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RESUMO

VESPOLLI, Luciano de Souza; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Marco, 2016; Caracterizacéo funcional dos genes acrA e acrB em
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 na resposta a estresses abioticos e na
promocao do crescimento vegetal. Orientador: Gongalo Apolinario de Souza Filho;
Conselheiros: Rosana Rodrigues e Vanildo Silveira.

Bactérias promotoras do crescimento vegetal sdo uma alternativa ao uso
excessivo de fertilizantes quimicos e agrotoxicos na agricultura, auxiliando a
preservacao do ambiente. O sucesso da interacao entre essas bactérias e plantas
é influenciado por sua resisténcia aos estresses ambientais enfrentados durante
0s processos de inoculacdo, bem como aqueles aos quais as plantas inoculadas
possam estar expostas durante seus cultivos. Um dos mecanismos utilizados por
bactérias para enfrentar esses estresses € 0 uso de bombas de efluxo
multidrogas, capazes de evitar o acumulo de compostos téxicos no citoplasma
bacteriano. Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica,
promotora do crescimento vegetal, capaz de tolerar diferentes tipos de estresses
ambientais. No entanto, o papel das bombas de efluxo multidrogas na resposta a
estresses abioticos e promoc¢ao do crescimento vegetal nessa bactéria ainda néao
foi descrito. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
importancia da bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OMP (Outer Membrane
Protein), em G. diazotrophicus PAL5, na tolerancia a estresses abibticos e na
promocédo do crescimento vegetal. Analises in silico mostraram que esses genes

estao organizados em um operon, que inclui o gene oprM, configurando, portanto,
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o operon acrAB-oprM. Andlises filogenéticas revelaram alta similaridade das
proteinas AcrA e AcrB com proteinas homélogas ja caracterizadas em outras
espécies, como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Essas andlises
mostraram que a proteina de membrana externa (OMP) em G. diazotrophicus
PALS, cujo gene esta presente no operon acrAB-oprM, é OprM, apresentando alta
similaridade com a proteina homoéloga em P. aeruginosa. Outras bombas de
efluxo multidrogas identificadas em G. diazotrophicus PAL5 também foram
analisadas, mas apresentaram baixa similaridade com AcrA, AcrB e OprM. A
avaliacdo do crescimento dos mutantes AacrA e AacrB na presenca de diferentes
antibioticos revelou sua sensibilidade a ampicilina, confirmando o envolvimento da
bomba AcrAB na resisténcia ao antibiético. Ao comparar o crescimento desses
mutantes com a estirpe selvagem, na presenca de diferentes metais pesados
(cadmio, zinco e cobalto), foi possivel observar que a mutagcdo no gene acrA
aumentou fortemente a sensibilidade da bactéria aos metais cadmio e zinco,
havendo também maior sensibilidade a cobalto, todavia menos pronunciada. A
mutacdo no gene acrB provocou menor aumento na sensibilidade a cadmio e
zinco, e ndo afetou a sensibilidade a cobalto. A inoculacdo de Arabidopsis
thaliana com os mutantes e a estirpe selvagem permitiu verificar que as mutacdes
nos genes acrA e acrB prejudicaram a habilidade da bactéria em promover o
crescimento de plantas de A. thaliana. Nossos resultados mostram que a bomba
AcrAB-OprM em G. diazotrophicus PALS5 € importante na resisténcia ao antibiotico
ampicilina e aos metais cadmio, zinco, cobalto. A relevancia das mutacdes em
acrA e acrB para a promocado do crescimento vegetal de A. thaliana sugere a
participacdo de bombas de efluxo multidrogas na interacdo planta-G.

diazotrophicus PALS5 e seu efeito no sucesso da associacao.

Palavras chave: estresses ambientais; bomba de efluxo multidrogas; PGPB;

bactérias endofiticas; A. thaliana



ABSTRACT

VESPOLLI, Luciano de Souza; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; march, 2015; Functional characterization of acrA and acrB genes in
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 in response to abiotic stress and to plant
growth promoting. Advisor: Goncalo Apolinario de Souza Filho; Counselors:
Rosana Rodrigues and Vanildo Silveira.

Plant growth promoting bacteria (PGPB) are an alternative to the excessive use of
chemical fertilizers and agrotoxics in agriculture, helping the environmental
preservation. The success of the plant-bacteria interaction is influenced by the
bacterial resistance to environmental stresses faced during the inoculation
process, as well as the stresses that the inoculated plants may be exposed during
their cultivation. One of the mechanisms used by bacteria to face these stresses is
the use of multidrug efflux pumps, which is able to prevent the accumulation of
toxic compounds in the bacterial cytoplasm. Gluconacetobacter diazotrophicus is
an endophytic bacterium, plant growth promoting, able to tolerate different kinds of
environmental stresses. However, the role of multidrug efflux pumps in response
to abiotic stresses and plant growth promoting in this bacterium is unknown yet. In
this sense, this study aimed to evaluate the importance of the multidrug efflux
pump AcrAB-OMP (Outer Membrane Protein), in G. diazotrophicus PALD5, in
abiotic stresses tolerance and plant growth promoting. In silico analyzes showed
that these genes are organized in an operon which includes the gene oprM,
setting therefore the operon AcrAB-OprM. Phylogenetic analyses revealed high

similarity of AcrA and AcrB proteins with homologous proteins, that have been



already characterized in other species such as Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli. Interestingly, these analyzes demonstrated that the outer
membrane protein in G. diazotrophicus PALS5 is OprM, showing high similarity to
homologous protein in P. aeruginosa. In addition, we observed low similarity of
AcrA, AcrB and OprM with protein components of others multidrug efflux pumps
identified in G. diazotrophicus PALS5. The evaluation of the growth of AacrA and
AacrB mutants in presence of different antibiotics revealed its ampicillin sensitivity,
confirming the involvement of the AcrAB pump in antibiotic resistance. Comparing
the growth of these mutants with the wild type strain in the presence of heavy
metals (cadmium, zinc and cobalt), it was possible to observe that mutation in
acrA gene greatly increased the sensitivity of bacterium to cadmium and zinc,
presenting also increased sensitivity to cobalt, however, less highlighted. The
mutation in acrB gene caused a smaller increase in sensitivity to cadmium and
zinc, and did not affect sensitivity to cobalt. Inoculation of Arabidopsis thaliana with
mutants and wild strain had shown that mutations in acrA and acrB genes
impaired the ability of this bacterium to promote growth of A. thaliana. Our results
showed that the AcrAB-OprM efflux pump, in G. diazotrophicus PALDS5, is important
in resistance to ampicillin antibiotic and resistance to cadmium, zinc, cobalt. The
relevance of mutations in acrA and acrB to promote growth of A. thaliana suggests
the participation of multidrug efflux pumps in the plant-bacterium interaction and its

effect on the success of the association.

Keywords: environmental stresses; multidrug efflux pump; PGPB; endophytic

bacteria; A. thaliana
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1. INTRODUCAO

A agricultura atual depende cada vez mais do uso massivo de fertilizantes
guimicos e defensivos agricolas. Estima-se que o consumo de fertilizantes esteja
em torno de 200 milhGes de toneladas/ano (IFA, 2013). A utilizacdo excessiva
desses produtos representa um aumento nos custos de producéo, além de causar
impactos ambientais e efeitos prejudiciais a saude (Glick, 2012). No intuito de
minimizar esses danos e contribuir para a sustentabilidade agricola, o uso de
bactérias promotoras do crescimento vegetal, PGPB (Plant Growth Promoting
Bacteria), surge como alternativa interessante e promissora.

As PGPB favorecem o desenvolvimento da planta por meio de diferentes
mecanismos, destacando-se a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), a
solubilizacdo de nutrientes, a producdo de fitormbnios e o controle bioldgico
(Glick, 2012). Contudo, o0 sucesso da interacdo bactéria-planta é influenciado,
principalmente, por estresses abidticos e pela capacidade dessas bactérias em
responder aos mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas (Souza et al.,
2015). Entre esses estresses, destacam-se a variacdo de temperatura, a seca, a
salinidade e, a presenca de metais pesados em altas concentracfes e de outros
compostos toxicos (Nies, 1999; Wood et al., 2001; Perez-Pantoja et al., 2013;
Sévin et al., 2016).

Algumas bactérias desenvolveram mecanismos importantes na resposta a
estresses abioticos, como a utilizagdo de bombas de efluxo multidrogas. Essas

bombas participam do transporte de substancias antimicrobianas e diversos



compostos téxicos, como corantes, detergentes e hidrocarbonetos (Sulavik et al.,
2001; Brown et al., 2007; Poole, 2007). O envolvimento de algumas dessas
bombas também ja foi identificado na resposta a estresses oxidativo, osmotico e
por metais pesados, participando ainda na interacdo bactéria-planta (Aendekerk
et al., 2002; Nishino et al., 2007; Martinez et al., 2009).

A participacdo de bombas de efluxo multidrogas da familia RND
(Resistance-Nodulation-Division) foi relatada na resisténcia aos metais pesados
cobre, zinco e vanadio em Salmonella enterica e Pseudomonas aeruginosa
(Aendekerk et al., 2002; Nishino et al., 2007). As bombas MdtABC, MdtUVW e
AcrAB, de Erwinia amylovora e MexAB-OprM, de Pseudomonas syringae, sao
descritas como estando envolvidas com o estabelecimento de doencas em
plantas (Vargas et al., 2011; Pletzer e Weingart, 2014). Em algumas interacdes
benéficas entre rizébios e plantas hospedeiras, bombas da familia RND estdo
envolvidas no processo de nodulacéo (Eda et al., 2011; Takeshima et al., 2013).

Entre as bactérias que se associam de forma benéfica com plantas,
destaca-se Gluconacetobacter diazotrophicus que ja foi isolada de diferentes
espécies vegetais (Tapia-Hernandez et al.,, 2000; Madhaiyan et al., 2004;
Muthukumarasamy et al., 2005). Essa bactéria € endofitica e tem capacidade de
promover o crescimento vegetal por meio da FBN, da producao de fitorménios, da
atividade no controle bioldgico, e da solubilizacdo de nutrientes (Saravanan et al.,
2008). Além disso, G. diazotrophicus apresenta caracteristicas interessantes de
resisténcia aos estresses abidticos seca, variacbes de temperatura, excesso de
metais pesados, sacarose e sais de sulfato (Cavalcante e Dobereiner, 1988;
Tejera et al., 2003; Intorne et al., 2012; de Oliveira et al., 2016b).

