesado em G. diazotrophicus,
sendo essencial a presenca do gene funcional para a resisténcia a cadmio e
zinco. Em contrapartida, a mutagéo neste gene resulta na elevagéo da tolerancia
a aluminio. Por sua vez, a mutacdo em otsA ndo altera a capacidade da bactéria

em promover o crescimento vegetal. Os dados encontratos abrem perspectivas
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para futuros estudos acerca do papel da proteina otsA nos mecanismos de
tolerancia a metais pesados em bactérias.
3.2.6. CONCLUSOES

. O gene otsA de G.diazotrophicus ndo é essencial para a sintese de

trealose, especialmente durante a exposicao da bactéria a estresses osmaoticos.

. O gene otsA de G.diazotrophicus nédo é essencial para a resisténcia a
estresse osmotico. Porém, tal gene participa da resisténcia a metais pesados,
sendo essencial para a tolerancia a cadmio e zinco. Sua mutacdo eleva a

resisténcia a aluminio.

. A mutacao no gene otsA nao interfere na capacidade da bactéria em fixar
nitrogénio. No entanto, a mutacdo em otsA interfere na capacidade da bactéria

em solubilizar fésforo e zinco.

. A mutacdo em otsA ndo altera a capacidade de G. diazotrophicus

promover o crescimento vegetal.

3.2.7. CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude do uso excessivo de fertilizantes quimicos nas lavouras, da
expansao de areas salinizadas e contaminadas por metais pesados, a agricultura
mundial vem sofrendo fortes impactos. Consequentemente, surge a necessidade
de tecnologias inovadoras para contrapor os danos causados por este cenario. O
melhoramento genético vegetal é bastante utilizado visando a tolerancia aos
estresses abioticos. No entanto, essa abordagem é prejudicada pela caréncia de
genotipos resistentes em cada espécie. No entanto, a utilizagdo de ferramentas
biotecndlogicas, bem como a transferéncia genética, inserindo genes exdgenos
em espécies de interesse agrondmico, passa a ser uma alternativa interessante.
Sabe-se que as bactérias destacam-se pela diversidade e capacidade em

colonizar diferentes ambientes, incluindo condi¢cdes de estresse hidrico, osmaético
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e salino. As bactérias endofiticas sdo alvos de estudo devido a sua intima
interagdo com a planta e a promocdo do crescimento vegetal. Dentre elas,
Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica diazotrofica que
tolera os estresses osmatico, oxidativo e metais pesados como o cadmio, cobalto,
zinco e aluminio. No entanto, os mecanismos moleculares envolvidos com a
tolerancia a tais estresses em G. diazotrophicus permanecia inexplorado, o que
poderia prejudicar a eficiéncia de colonizacdo e manutencdo a campo. Contudo,
este trabalho demonstrou a presenca de genes (otsA e treA) envolvidos na
resposta ao estresse osmatico, salino e metais em G. diazotrophicus, além de
demonstrar que a sintese e degradacdo de trealose é importante durante o
processo de interacdo planta-bactéria. Os resultados obtidos propiciaram a
identificacdo de novas fontes de resisténcia a estresses ambientais e melhoria na
capacidade de colonizacdo vegetal por G. diazotrophicus, passiveis de utilizacao
como ferramenta biotecnoldgica aplicavel em culturas de interesse agronémico. A
aplicacado desta tecnologia a agricultura podera reduzir os custos financeiros,
decorrentes do uso de adubos nitrogenados e insumos agricolas, além de refletir

em menor impacto ambiental.
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