O genoma de G. diazotrophicus foi sequenciado (Bertalan et al., 2009),
possibilitando estudos de gendémica funcional dessa bactéria. Alguns trabalhos de
mutagénese insercional tém permitido a caracterizacédo funcional de genes de G.
diazotrophicus. Como exemplo, tém-se gumD, envolvido na producdo de
exopolissacarideos (Meneses et al., 2011); tonB, na producdo de sideréforos e
formacédo de biofilme (de Paula Soares et al., 2015); IsdA, na tolerancia a NaCl e
sacarose (Velazquez-Hernandez et al., 2011); pqgB, C e E, na solubilizacao de
zinco e fosforo (Intorne et al., 2009); e czcA, na resisténcia a metais (Intorne et al.,
2012).
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A proteina CzcA € reconhecida por promover resisténcia a cadmio,
cobalto e zinco em alguns micro-organismos, tendo sido, recentemente,
identificada e caracterizada em G. diazotrophicus (Intorne et al., 2012). Embora
informagOes acerca do genoma permitam identificar genes de bombas de efluxo
multidrogas, ainda ndo é conhecido o papel dessas bombas na tolerancia a
estresses abiéticos em G. diazotrophicus e também no processo de interacédo
bactéria-planta.

Diante desse contexto, no presente estudo, foram utilizados os mutantes
AacrA e AacrB, previamente isolados por nosso grupo de pesquisa. Tais mutantes
foram utilizados no intuito de avaliar a importancia da bomba de efluxo
multidrogas AcrAB-OMP (Outer Membrane Protein) na tolerancia a estresses
abioticos e na promocéao do crescimento de plantas de Arabidopsis thaliana. Para
isso, foi primeiramente realizada uma analise do crescimento desses mutantes
em diferentes antibidticos para confirmar o envolvimento dessa bomba no
transporte desses compostos. Em seguida, a importancia da bomba de efluxo
multidrogas AcrAB para resisténcia a estresses ambientais foi avaliada, pela
exposicao dos mutantes AacrA e AacrB a diferentes agentes estressores.

Adicionalmente, ferramentas de bioinformatica foram utilizadas para
avaliar o contexto gendmico desses genes e comparar com 0 observado em
outras espécies de bactérias. Andlises filogenéticas foram realizadas visando a
confirmar sua similaridade com proteinas homélogas ja caracterizadas em outras
espécies, bem como para verificar sua similaridade com outras bombas de efluxo
presentes no genoma de G. diazotrophicus.

A participacdo da bomba de efluxo mutidrogas AcrAB nos processos de
interacdo bactéria-planta foi avaliada pela inoculacéo da bactéria selvagem e dos
mutantes de AacrA e AacrB em plantas de Arabidopsis thaliana e verificacdo do
efeito das mutacdes na promocao do crescimento vegetal.

Deste modo, este estudo abre interessantes perspectivas para a
elucidacdo de mecanismos de resposta a estresses ambientais em G.
diazotrophicus PAL5, bem como dos mecanismos que influenciam na capacidade

dessa bactéria em promover o crescimento vegetal.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a importancia dos genes acrA e acrB na tolerancia a estresses
abioticos em G. diazotrophicus PAL5 e na sua capacidade de promover o

crescimento em plantas de A. thaliana.

2.2 Objetivos especificos

v"Avaliar a organizacdo gendmica de acrA e acrB em G. diazotrophicus
PAL5, pela comparacdo com genes homologos em outras bactérias e
também com outros genes de bombas de efluxo multidrogas presentes no
seu genoma,

v' Confirmar a similaridade das proteinas componentes da bomba de efluxo
AcrAB de G. diazotrophicus PAL5 com proteinas homoélogas em outras
espécies, bem como verificar a similaridade com outras bombas de efluxo
multidrogas presentes no seu genoma, pelo alinhamento e analises
filogenéticas das sequéncias de aminoacidos.

v' Verificar a participacdo da bomba AcrAB no efluxo de drogas pela
avaliacdo dos mutantes AacrA e AacrB, em comparagcdo com a estirpe
selvagem, quando expostos aos antibidticos ampicilina, estreptomicina,

espectinomicina e gentamicina,



Verificar o efeito das mutagcdes nos genes acrA e acrB no perfil de
crescimento da bactéria pela obtengcdo e comparacao de curvas de cultivo
da estirpe selvagem e dos mutantes AacrA e AacrB;

Avaliar a participacdo da bomba de efluxo AcrAB-OMP na resposta a
estresses ambientais, pela comparagédo da resisténcia da estirpe selvagem
e dos mutantes AacrA e AacrB, quando expostos a metais pesados
(caddmio, cobalto e zinco) e a variagbes de temperatura e H,Oy;

Verificar a importancia da bomba de efluxo AcrAB-OMP para a capacidade
de solubilizacdo de zinco e fésforo e para fixacdo bioldgica de nitrogénio,
pela comparacéo da estirpe selvagem e dos mutantes AacrA e AacrB,;
Avaliar o papel do transportador multidroga AcrAB-OMP na capacidade de
G. diazotrophicus PAL5 em promover o crescimento vegetal pela
comparacao de plantas de A. thaliana inoculadas com a estirpe selvagem e

com os mutantes AacrA e AacrB;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Bactérias promotoras do crescimento vegetal e seus mecanismos de

acao

A populacdo mundial atingiu 7 bilhdes de habitantes em 2012, e estima-se
gue esse numero aumente nas proximas décadas, acarretando aumento da
demanda por alimentos e energia (FAO, 2013). No entanto, as praticas agricolas
atuais, que visam a um aumento na produtividade de alimentos, incluem o uso de
fertilizantes quimicos, herbicidas, fungicidas e inseticidas, que sao algumas das
maiores fontes de contaminacdo dos recursos naturais, além de representarem
alto custo na producédo (Von Blottnitz et al., 2006; Glick, 2012; IFA, 2013). Sendo
assim, diversas pesquisas tém sido desenvolvidas na busca por alternativas
sustentaveis e ambientalmente corretas visando a atender a crescente
necessidade por alimentos. As PGPB surgem como uma interessante ferramenta
biotecnolégica, que pode minimizar os danos causados pela utilizacdo excessiva
de agroquimicos.

As PGPB séo consideradas micro-organismos benéficos, uma vez que,
mediante diversos mecanismos, conseguem  proporcionar melhor
desenvolvimento para as plantas (Dimkpa et al., 2009b; Grover et al., 2011; Glick,
2012). Essas bactérias habitam, preferencialmente, as regides rizosféricas e o
rizoplano, onde ha acumulo de carboidratos, aminoacidos, acidos orgéanicos, que

sdo exsudados pelas raizes e sdo fontes de nutrientes para as bactérias. Além



disso, as PGPB também podem ser encontradas no interior dos tecidos vegetais,
sendo, neste caso, denominadas bactérias endofiticas (Walker et al., 2003;
Bashan et al., 2004).

O termo endofitico abrange os micro-organismos capazes de colonizar o
interior dos tecidos da planta durante uma parte do seu ciclo de vida, sem causar
dano aparente ao hospedeiro (Petrini, 1991). Bactérias endofiticas ja foram
isoladas de diversas culturas de interesse agricola, como cana-de-acucar
(Cavalcante e DObereiner, 1988), milho, tomate, pimenta (Xia et al., 2015), sorgo
(Mareque et al., 2015), arroz (Chung et al., 2015), batata (Rado et al., 2015), trigo
(Robinson et al., 2015), feijao (Lopes et al., 2015), entre outras. As bactérias
endofiticas pertencem, principalmente, aos géneros: Azoarcus, Bacillus,
Klebsiella, Enterobacter, Pantoea, Burkholderia, Pseudomonas, Serratia,
Herbaspirillum, Gluconacetobacter (Babalola, 2010).

As PGPB podem promover crescimento vegetal por mecanismos diretos e
indiretos. Como mecanismos diretos sdo conhecidos fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfato, producdo de sideroforos, modulacao
dos niveis de fitormdnios. Os mecanismos indiretos abrangem protecao contra
estresses ambientais e controle bioldgico, que pode ocorrer pela producdo de
antibidticos, enzimas liticas e inducéo de resisténcia sistémica (Glick, 2012).

A FBN é o mecanismo de promocao do crescimento mais bem estudado.
O elemento nitrogénio (N) é essencial para a biossintese de biomoléculas, como
proteinas e acidos nucleicos. No entanto, a maior fonte de N na natureza esta na
forma de nitrogénio atmosférico (N,), que ndo é assimilado diretamente pelas
plantas. Sendo assim, a FBN é o processo biolégico que converte o N, em
amonia (NHs), realizado por algumas bactérias, por meio de uma enzima
altamente conservada, a nitrogenase. Esta enzima consiste em duas
metaloproteinas, a proteina ferro-molibdénio e a proteina de ferro, altamente
sensiveis a presenca de oxigénio (Gallon, 1981; Newton, 2000; Dixon e Kahn,
2004; Franche et al., 2009; Souza et al., 2015). Na formacédo e funcionamento do
complexo nitrogenase estdo envolvidos diversos genes, denominados nif. Este
conjunto génico inclui genes estruturais, genes envolvidos na ativacdo da proteina
de ferro, na biossintese de cofator, e genes regulatérios. Em bactérias fixadoras
de nitrogénio, os genes nif sdo normalmente encontrados em operons codificando

em torno de 20 proteinas diferentes (Glick, 2012).



Micro-organismos capazes de realizar o processo de FBN recebem o
nome de diazotroficos (Dobereiner, 1992). Entre estes micro-organismos,
destacam-se o0s rizébios, bactérias Gram-negativas, que se associam
simbioticamente com plantas leguminosas, induzindo a formag¢do de ndédulos
radiculares. Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e
Burkholdeira sdo alguns dos géneros aos quais estas bactérias pertencem
(Dwivedi et al., 2015). Bactérias endofiticas também sao capazes de realizar FBN.
Dentro desse grupo, podem ser destacadas as espécies: Azoarcus ssp.,
Herbaspirilum seropedicae e G. diazotrophicus (Santi et al., 2013). Diversas
bactérias endofiticas diazotréficas tém sido isoladas de diferentes culturas. lkeda
e colaboradores (2013) identificaram presenca de bactérias pertencentes aos
géneros Pantoea, Bacillus, Burkholderia e Klebsiella em raizes de diferentes
genotipos de milho. Wei e colaboradores (2014) reportaram o isolamento de
Klebsiella variicola DX120E de raizes de cana-de-agucar. Adicionalmente,
mostraram a capacidade dessa bactéria colonizar seu hospedeiro, fixar N, em
associacao com a planta e promover o crescimento vegetal.

Nas associacdes entre bactérias diazotroficas e plantas, o nitrogénio
fixado é fornecido para as plantas e elas em troca, fornecem fontes de carbono e
outros nutrientes para as bactérias. Além disso, as plantas colonizadas sdao um
local com menor competicdo, que pode oferecer condi¢cdes apropriadas para
proteger o complexo nitrogenase da presenca de oxigénio (Santi et al., 2013).

A solubilizacéo de fosfato é outra caracteristica importante das PGPB, pois
o fésforo (P) € um macronutriente essencial para as plantas. Esse elemento é
necessario para a sintese dos acidos nucleicos, dos fosfolipidios e de adenosina
trifosfato (ATP), além de ser peca chave em vias metabdlicas (Khan et al., 2009;
Richardson e Simpson, 2011).

Apesar da grande quantidade de P presente no solo, este se encontra na
forma insolavel, portanto, indisponivel para as plantas, limitando o crescimento
vegetal (Rodriguez e Fraga, 1999). Logo, a disponibilidade deste nutriente
depende da sua solubilidade, que pode ser influenciada pela atividade
microbiana.

A solubilizacdo de P inorganico por bactérias ocorre, basicamente, por
meio de dois mecanismos: a sintese de acidos organicos, como acido glucénico e

acido citrico, e a liberacdo de protons no meio. Ambos os mecanismos provocam



reducdo do pH e consequente aumento da disponibilidade de P para as plantas
(Rodriguez e Fraga, 1999; Khan et al., 2009). Neste contexto, diversas bactérias
tém sido isoladas e caracterizadas como capazes de solubilizar fosfato, algumas
delas pertencentes aos géneros Enterobacter, Burkholderia, Agrobacterium,
Pseudomonas, Bacillus, Rizhobium, Aerobacter, Flavobacterium, Erwinia,
Microccus e Gluconacetobacter (Rodriguez e Fraga, 1999; Intorne et al., 2009;
Souza et al., 2015).

O ferro € um micronutriente essencial para as plantas, uma vez que esta
envolvido em diversos processos biologicos, como fotossintese, respiragédo e FBN
(Dixon e Kahn, 2004; Kobayashi e Nishizawa, 2012). Assim como P, esse
elemento é abundante na maioria dos solos, no entanto, & predominantemente
encontrado na forma de Fe**, muito pouco sollvel, refletindo em uma baixa
assimilacdo pelos organismos (Ma, 2005). Neste sentido, algumas bactérias
conseguem sintetizar moléculas de baixo peso molecular, denominadas
sideroforos, que atuam como quelantes, tornando o ferro assimilavel (Neilands,
1995; Krewulak e Vogel, 2008).

Estudos tém mostrado producdo de sideréforos por bactérias associadas
as plantas (Da Costa et al., 2013; de Souza et al., 2013; de Souza et al., 2015b).
Plantas de feijao inoculadas com Pseudomonas sp. GRP3, em condicbes de
limitacéo de ferro, apresentaram maior quantidade de clorofila e reduzido sintoma
clorético quando comparadas as plantas controle (Sharma et al., 2003). Vansuyt e
colaboradores (2007) relataram que o complexo sideroforo-Fe sintetizado por
Pseudomonas fluorescens foi absorvido por plantas de A. thaliana, aumentando a
guantidade de ferro no interior da planta, e promovendo crescimento vegetal.

Além do efeito nutricional, a producao de sideréforos pode auxiliar em um
melhor desenvolvimento da planta pela inibicio do estabelecimento de
patdégenos, sequestrando o ferro do ambiente (Dimkpa et al., 2009a).
Adicionalmente, a producao de sideréforos por bactérias endofiticas pode, ainda,
conferir vantagem competitiva no processo de colonizacdo dos tecidos vegetais,
uma vez que podem reduzir a disponibilidade desse micronutriente para outros
micro-organismos (Loaces et al., 2011).

A producéo de fitorménios por PGPB também tem sido descrita como um
dos mecanismos para a promog¢do do crescimento vegetal (Gunes et al., 2014;

Egamberdieva et al., 2015; Hussein e Joo, 2015). Algumas PGPB produzem
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fitormbnios como &cido indolacético (AlA), acido abscisico (ABA), citocininas,
giberelinas, etileno e ainda podem alterar os niveis desses hormdnios nas
plantas, promovendo o crescimento vegetal e também afetando a resposta contra
estresses bioticos e abioticos (Glick, 2012). A producgédo de giberelina por estirpes
de Bradyrhizobium japonicum (Boiero et al., 2007) e Azospirilum brasilense
(Perrig et al., 2007) ja foi detectada e quantificada. Strzelczyk e colaboradores
(1994) também relataram a capacidade de Azospirillum sp. produzir citocinina,
crescendo em diferentes fontes de carbono.

A producgédo de AIA por PGPB tem sido relatada como um mecanismo de
grande importancia fisiolégica na interacédo bactéria-planta (Spaepen et al., 2007;
Ali et al., 2009; Cassan et al., 2009; Ma et al., 2009; Masciarelli et al., 2013).
Spaepen e colaboradores (2008), utilizando estirpe de A. brasilense Sp 245
modificada geneticamente para a producdo de AIA, observaram efeito positivo do
horménio produzido pela bactéria na promocédo do crescimento de plantas de
trigo. No mesmo trabalho, foi evidenciado que a superexpressdo do gene ipdC,
envolvido na biossintese de AIA em A. brasilense, melhorou os efeitos de
promocdo do crescimento, abrindo perspectivas para a obtencdo de novas
estirpes ainda mais eficientes na promocéo do crescimento vegetal.

Ainda ndo séo conhecidas com detalhes as vias de biossintese de ABA em
bactérias (Spaepen, 2015). No entanto, alguns trabalhos tém mostrado a
capacidade de PGPB de produzir esse fitorménio (Boiero et al., 2007; Forchetti et
al., 2007; Perrig et al., 2007). Cohen e colaboradores (2008) demonstraram a
producdo de ABA pela bactéria A. brasilense Sp 245. Adicionalmente, eles
observaram que plantas de A. thaliana inoculadas com essa bactéria
apresentaram uma quantidade de ABA duas vezes superior a verificada nas
plantas controle.

O etileno é um horménio gasoso que atua em baixas concentracfes e
participa da regulacdo de diversos processos na planta (Shaharoona et al., 2006;
Saleem et al., 2007). Esse horménio é produzido de forma acelerada em resposta
a estresses bioticos e abidticos, podendo afetar de forma negativa o crescimento
das plantas (Souza et al., 2015). A enzima 1-aminociclopropano 1-carboxilato
(ACC) desaminase, encontrada comumente em PGPB, é capaz de regular os
niveis de etileno, metabolizando o precursor imediato para sua biossintese, 0

ACC. Dessa forma, bactérias capazes de sintetizar ACC desaminase podem
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melhorar o desenvolvimento das plantas sob condi¢des de estresse (Arshad et al.,
2008; Bal et al., 2013; Ali et al., 2014).

As PGPB podem apresentar como caracteristica de promocdo do
crescimento vegetal o controle biolégico. A sintese de diferentes antibidticos por
bactérias pode prevenir o estabelecimento de micro-organismos patogénicos
(Haas e Keel, 2003; Leon et al., 2009; Mazurier et al., 2009). Além disso,
bactérias que atuam no biocontrole podem produzir enzimas como quitinases,
celulases, lipases e glucanases, que degradam a parede celular de muitos
patdgenos (Frankowski et al., 2001; Kim et al., 2008; Le6n et al., 2009).

Adicionalmente, PGPB podem disparar a resisténcia sistémica induzida em
plantas, ativando mecanismos de defesa. Resisténcia sistémica induzida envolve
acao de acido jasmonico e etileno, que estimulam a resposta de defesa contra
patogenos (Verhagen et al., 2004; Arencibia et al., 2006; Chung et al., 2015). Jain
e colaboradores (2013) observaram inducdo de resisténcia sistémica por
Pseudomonas sp., em Glycine max, contra o fungo patogénico Fusarium
oxysporum.

Uma outra caracteristica das PGPB, que tem ganho destaque, é a
capacidade de essas bactérias tolerarem ambientes com altas concentracdes de
metais pesados, podendo, assim, ser utilizadas nos processos de biorremediagéo
e fitorremediacdo (Intorne et al., 2012; Ubalde et al., 2012; Das et al., 2014;
Dourado et al., 2014). Rojas-Tapias e colaboradores (2012b) observaram, em
plantas de Helianthus annuus inoculadas com Acinetobacter sp., reducdo do
efeito toxico de cobre e maior acumulo desse elemento pelas plantas.

A Figura 1 sumariza 0os mecanismos de promoc¢do do crescimento de
plantas desempenhados pelas PGPB apresentados nesse tdpico. Diante da
importancia dessas bactérias, entender os mecanismos moleculares envolvidos
com suas habilidades em promover o crescimento vegetal torna-se importante na
busca de estratégias para melhor utilizacdo dessa tecnologia visando a uma

agricultura mais sustentavel, justificando os esforcos dedicados a seu estudo.
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Figura 1. Mecanismos diretos e indiretos de promocé&o do crescimento vegetal realizados
por bactérias. Os sinais (+) representam os mecanismos que atuam de forma positiva
sobre as plantas. O sinal (-) representa 0s mecanismos que atuam de forma negativa
sobre patégenos. PGPB: Plant Growth Promotion Bacteria. Adaptado de Garcia-Fraile et
al. (2015).

3.2. Gluconacetobacter diazotrophicus

G. diazotrophicus € uma espécie de bactéria diazotréfica, endofitica,
pertencente ao filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria, ordem
Rhodospirillales,  familia  Acetobacteraceae, género  Gluconacetobacter
(Cavalcante e Dobereiner, 1988; Kersters et al.,, 2006). Essa bactéria foi
originalmente nomeada como Saccharobacter nitrocaptans (Cavalcante e
Dobereiner, 1988), no entanto, apds analises filogenéticas de rDNA 16S, foi
renomeada para G. diazotrophicus (Yamada et al., 1998). G. diazotrophicus é
uma bactéria Gram-negativa, aerdbica obrigatéria, que possui formato de bacilo e
se movimenta por meio de flagelos. As células se arranjam como diplobacilos ou
estruturas semelhantes a cadeias (Cavalcante e Dobereiner, 1988; Gillis et al.,
1989).

G. diazotrophicus é uma bactéria &cido-tolerante, conseguindo se
multiplicar em condi¢des de pH muito baixo (3,0), sendo o pH 6timo de
crescimento em torno de 5,5. A temperatura ideal de crescimento € de 30 °C,
(Cavalcante e Dobereiner, 1988; Gillis et al., 1989; Stephan et al., 1991), podendo
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tolerar até 50 °C (Tejera et al., 2003). Além disso, j& foi reportada sua resisténcia
aos antibioticos ampicilina, eritromicina, roxitromicina e estreptomicina e
sensibilidade a tetraciclina, rifampicina e penicilina (Muthukumarasamy et al.,
1999; Mowade e Bhattacharyya, 2000).

A bactéria G. diazotrophicus foi inicialmente isolada de raizes e colmos de
cana-de-acUcar. Posteriormente, essa bactéria foi isolada também de raizes ou
parte aérea de outras plantas como abacaxi (Tapia-Hernandez et al., 2000),
banana, manga, mamao, beterraba, cenoura, tomate, sorgo (Madhaiyan et al.,
2004), café (Jimenez-Salgado et al., 1997; Madhaiyan et al.,, 2004), cereal
Eleusine coraca (Loganathan et al., 1999) e arroz alagado (Muthukumarasamy et
al., 2005). Alguns estudos tém ainda reportado a eficiéncia de colonizagao por G.
diazotrophicus em plantas ndo hospedeiras como arroz (Cocking et al., 2006),
feijdo (Trujillo-Lopez et al., 2006), trigo (Youssef et al., 2004; Cocking et al., 2006;
Luna et al., 2010), milho (Riggs et al., 2001; Cocking et al., 2006) e A. thaliana
(Cocking et al., 2006; de Souza et al., 2015a).

James e colaboradores (2001) mostraram a localizacdo de G.
diazotrophicus em cana-de-aglcar apds a inoculacdo. Utilizando um anticorpo
especifico para a bactéria, foi possivel observa-la nos vasos xilematicos,
cavidades subestomatais e espacos intercelulares do colmo de cana-de-acucar,
por meio de microscopia eletrénica. Outros trabalhos utilizando marcadores GUS
e GFP identificaram presenca de G. diazotrophicus, apds inoculacédo, na coifa da
raiz e meristema, zonas de emergéncia de raizes laterais, pelos radiculares e
ponta de raizes, em arroz, tomate e trigo (Luna et al., 2010; Rouws et al., 2010;
Luna et al., 2012).

Entre as caracteristicas de G. diazotrophicus, destaca-se sua capacidade
de promover o crescimento vegetal. Os efeitos benéficos da promocao do
crescimento por G. diazotrophicus podem ser obtidos por meio de diferentes
mecanismos apresentados por essa bactéria. A compensacdo do déficit de
entrada de nitrogénio nos canaviais pode ser atribuida a presenca de G.
diazotrophicus, uma das bactérias mais importantes para o processo de FBN
nesses locais (Boddey et al., 1991). A eficiéncia dessa bactéria no processo de
FBN pode ser explicada por: (1) favorecimento da atividade da enzima
nitrogenase ao habitar o interior dos tecidos vegetais, um ambiente com baixas

tensGes de oxigénio; (2) disponibilizagdo direta de compostos para a bactéria,
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pela planta; e (3) ndo competicdo por nutrientes com outros micro-organismos do
solo, por ser uma bactéria endofitica (Hallmann et al., 1997; James e Olivares,
1998; Reinhold-Hurek e Hurek, 1998; Reis e Dobereiner, 1998).

Sevilla e colaboradores (2001) demonstraram que plantas de cana-de-
acucar inoculadas com G. diazotrophicus defectiva para o gene nifD, importante
para a formagdo do complexo da enzima nitrogenase, obtiveram crescimento
expressivo quando comparadas as plantas controle. Tal fato sugere o
envolvimento de outros mecanismos na promoc¢do do crescimento vegetal
mediado por essa bactéria. Corrobora essa informacdo, o fato de G.
diazotrophicus produzir hormdénios promotores do crescimento vegetal, como AlIA
e giberelinas (Fuentes-Ramirez et al., 1993; Bastian et al., 1998); ser capaz de
solubilizar nutrientes como fosforo e zinco (Saravanan et al., 2007b; Intorne et al.,
2009); produzir sideréforo (Logeshwaran et al.,, 2009); atuar no biocontrole de
fitopatogenos como Colletotrichum falcatum (Muthukumarasamy et al., 2000),
Xanthomonas albilineans (Pifion et al., 2002; Blanco et al., 2005; Blanco et al.,
2010) e Meloidogyne incognita (Saravanan et al., 2007a); além de apresentar
atividade antagonista contra diversas bactérias Gram-positivas e negativas pela
acao antimicrobiana do acido glucénico (Nieto-Penalver et al., 2014).

Adicionalmente, a tolerancia a estresses abidticos € uma caracteristica
interessante de G. diazotrophicus, que pode ser explorada com cunho
biotecnoldgico. Entre tais estresses, um aspecto de grande relevancia é a alta
tolerancia dessa bactéria ao estresse osmaotico, sendo capaz de sobreviver em
meio de cultura com até 30% de sacarose (Cavalcante e Dobereiner, 1988). G.
diazotrophicus tem capacidade de sobreviver no interior de apoplastos de cana-
de-acucar, onde a concentracdo de sacarose € proxima de 10%. Essa
concentracdo promove uma alta pressdo osmotica, responsavel pela inibicdo do
crescimento de muitos micro-organismos (Reis e Dobereiner, 1998).

Apesar de apresentar alta tolerdncia a sacarose, G. diazotrophicus é
sensivel ao estresse salino (Boniolo et al., 2009; Velazquez-Hernandez et al.,
2011). No entanto, os danos provocados pelo estresse salino sédo resultantes de
efeito ibnico e ndo osmotico, visto que G. diazotrophicus € capaz de se
multiplicar em meio contendo elevadas concentragdes de sais como Na,SO, e
K>SO, (de Oliveira et al., 2016b). Essa bactéria também tolera variagbes de

temperatura conseguindo sobreviver sob temperatura de até 50 ° C.
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Adicionalmente, ja foi reportada sua capacidade em resistir a condi¢cdo de seca
por até 28 dias.

Além disso, essa bactéria apresenta elevada resisténcia aos metais
pesados cadmio, cobalto e zinco (Intorne et al.,, 2012). Tal caracteristica abre
perspectivas para aplicacao biotecnolégica em processo de biorremediacao de
ambientes contaminados, além de possivelmente proteger plantas cultivadas

nesses locais.

3.3. Estresses em bactérias e a importancia dos mecanismos de resposta
para as bactérias promotoras do crescimento vegetal

Constantemente, as bactérias enfrentam estresses ambientais, em seus
diversos habitats, incluindo variagcdo de temperatura, radiacdo, seca, salinidade,
presenca de metais pesados em altas concentracbes e de outros compostos
toxicos. Essas condicbes podem gerar estresse oxidativo para a célula (Nies,
1999; Kang et al., 2007; Miranda et al., 2011; Perez-Pantoja et al., 2013; Das et
al., 2015; Sévin et al., 2016).

O estresse oxidativo é gerado por processos metabdlicos e também por
diversos estresses ambientais (Kohanski et al., 2007; Miranda et al., 2011),
ocorrendo quando ha desbalanco entre producdo e detoxificacdo de ERO
(Espécies Reativas de Oxigénio). ERO sdo moléculas quimicamente reativas
produzidas em condi¢cBes aerdbicas como subproduto de processos metabdlicos.
O O3 pode se difundir livremente pela membrana, sendo pouco reativo com as
moléculas celulares. No entanto, quando O, recebe elétrons, seja pelo transporte
de elétrons, reacbes enzimaticas ou reacfes de auto-oxidacdo, sdo originadas as
ERO, que compreendem o radical superéxido (O2), o perdoxido de hidrogénio
(H20,), os radicais hidroxila (OH), o oxigénio singleto (*0O,) e o ozdnio (Os)
(Scandalios, 2005).

Os lipidios sdo os maiores alvos do estresse oxidativo em bactérias. Os
radicais livres atacam os acidos graxos polissaturados na membrana e iniciam a
reagdo em cadeia da peroxidacdo dos lipidios. Consequentemente, ocorre
diminuicdo da fluidez da membrana, alterando suas propriedades, podendo
romper ligacdes com proteinas transmembrana. Com isso, mais radicais livres

sado formados, acidos graxos sdo degradados e diversos produtos sao formados,
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como aldeidos. Os aldeidos sdo muito reativos, causam dano as proteinas e
ainda podem se difundir e atacar outros alvos na célula (Cabiscol et al., 2000).
Outros danos celulares sdo reportados, como oxidacao de proteinas e oxidacao
do DNA (Ramakrishnan et al., 2007).

Ao final desse processo, em geral, ocorre a lise celular. Entdo, para
garantir a manutencdo da homeostase redox intracelular e se protegerem dos
efeitos prejudiciais de ERO, as bactérias sintetizam ou absorvem compostos
antioxidantes. Estes compostos podem ser enzimaticos como superoxido
dismutase e catalase e ndo enzimaticos como &cido ascorbico, NADPH, NADH e
glutationa (Cabiscol et al., 2000).

A presenca de altas concentracfes de metais pesados no ambiente pode
gerar excesso de ERO e consequentemente, estresse oxidativo. Além disso, pode
provocar alteracdes na estrutura conformacional de macromoléculas, como DNA
e proteinas, comprometendo a sobrevivéncia das bactérias. A toxicidade dos
metais pesados ocorre pela retirada de ions essenciais presentes em moléculas
de importancia bioldgica (competicdo por sitio) ou pela interagcdo com ligantes.
Dessa forma, algumas bactérias desenvolveram mecanismos especificos para
atenuar o efeito toxico provocado pelos metais pesados presentes no ambiente,
gue sao: exclusédo por barreira de permeabilidade, bombas de efluxo, sequestro
intra e extracelular, detoxificacdo por enzimas e reducao da sensibilidade de alvos
celulares a ions metalicos (Bruins et al., 2000) (Figura 2). Alguns trabalhos ja
demonstraram a importancia de CzcA, componente de um sistema de efluxo, para
a tolerancia a metais pesados em estirpes de P. putida (Hu e Zhao, 2007),
Caulobacter crescentus (Hu et al., 2005), Sinorhizobium meliloti (Rossbach et al.,
2008), C. metallidurans (Nies et al., 2006) e G. diazotrophicus (Intorne et al.,
2012).
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Figura 2. Mecanismos desenvolvidos pelas bactérias para atenuar os efeitos toxicos
provocados por concentracdes elevadas de metais pesados. Adaptado de Wheaton et al.
(2015)

Assim como 0S metais, compostos xenobioticos e antimicrobianos, como
0s antibioticos, podem provocar estresse oxidativo em bactérias. Um dos
mecanismos importantes desenvolvidos por esses micro-organismos para
sobreviver na presenca de tais compostos que tém sido caracterizados em
diversas espécies, € a utilizacdo de bombas de efluxo multidrogas. Essas bombas
transportam os compostos para 0 meio extracelular, evitando que atuem no alvo
dentro da célula, no caso de antimicrobianos, e também evitando danos
oxidativos (Sulavik et al., 2001; Brown et al., 2007; Lindemann et al., 2010;
Holdsworth e Law, 2012; Segura et al., 2012; Wang et al., 2015a).

Os mecanismos de resposta desenvolvidos para tolerar estresses
ambientais sdo de fundamental importancia para as PGPB, tanto para o processo
de colonizacdo do hospedeiro quanto para a promog¢ao do crescimento vegetal.
Com isso, as PGPB conseguem, além de sobreviver, auxiliar um melhor
desenvolvimento das plantas sob condi¢cbes ambientais desfavoraveis para o
crescimento (Glick, 2012; Rojas-Tapias et al., 2012b; Souza et al., 2015).
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Estresses abidticos, como seca e salinidade, sdo grandes causas da perda
da produtividade agricola (Vinocur e Altman, 2005). Dessa forma, alguns
trabalhos tém mostrado a utilizacdo de PGPB no intuito de atenuar o efeito
desses estresses sobre as plantas (Allakhverdiev et al., 2000; Cheng et al., 2012;
del Amor e Cuadra-Crespo, 2012; Ramadoss et al., 2013; Ali et al., 2014). Rojas-
Tapias e colaboradores (2012a) mostraram efeito de atenuagcdo do estresse
salino em plantas de milho apés a inoculacdo com estirpes de Azotobacter. Outro
trabalho mostrou que plantas de trigo em condi¢des de seca, quando inoculadas
com estirpes de A. brasilense e Bacillus amyloliquefaciens, apresentaram melhor
desenvolvimento quando comparadas as plantas controle (Kasim et al., 2013).

A producéo de osmoprotetores por PGPB pode aliviar o efeito de estresses
abioticos em plantas (Glick, 2012). A inoculacdo de plantas de feijao com
Rhizobium etli superexpressando trealose possibilitou maior producao de nédulos,
maior fixacdo de nitrogénio e plantas com maior biomassa vegetal quando
comparadas a plantas inoculadas com estirpe selvagem (Suarez et al., 2008). De
forma similar, plantas de milho inoculadas com A. brasilense, superexpressando
trealose, mostraram maior resisténcia a seca do que plantas tratadas com a
estirpe selvagem (Rodriguez-Salazar et al., 2009).

Diversos trabalhos tém relatado atenuacédo dos efeitos toxicos de metais
pesados sobre as plantas por PGPB resistentes a tais elementos (Sheng e Xia,
2006; Mastretta et al.,, 2009; Touceda-Gonzalez et al., 2015; Sangthong et al.,
2016). Plantas de lentilha inoculadas com Providencia vermicola, bactéria
resistente a cobre, cresceram melhor em solos contaminados com esse metal. A
bactéria atenuou o efeito de toxicidade do metal, aumentando o comprimento
radicular, peso seco e area foliar. Além disso, foi possivel observar elevada
expressdo de enzimas envolvidas com a detoxificacdo de ERO, sugerindo
melhora no funcionamento de mecanismos de defesa anti-oxidante da planta
(Islam et al., 2016).

Como ja mencionado, a bactéria G. diazotrophicus mostra ser altamente
tolerante a estresses abioticos, apresentando caracteristicas interessantes de
promocdo do crescimento vegetal (Saravanan et al., 2007a; Saravanan et al.,
2007b; Intorne et al., 2009; Velazquez-Hernandez et al., 2011; Intorne et al., 2012,
de Oliveira et al., 2016b). No entanto, até o ano 2000, pouco se sabia a respeito

dos mecanismos moleculares envolvidos com tais caracteristicas. Diante da
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necessidade de informacdes, foi criado o RioGene, instituto virtual de pesquisa
genbmica do estado do Rio de Janeiro, possibilitando o sequenciamento do
genoma dessa espécie. Ao analisar o genoma completo, foram encontradas 3.938
regides codificadoras, revelando proteinas envolvidas em processos de fixacdo de
nitrogénio, promoc¢ao de crescimento vegetal, metabolismo de agucares, sistemas
de transporte celular, sintese de auxina e producao de bacteriocinas (Bertalan et
al., 2009).

Varias regides que codificam transportadores multidrogas foram
encontradas no genoma de G. diazotrophicus. No entanto, o papel destes
transportadores na resisténcia a antibidticos ainda ndo foi elucidado
(Muthukumarasamy et al., 1999; Mowade e Bhattacharyya, 2000). Além disso,
ainda nao foi relatado na literatura se esses transportadores desempenham
papéis adicionais na tolerancia a estresses abidticos e na promocao do

crescimento vegetal.

3.4. Bombas de efluxo multidrogas e seu importante papel em bactérias

As bactérias apresentam tolerancia a diversos compostos quimicos. Para
sobreviver na presenca destes compostos, esses micro-organismos
desenvolveram mecanismos de resisténcia, incluindo modificacdo e degradacéo
de compostos toxicos, mutacdo ou modificacdo do alvos celulares, reducao da
absorcao por meio da membrana e um efluxo ativo por meio de bombas de efluxo
multidrogas (Walsh, 2000; Coates et al., 2002; Wilson, 2014).

As bombas de efluxo multidrogas sdo encontradas em praticamente todas
as espécies de bactérias, sendo classificadas de acordo com a composicao,
namero de dominios transmembrana, fonte de energia requerida para o transporte
e substrato a ser transportado. Seguindo essas caracteristicas, as bombas de
efluxo multidrogas estdo divididas em cinco familias: RND (Resistance-
Nodulation-Division), MFS (Major Facilitator Supefamily), ABC (ATP-binding
cassete), SMR (Small Multidrug Resistance) e MATE (Multidrug and Toxic
Compound Extrusion) (Putman et al., 2000; Piddock, 2006; Poole, 2007). Os
transportadores ABC séo dependentes da hidrélise de ATP, enquanto MFS, RND
e SMR necessitam de forca proton motriz. JA MATE séo transportadores que

consistem em um sistema antiporte Na*/H* (Martinez et al., 2009).
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Com excecéo das bombas de efluxo multidrogas do tipo RND, que estao
presentes apenas em bactérias Gram-negativas, as demais sdo amplamente
encontrados em espécies de bactérias Gram-positivas e negativas (Sun et al.,
2014). Em bactérias Gram-negativas que possuem uma membrana externa
associada a lipopolissacarideos (Silhavy et al., 2010), os transportadores das
familias RND, MFS e ABC requerem presenca de duas outras estruturas para
formar um sistema de trés componentes (de Paula Soares et al., 2015). Estes
sistemas tripartes compreendem a presenca de um transportador de membrana
interna, uma proteina de membrana externa ou OMP (Outer Membrane Protein) e
uma proteina de fusdo de membrana ou MFP (Membrane Fusion Protein). As
proteinas de membrana interna, tipicamente, pertencem as familias RND, MFS ou
ABC (Du et al., 2015).

Os sistemas de efluxo multidrogas do tipo RND (Figura 3) s&o os mais bem
estudados em procariotos, sendo importantes, principalmente, para resisténcia a
antibidticos (Poole, 2007). AcrAB-TolC em Escherichia coli (Ma et al., 1993) e
MexAB-OprM em P. aeruginosa (Gotoh et al., 1995) sdo dois exemplos desse tipo

de sistema de efluxo.
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Figura 3. Estrutura e funcdo de bombas de efluxo multidrogas do tipo RND. Este canal
formado € responsavel por transportar compostos para o exterior da célula. A atividade
da bomba é dependente da forca préton motriz. Circulos amarelos preenchidos:
Substrato a ser transportado; RND: proteina da familia Resistance-Nodulation-Division;
MFP: proteina de fusdo de membrana; OMP: proteina de membrana externa. (Lister et
al., 2009; Alvarez-Ortega et al., 2013).

Citoplasma
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O sistema triparte AcrAB-TolC é muito bem caracterizado em E. coli, sendo
importante para a resisténcia a diversos agentes inibitérios, como corantes,
detergentes e antibioticos. Nessa bactéria, existem pelo menos cinco loci
contendo os genes acr. 0s operons acrRAB, acrSEF e orfRAB e 0s genes
isolados acrD e acrZ (Ma et al., 1994; Ma et al., 1995; Hobbs et al., 2012). No
entanto, apenas os produtos do locus acrRAB e do gene acrZ estdao envolvidos
com o sistema triparte AcrAB-TolC. Neste sistema, o transportador de membrana
interna é a bomba de efluxo AcrB, pertencente a familia RND, que possui 12 a-
hélices transmembrana, sendo responsavel pelo amplo espectro de substrato a
ser transportado por esse sistema de efluxo (Murakami et al., 2002). AcrA é a
proteina de fusdo de membrana, responsavel por conectar o transportador de
membrana interna e proteina de membrana externa, no espaco periplasmatico,
sendo indispenséavel para a montagem do sistema triparte AcrAB-TolC (Ma et al.,
1994; Touzé et al., 2004).

O gene acrR é responsavel por codificar uma proteina repressora similar
as proteinas da familia TetR de reguladores transcricionais. Essa proteina se liga
a regido promotora do operon, regulando a expressao de acrAB (Li et al., 2007).
Recentemente, AcrZ foi descrita como uma pequena proteina que se associa com
AcrB, afetando a especificidade de substrato a ser transportado (Hobbs et al.,
2012).

AcrD de E. coli é uma bomba de efluxo pertencente a familia RND,
homéloga a AcrB, podendo associar-se com AcrA para transportar substratos
especificos (Rosenberg et al., 2000; Aires e Nikaido, 2005). A proteina AcrS
regula a expressdo do operon acrEF, cujos produtos ainda nado tém funcao
conhecida. Em relacéo a proteina OrfR, ainda néo se sabe se ela atua como um
regulador transcricional de OrfAB, cujo papel funcional também néo foi descrito
(Ma et al., 1995).

Como mencionado, as bombas de efluxo RND necessitam de uma proteina
de membrana externa para realizar o transporte final dos substratos para o meio
extracelular. No sistema AcrAB-TolC, em E. coli, a proteina de membrana externa
€ TolC. O gene tolC é encontrado em regido do genoma distinta do operon acrAB
(Koronakis et al., 2000; Koronakis et al., 2004). Em outras bactérias, existem
proteinas que podem fazer esse mesmo papel de proteinas de membrana externa

que TolC (Song et al., 2015). Em P. aeruginosa, por exemplo, estdo presentes
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varias copias de proteinas homoélogas a TolC, como OprM, OprJ e OprN
(Hinchliffe et al., 2013).

Diversos estudos tém mostrado que os sistemas de efluxo multidrogas do
tipo RND desempenham outros papéis funcionais na célula além de mediar a
resisténcia a antibiéticos. Estes papéis incluem o envolvimento na viruléncia da
bactéria (Piddock, 2006), na interacdo bactéria-planta (Matilla et al., 2007;
Takeshima et al., 2013), no transporte de moléculas sinais de quorum sensing
(QS), no processo de detoxificacdo de intermediarios metabdlicos e compostos
toxicos como metais pesados (Aendekerk et al., 2002; Aendekerk et al., 2005;
Nishino et al., 2007), solventes (Ramos et al., 2002), antissépticos (Chuanchuen
et al., 2001) e antibacterianos produzidos por plantas (Burse et al., 2004).

As bactérias podem utilizar bombas de efluxo para transportar metais
pesados para o meio extracelular. Sabe-se que 0s metais pesados séo requeridos
em quantidades muito pequenas como cofatores de diversas proteinas
bacterianas, consequentemente, a regulacéo da quantidade desses compostos no
interior da célula € um fator importante. Na maioria dos casos, as bombas de
efluxo que transportam metais pesados apresentam alta especificidade (Saier et
al., 1998). No entanto, alguns trabalhos relatam que bombas de efluxo
multidrogas podem, além de transportar antibiéticos, participar do efluxo de
metais (Aendekerk et al., 2002; Perron et al., 2004; Nishino et al., 2007). Nishino e
colaboradores (2007) reportaram que as bombas de efluxo multidrogas AcrD e
MdtABC, em S. enterica, além de contribuirem para a resisténcia a multidrogas,
exercem papel importante na resisténcia aos metais zinco e cobre.

A comunicacdo entre as células bacterianas € de grande importancia em
diversos ambientes, inclusive no interior da planta durante a associacdo. Um dos
sistemas de maior relevancia é o de QS, que se baseia na sintese de moléculas
sinais (autoindutores) ao longo do crescimento bacteriano. Quando uma
determinada concentracdo é atingida, esses sinais autoindutores interagem com
reguladores transcricionais, controlando a densidade populacional. Algumas
funcdes controladas por QS sédo a biossintese de peptideos antimicrobianos, a
motilidade e a sintese de polissacarideos (Jayaraman e Wood, 2008; Boyer e
Wisniewski-Dyé, 2009). Um papel chave para o funcionamento do sistema de QS

€ o0 transporte dos autoindutores para o meio extracelular. Algumas destas
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moléculas passam livremente pela membrana, outras, devido a natureza
hidrofébica, necessitam de transportadores (Martinez et al., 2009).

Alguns trabalhos tém relatado a participacao indireta de bombas de efluxo
multidrogas no transporte de autoindutores e consequente resposta de QS
(Kohler et al., 2001; Aendekerk et al., 2005; Pumbwe et al., 2008). Por exemplo,
em P. aeruginosa, mutacOes afetando a expressdo de MexAB-OprM influenciam
no transporte de 30C12-HSL, uma molécula autoindutora, para 0 meio
extracelular, afetando a producao de alguns fatores de viruléncia controlados por
QS (Pearson et al., 1994; Evans et al., 1998).

As bombas de efluxo multidrogas podem ter relevante funcdo na interacao
bactéria-planta, desde a primeira etapa da colonizacdo até a sobrevivéncia no
interior dos tecidos vegetais (Martinez et al., 2009). A analise da expressao génica
de Pseudomonas putida na interacdo com raizes de milho revelou inducdo de
genes, responsaveis por codificar bombas de efluxo multidrogas, no processo de
colonizacdo radicular, sugerindo a importancia dessas bombas na interacao
bactéria-planta (Matilla et al., 2007). Em E. amylovora, mutantes para 0os genes
mdtABC, mdtUVWA e também acrB, responsaveis por codificar bombas
multidrogas, foram defectivos na capacidade de viruléncia desse fitopatdgeno em
macieiras (Burse et al., 2004; Pletzer e Weingart, 2014). Em P. syringae, a bomba
MexAB-OprM esta envolvida no processo de estabelecimento dessa bactéria na
planta hospedeira (Vargas et al., 2011).

Além da participacdo dessas bombas no estabelecimento de
fitopatdgenos, ja foi observado que atuam também na interacdo de plantas com
rizébios. Em S. meliloti, a bomba SmeAB esta envolvida com o processo de
nodulacdo em plantas de Medicago sativa (Eda et al., 2011). Adicionalmente, a
delecdo de genes codificadores para uma bomba de efluxo multidrogas em B.
japonicum prejudicou o processo de nodulacdo e também a capacidade de
fixacdo bioldgica de nitrogénio (Takeshima et al., 2013). A literatura relata o papel
relevante das bombas de efluxo multidrogas na associacdo de plantas com
bactérias simbiontes. Mutantes de Rizhobium. etli, simbionte de Phaseolus
vulgaris, afetados na bomba RmrAB, da familia MFS, formaram 40% menos
ndédulos do que a estirpe selvagem. Além disso, os mutantes foram mais
sensiveis a fitoalexinas, flavonoides e &cido salicilico (Gonzalez-Pasayo e

Martinez-Romero, 2000). Em B. japonicum, foi reportado envolvimento de bombas
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de efluxo multidrogas no processo de FBN e também no estabelecimento da
simbiose com G. max (Lindemann et al., 2010; Takeshima et al., 2013).

A literatura reporta a participacdo de bombas de efluxo multidrogas na
resposta de bactérias a diversas condi¢cdes e na interacdo bactéria-planta. No
entanto, ndo hé relatos sobre as fun¢Bes dessas bombas em G. diazotrophicus.
Sendo assim, torna-se necessario entender a importancia e o papel das bombas
de efluxo multidrogas em G. diazotrophicus, na tolerancia a estresses ambientais

e na promocao do crescimento vegetal.

3.5. A. thaliana: modelo para estudos de interacao bactéria-planta

A bactéria G. diazotrophicus possui caracteristicas interessantes de
promocdo do crescimento vegetal, no entanto, pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares envolvidos na interacdo dessa bactéria com plantas.
Nesse tipo de estudo, a utilizacado do hospedeiro natural, cana-de-agucar, de onde
foi primeiramente isolada (Cavalcante e Ddbereiner, 1988), ndo € simples. Essa
planta possui ciclo de vida longo e alto porte, dificultando a conducdo de
experimentos em condi¢cdes controladas, além de ter genoma octaploide e
complexo, o que limita a obtencdo de mutantes e plantas transgénicas,
ferramentas que auxiliam nos estudos moleculares.

Diversos trabalhos tém reportado, também, o uso de A. thaliana no estudo
dos mecanismos envolvidos na promocdo do crescimento por PGPB (Cohen et
al., 2015; Kurepin et al., 2015; Maldonado-Gonzalez et al., 2015; Sukweenadhi et
al., 2015; Wang et al., 2015b; Zhao et al., 2016). Spaepen e colaboradores (2014)
observaram a importancia de auxina produzida por PGPB no desenvolvimento
radicular de A. thaliana. A inoculacdo com A. brasilense selvagem alterou a
arquitetura radicular, fato ndo observado em plantas inoculadas com o mutante
FAJOO09 (afetado na capacidade de biossintese de auxina). E ainda, A.
brasilense selvagem promoveu crescimento vegetal, além de elevar a
concentragdo de auxina nas plantas. Adicionalmente, a producéo de auxina por A.
brasilense alterou o padrédo da expressdo de genes relacionados com vias
hormonais e de defesa, indicando papel importante desse horménio na interagédo

Azospirillum - Arabidopsis.
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A. thaliana é uma espécie vegetal, de pequeno porte, membro da familia
Brassicaceae, mesma familia das mostardas. Essa espécie estd distribuida na
Europa, Asia e América do Norte (Meyerowitz e Somerville, 1994). Apesar de n&o
apresentar valor econémico, € amplamente utilizada como organismo modelo
para estudos de fisiologia, genética e biologia molecular (Meyerowitz e Somerville,
1994; Pyke, 1994; Meinke et al., 1998; Zhou et al., 2014; Meng et al., 2015; de
Oliveira et al., 2016a; Meng et al., 2016)

A sua utilizacdo como planta modelo se deve a algumas caracteristicas
particulares, como pequeno porte, ciclo de vida completo em seis semanas,
capacidade de crescer sob condi¢cbes controladas e alta taxa de fecundacéo.
Adicionalmente, A. thaliana €& facilmente transformada por Agrobacterium
tumefaciens, possibilitando a conducdo de experimentos de transgenia de forma
facil e eficiente (Meyerowitz e Pruitt, 1985; Meinke et al., 1998).

Diante da importancia dessa espécie como organismo modelo, no inicio da
ultima década, seu genoma foi sequenciado. Os dados provenientes do
sequenciamento mostraram que o0 genoma de A. thaliana € constituido por
aproximadamente, 125 Mb distribuidos em cinco cromossomos, tendo 25.498
genes codificadores (Kaul et al., 2000). A disponibilidade de toda essa informacao
genética juntamente com as caracteristicas particulares da espécie tornam A.
thaliana um importante modelo na busca por elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos no processo de interacdo entre bactérias e plantas.

Recentemente, nosso grupo demonstrou que G. diazotrophicus é capaz de
promover crescimento vegetal de A. thaliana (de Souza et al., 2015a). Nesse
trabalho, foi observado que a inoculacdo desta bactéria promoveu aumento na
massa fresca de parte aérea, além de aumento nas taxas fotossintéticas. Estes
resultados abrem excelentes perspectivas para o estudo dos mecanismos

moleculares envolvidos na interacao A. thaliana - G. diazotrophicus

3.6. Mutagénese insercional como ferramenta de estudos em gendmica

funcional de G. diazotrophicus

Uma das ferramentas amplamente utilizadas no estudo de genbmica
funcional, na tentativa de elucidar os varios mecanismos de interacdo e

resisténcia, € a utilizacdo de mutantes de inser¢cdo. Tal metodologia consiste na
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interrupcdo de genes por meio de insercdo aleatéria de transposon (Rouws et al.,
2008; Alvarez-Ordéiiez et al., 2014; Busset et al., 2016; Kramer et al., 2016)

Juntamente com as informacfes genéticas disponiveis, a utilizacdo de
mutagénese em G. diazotrophicus ja permitiu identificar genes importantes para
promocdo do crescimento vegetal e também para a resposta a estresses
abidticos. Meneses e colaboradores (2011) reportaram a importancia da producdo
de exopolissacarideos para a formacdo de biofilme e colonizacdo de raizes de
arroz. A mutacdo por transposon Tn5 no gene gumD permitiu identificar a
importancia desse gene na producédo de biofilme, na adeséo superficial das raizes
e na colonizacao radicular. Os dados obtidos sugerem que o gene gumD em G.
diazotrophicus esteja envolvido na biossintese de exopolissacarideos importantes
para a producdo de biofilme e também para a colonizacdo da planta por essa
bactéria.

Alguéres e colaboradores (2013) identificaram a importancia dos genes
SOD (superoxido dismutase) e GR (glutationa redutase) em G. diazotrophicus
PAL5 na colonizacdo endofitica de raizes de arroz. Os mutantes gr::Tn5 e
sod::Tn5 mostraram maior sensibilidade aos estresses causados por paraquat e
H,O, em comparacdo com a estirpe selvagem. Adicionalmente, ao analisar a
eficiéncia de colonizacdo dos mutantes em raizes de plantas de arroz, foi possivel
observar um numero reduzido de bactérias no tecido radicular em comparacao
com plantas inoculadas com a estirpe selvagem. Esses dados indicam a
importancia do sistema de detoxificagdo de ROS em G. diazotrophicus na etapa
de colonizacao vegetal

Outro trabalho utilizando mutagénese revelou a importancia do gene tonB,

em G. diazotrophicus, no transporte de ferro e sideréforo, formacédo de biofilme e
atividade da nitrogenase. Para isso, foi isolado um mutante com inser¢cdo Tn5 na
regido promotora do gene tonB. O mutante mostrou reduzida taxa de crescimento
na presenca e auséncia de ferro. Adicionalmente, o mutante perdeu a capacidade
de formacdo de biofiime e teve a atividade de nitrogenase reduzida (de Paula
Soares et al., 2015). Com esses resultados, é possivel inferir que o transportador
TonB também seja importante para a promoc¢éo do crescimento vegetal, uma vez
gque o mutante perdeu a capacidade de formacdo de biofilme, caracteristica
importante para o processo de colonizagédo (Molina et al., 2005; Meneses et al.,

2011), além da reduzida atividade da enzima nitrogenase, afetando a FBN.
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7

Como ja mencionado, G. diazotrophicus é capaz de promover o
crescimento vegetal por meio da produgao de AIA. Lee e colaboradores (2004),
investigando a importancia da producdo desse fitormbnio para promocdo do
crescimento vegetal desempenhada por G. diazotrophicus, descobriram que
produtos dos genes ccm sdo essenciais para a biogénese de citocromo c, e
necessarios para a producao de 90% de AIA em G. diazotrophicus.

Velazquez-Hernandez e colaboradores (2011) identificaram que o0 gene
IsdA, que codifica uma levanasucrase, estd envolvido na tolerancia a NaCl e a
sacarose em G. diazotrophicus. O mutante para IsdA mostrou diminuicdo de
tolerancia de 65,5% em concentracdes de 50-150 mM de NaCl e de 89% em 876
mM de sacarose. Além disso, foi possivel observar a importancia da enzima
levanasucrase em processos de defesa contra a desidratacéo e para a formacéo
de biofilme.

Nosso grupo também tem buscado elucidar os mecanismos utilizados por
G. diazotrophicus na tolerancia a estresses ambientais e também no processo de
colonizacéo e promocao do crescimento vegetal. Intorne e colaboradores (2012)
relataram a resisténcia a altas concentra¢des de Cd*?, Co*? e Zn*? nessa bactéria.
Adicionalmente, identificaram um mutante incapaz de crescer na presenca de
ZnO, também altamente sensivel aos metais supracitados. O gene mutado foi
identificado como czcA, que codifica uma proteina envolvida com o efluxo de
metal e faz parte do operon czc. Os resultados observados revelam a importancia
do operon czc na resisténcia de G. diazotrophicus aos metais pesados cadmio,
cobalto e zinco.

Intorne e colaboradores (2009) identificaram quatro mutantes defectivos
para a solubilizacdo de zinco e fosforo, ao avaliar uma biblioteca de mutantes de
insercao por transposon Tn5. Os genes mutados foram identificados como pqqgB,
pggC, pqgE, que participam da via de biossintese e transporte da molécula
pirroloquinolina quinona — PQQ, e gdhA que codifica uma glicose desidrogenase.
PQQ é cofator da enzima glicose desidrogenase, que converte glicose em acido
glucénico. Os resultados mostram que a producao de acido glucdnico é a via mais
importante para a solubilizacdo de tais nutrientes pela bactéria. Adicionalmente,
em um trabalho posterior, foi possivel observar que os mutantes pggB, pgqC e
pgqgE perderam a capacidade de promoc¢do do crescimento vegetal quando

inoculados em A. thaliana, sugerindo que a via de producdo da molécula PQQ é
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importante também para a capacidade de G. diazotrophicus promover
crescimento vegetal (Souza, 2015).

Na busca por elucidar os mecanismos de G. diazotrophicus envolvidos na
tolerancia ao estresse osmotico, De Oliveira (2012) identificou um mutante que,
quando exposto a 600 mM de sacarose e a baixas concentragdes de K, foi
afetado drasticamente no seu crescimento. Ao sequenciar esse mutante, foi
verificado que o gene interrompido, kup, codifica um transportador de K*. Esses
resultados revelam a importdncia de K' para a osmotolerancia em G.
diazotrophicus (de Oliveira, 2012).

Em nossa equipe, um screening de uma biblioteca de mutantes de insergéo
Tn5, na presenca de diferentes agentes estressores (osmético e metais pesados),
permitiu selecionar 267 mutantes que apresentam crescimento negativamente
afetado quando expostos a tais condi¢cdes (de Oliveira, 2012; Intorne, 2012). Entre
esses mutantes, foram identificados genes que codificam diferentes bombas de
efluxo multidrogas, incluindo mutantes nos genes acrA e acrB, que codificam
componentes da bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OMP (Brown et al., 2007;
Ruiz e Levy, 2013; Du et al.,, 2014; Spaniol et al., 2015). O estudo desses
mutantes pode auxiliar na elucidacdo de mecanismos moleculares envolvidos na
resposta a estresses abidticos em G. diazotrophicus e também na promocéo do

crescimento vegetal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismos e condig¢des de cultivo

A estirpe selvagem de G. diazotrophicus PAL5, da Colecdo de Culturas
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Campos dos
Goytacazes, RJ, Brasil), foi gentilmente cedida pelo Dr. Fabio L. Olivares, do
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT/UENF). Os mutantes
GDP28B08 e GDP12HO02 de G. diazotrophicus PAL5 foram obtidos da colecéao de
mutantes de insercdo de G diazotrophicus PALS5, do laboratério de Biotecnologia
da UENF (Intorne et al.,, 2009). Tal biblioteca foi gerada por mutagénese
insercional, utilizando o kit EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2>Tnp Transposome
(Epicentre, Madison, WI, USA). Ao realizar um screening desta biblioteca na
presenca de diferentes estressores, foi selecionado um conjunto de 267 mutantes
gue tiveram crescimento afetado em pelo menos um desses agentes, compondo
uma sub-colecdo de mutantes sensiveis a estresses (de Oliveira, 2012; Intorne,
2012). O sequenciamento dos genes afetados em cada um desses mutantes
permitiu identificar os mutantes GDP28B08 e GDP12HO02, interrompidos nos
genes acrA e acrB, respectivamente.

As estirpes selvagem e mutantes foram cultivadas em meio DYGS
(composicdo em g.L™!: 2,0 glicose; 1,5 peptona bacterioldgica; 2,0 extrato de
levedura; 0,5 K;HPO,; 0,5 MgS0,.7H,0; 1,5 acido glutdmico) com pH ajustado
para 6,0 (Dobereiner et al., 1999); meio LGl modificado (LGIm) (composi¢cao em
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g.L'lz 10,0 glicose; 0,2 K;HPOg4; 0,6 KH2PO4; 0,2 MgS04-7H20; 1,32 (NH4)2SO0y4;
0,02 CaCl;-2H,0; 0,002 NaMoO4-2H,0 e 0,018 FeCls-6H,0) com pH ajustado
para 5,5; e meio LGI-P (composicdo em g.L™": 100,0 sacarose; 0,2 K.HPO,; 0,6
KH,PO4; 0,2 MgS0,4.7H,0; 0,2 CaCl,.2H,0; 0,002 Na;MoO4.H,0O; 0,01
FeCl3;.6H,00), com pH ajustado para 5,5, suplementado com 5 mL azul de
bromotimol 0.5% em KOH 0,2 M (Cavalcante e Débereiner, 1988). Agar (1,6 g.L™
para meio semissoélido e 15 g.L™ para meio sélido) foi adicionado aos meios de
cultura quando necessério. As células foram cultivadas sob constante agitacdo e
temperatura (250 min™ e 30°C) em shaker orbital (C25 Incubator, New Brunswik
Scientific, Edison, NJ, EUA) e em placas de Petri, incubadas em estufa
bacteriol6gica (Heraeus), a 30 °C.

Os estoques das culturas foram mantidos em glicerol 12,5% (v/v) a -80
°C. Para isso, uma colbnia isolada de cada estirpe bacteriana foi inoculada em
meio DYGS e cultivada até atingir densidade oOptica (DOeoo) igual a 1,0. A
densidade oOptica foi determinada pela utilizacdo de um espectrofotbmetro (UV
1800 Shimadzu). Um volume de 750 pL desta cultura foi aliquotado em
microtubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 250 uL de glicerol 50%. As

culturas estoque foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

4.2. Organizacdo gen6mica dos genes acrA e acrB em G. diazotrophicus
PALS5

As sequéncias dos genes acrA e acrB de G. diazotrophicus PAL5 (RefSeq:
NC_010125.1) e de diferentes espécies relacionadas foram obtidas da base de
dados do NCBI (NCBI, 2016). Os genes homdlogos a acrA e acrB das seguintes
bactérias também foram incluidos na analise de operon: Gluconobacter oxydans
621H (RefSeq: NC_006677.1), uma bactéria proxima filogeneticamente de G.
diazotrophicus PALS5; H. seropedicae SmR1 (NC_014323.1), um outro endofito de
cana-de-acUcar; P. syringae pv. tomato DC3000 (NC_004578.1) e E. amylovora
CFBP1430 (NC _013961.1), duas espécies de fitopatdbgenos; C. metallidurans
CH34 - megaplasmideo (NC_007974.2), espécie tolerante a metais pesados; P.
aeruginosa PAO1 (NC_002516.2) e E. coli K-12 (NC_000913.3), bactérias onde

esses genes ja foram estudados (Poole e Srikumar, 2001; Weeks et al., 2014).
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Além disso, genes de G. diazotrophicus PALS responsaveis por codificar
transportadores previamente identificados (Alquéres, 2010) foram pesquisados no
banco de dados do NCBI (NCBI, 2016), e aqueles genes cujos produtos
apresentam os mesmos dominios conservados de AcrA (dominio HIyD_3; Cédigo
Pfam: PF13437) e de AcrB (dominio ACR_tran; Cdodigo Pfam: PF00873) foram
selecionados e suas sequéncias obtidas do banco de dados do NCBI (NCBI,
2016).

As bases de dados BioCyc (Caspi et al., 2014) e MicrobesOnline (Dehal et
al., 2010) foram usadas para a predi¢cao in silico da organizacdo do operon de

todos os genes supracitados.

4.3. Andlises filogenéticas das proteinas AcrA, AcrB e OprM

As sequéncias das proteinas AcrA, AcrB e OprM obtidas de G.
diazotrophicus PAL5 e de proteinas codificadas por genes homologos
organizados em operon, identificados com base no item 4.2, foram utilizadas para
as analises filogenéticas. A proteina TolC de G. diazotrophicus PAL 5 também foi
incluida na analise filogenética das proteinas homélogas de membrana externa,
no intuito de comparar com as proteinas OprM e TolC ja caracterizadas (Mine et
al., 1999; Sharff et al., 2001). Todas as sequéncias de aminoacidos foram obtidas
da base de dados UniProt (UniProt, 2016). Os alinhamentos destas proteinas
foram realizados utilizando o programa ClustalW (parametro default) (Larkin et al.,
2007). A proteina HAE de Methanoregula boonei 6A8 foi utilizada como grupo
externo (Numero de acesso do UniProt: A71766) nas trés analises filogenéticas
(proteinas contendo os dominios ACR_tran, HlyD_3 e OEP).

Os resultados dos alinhamentos foram submetidos ao programa MEGA
versao 7.0 (Kumar et al., 2016) para gerar as arvores filogenéticas utilizando o
método Neighbor-joining (NJ). Os parametros utilizados foram: os modelos de
substituicdo Dayhoff, para os conjuntos proteicos contendo os dominios ACR_tran
e HlyD 3, e de Poisson, para o conjunto proteico contendo o dominio OEP; 1.000
bootstrap e delecdo parcial de 95%. Os modelos de substituicdo aplicados foram
definidos tendo como base os melhores valores de bootstrap obtidos para cada
arvore. Os resultados foram visualizados usando o programa MEGA versédo 7.0
(Kumar et al., 2016)
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4.4. Obtencéo do perfil de crescimento das estirpes selvagem e mutantes

Para comparar o perfil de crescimento da estirpe selvagem e dos
mutantes AacrA e AacrB, foram obtidas curvas de cultivo. Para isto, pré-inéculos
foram preparados, adicionando 750 pL de cultura estoque de cada estirpe e meio
LGIm g.s.p 7,5 mL em tubos Falcon de 50 mL. As células foram cultivadas até
atingir a DOggp = 1,0.

Para o preparo do inéculo, 5 mL do pré-in6culo de cada estirpe bacteriana
foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 45 mL de
LGIm. Os frascos foram cobertos com mantas de algodao envoltas por gaze e
incubados. O crescimento das culturas foi acompanhado, retirando-se aliquotas
para determinacdo da DOggy a cada 2 horas (h) nas primeiras 12 h e depois a
cada 3 h, até completar 36 h de cultivo.

Apos a analise das curvas, foi identificada a DOsgore) referente ao ponto
meédio da fase exponencial de crescimento de cada estirpe bacteriana, que foi
utilizada como referéncia para a conducdo dos ensaios posteriores, exceto para a
avaliacdo de resisténcia a antibiéticos. Isso foi feito porque a fase exponencial de

crescimento reflete uma cultura metabolicamente mais ativa.

4.5. Avaliacdo da resisténcia a antibidéticos em G. diazotrophicus PAL5

selvagem € mutantes

Neste ensaio, os pré-indculos foram preparados em frascos Erlenmeyers
de 50 mL, contendo 300 pL de cultura estoque das estirpes selvagem e mutantes
e DYGS g.s.p (quantidade suficiente para) 3 mL. Esses frascos foram cobertos
com mantas de algoddo envoltas com gaze e incubados. As células foram
cultivadas até atingir DOgoo = 1,0.

Para o preparo do inoculo, foram adicionados 300 puL do pré-indculo de
cada estirpe e DYGS g.s.p 3 mL em frascos Erlenmeyers de 50 mL. Esses
frascos foram cobertos com mantas de algodao envoltas com gaze e incubados.
Da mesma forma, as células foram cultivadas até DOgyo = 1,0. Gotas (10 pL) de
cada estirpe, nas diluicdes 10°, 10, 10? e 103, foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio LGIm controle e LGIm suplementado com trés diferentes

concentragbes de ampicilina, estreptomicina e espectinomicina (50, 100 e 150
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ng.mL™) e gentamicina (25, 50 e 75 pg.mL™). As placas de Petri foram incubadas
em estufa durante cinco dias e, em func&o do crescimento bacteriano, foi avaliada
a sensibilidade e/ou resisténcia das estirpes as diferentes concentracdes dos

antibioticos testados.

4.6. Avaliacao da tolerancia das estirpes selvagem e mutantes a metais

pesados

Para este ensaio, 0 preparo do pré-inéculo e do inéculo foi realizado como
no intem 4.4. Apos as culturas atingirem a DOeoore), €las foram ajustadas para
DOegoo 1,0 com meio LGIm. Volumes de 500 pL dessa solugéo bacteriana foram
adicionados a frascos Erlenmeyers de 50 mL contendo 4,5 mL de meio LGIm
controle ou suplementado com cadmio (CdCl,.H,0; 0,09 mM), zinco (ZnCly; 0,9
mM) ou cobalto (CoCl,.6H,0; 1,2 mM) Os erlenmeyers foram cobertos com
mantas de algodao envoltas com gaze e incubados por 24 h. Os ensaios foram
repetidos trés vezes com cinco repeti¢cdes internas em cada.

Os valores descritos para cada metal correspondem a concentracao final
de cada tratamento. Essas concentracfes foram definidas previamente (Souza,
2015) e sao capazes de inibir 20-30% do crescimento da estirpe selvagem. As

solucdes de metais foram esterilizadas por filtracao.

4.7. Caracterizacdo da tolerancia a variagcfes de temperatura e a H,O, nas

bactérias

Neste ensaio, o inoculo foi cultivado como descrito no item 4.4. Em
seguida, apos atingir a DOgoo(re), €Sta cultura foi ajustada para 1,0. Gotas (10 pL)
de cada estirpe, nas diluicdes 10°, 10, 102 e 103, foram inoculadas em placas
de Petri contendo meio LGIm para avaliar a resisténcia a diferentes temperaturas.
As placas foram incubadas em estufa a 25 °C, 30 °C e 35 °C durante 5 dias e, em
funcdo do crescimento bacteriano, foi avaliada a sensibilidade e/ou resisténcia
das estirpes as variadas temperaturas.

Com o objetivo de avaliar o efeito de H,O, sobre o crescimento das

bactérias, foi realizado o procedimento de disco de difusdo em &agar. Apdés o
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cultivo, ja descrito, 100 pL de inéculo (DO = 1,0) de cada estirpe foram
plagueados em meio DYGS com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski. Um disco de
papel estéril embebido com 5 pL de solucdo de H,O, 10 mM foi disposto no
centro de cada placa de Petri. Passados trés dias em estufa, o diametro do halo
de inibicdo foi registrado. Em ambos os ensaios, cada tratamento conteve trés

repeticbes. Os ensaios foram realizados trés vezes de modo independente.

4.8. Ensaio de solubilizacéo de zinco e fésforo

O indculo foi cultivado como descrito no item 4.4. Apés atingir a DOsoore),
esta cultura foi ajustada para DOgyp = 1,0. Gotas (10 pL) de cada estirpe foram
inoculadas em placas de Petri contendo meio DYGS suplementado com 0,54% de
Cas(PO4)30H (concentracao final de fosforo 0,1%) ou 0,12% de ZnO e 5 mL azul
de bromotimol 0.5% em KOH 0,2 M (concentracgao final de zinco 0,1%) (Mowade
e Bhattacharyya, 2000; Saravanan et al., 2007b). As placas foram incubadas por
trés dias. Apos esse periodo, foi registrada formacéo do halo de solubilizacdo em
ambas as condi¢cdes. Nas duas analises, cada tratamento conteve trés repeticoes,

tendo sido realizados trés ensaios independentes.

4.9. Ensaio de fixacado bioldgica de nitrogénio

No intuito de verificar possiveis alteracées na capacidade dos mutantes
em fixar nitrogénio, foi realizado o cultivo das estirpes selvagem e mutantes
conforme descrito no item 4.4. Apos atingirem as respectivas DOgoo(te), aS culturas
foram centrifugadas (3500 rpm, 25 °C, 3 min) para a retirada do meio. As células
foram lavadas por trés vezes utilizando solucdo salina 0,85%. Apés a ultima
lavagem a DOggo foi ajustada para 1,0. Em seguida, 10 yL de solucdo de cada
estirpe foram adicionados no centro de frascos de penicilina (10 mL), contendo 5
mL do meio LGI-P semissoélido (Day e Dobereiner, 1976). Apds 10 dias de cultivo
em estufa, foi avaliada a formacdo da pelicula aerotaxica. Cada estirpe foi
representada por trés repetices. Esse ensaio foi realizado trés vezes de modo

independente.
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4.10. Material vegetal e condi¢gdes de crescimento

Sementes de A. thaliana (Columbia-0, tipo selvagem) gentilmente cedidas
pela Dra. Jen Sheen (Departamento de genética - Harvard Medical School - USA)
foram utilizadas neste trabalho. Para o plantio, as sementes foram submetidas a
desinfestacdo superficial em etanol 95% durante 1 min, seguida de solucéo de
hipoclorito de sédio 1,25%, sob agitacdo, por 10 min. O excesso desses
reagentes foi removido mediante lavagem abundante com agua destilada. As
sementes permaneceram imersas em agua durante 48 h sob temperatura de 4
°C, antes da semeadura.

A semeadura foi realizada em copos plasticos de 50 mL contendo substrato
West Garden (West Garden Industia e comércio LTDA), autoclavado (120 °C, 1
atm, 40 min) e irrigado com agua destilada. Este material foi acondicionado em
bandejas cobertas com filme de PVC transparente, a fim de manter a umidade em
nivel elevado nos primeiros 10 dias, o que favorece a germinagcdo. Apos este
periodo, o filme de PVC foi removido e as plantas inoculadas conforme descrito
no intem 4.11. Apos 20 dias da semeadura as plantas foram irrigadas em intervalo
de dois dias, com solucédo de Hoagland modificada 25% (Composicdo em mM -
solucdo 100%: KNOj; 6, Ca(NOs3)2.4H,0 4, NH4H,PO, 2, MgS04.7H,0 1, KCI
0,05, H3BO; 0,025, MnSO4.H,O 0,002, ZnSO,4.7H,O0 0,002, CuS0O4.5H,0
0,0005, H,MoO, 0,0005, NaFeDTPA 0,053) (Hoagland e Arnon, 1950). O pH da
solucdo foi ajustado para 6,5. A sala de cultivo utilizada foi mantidade sob
temperatura de 22 °C, 60% de umidade e irradiancia de 120 pmol.fétons.m?.s™,
durante 12 h diarias. As plantas foram mantidas nessas condicoes até 40 dias

apos a inoculacao.

4.11. Inoculacao de plantas de A. thaliana com estirpes selvagem e mutantes

Uma colbnia isolada das estirpes selvagem e mutantes foi transferida
para frascos Erlenmeyers de 50 mL contendo 3 mL de meio DYGS. Ap6s cada
cultura ter atingido DOgo 1,0, estas foram centrifugadas (3500 rpm, 25 °C, 3 min)
para a retirada do meio. As células foram lavadas por trés vezes utilizando agua

ultra-pura previamente esterlizada. Apos a ultima lavagem a DOgg foi ajustada
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para 0,0001 (equivalente a 10* células mL™), utilizando &gua ultra-pura
esterilizada, e 10 mL de cada solucéo bacteriana foram dispostas em uma placa
de Petri. O tratamento controle foi representado por uma placa de Petri contendo
agua ultra-putra esterilizada.

Plantas de A. thaliana (Columbia-0) com 10 dias de idade provenientes do
substrato foram utilizadas para a realizagcdo do processo de inoculagédo. Neste
intuito, para cada tratamento (controle, selvagem, AacrA e AacrB), nove plantas
foram retiradas do substrato e apenas suas raizes foram colocadas em contato
direto com as solugcbes bacterianas ou agua (controle). Apés trés horas, as
plantas foram transferidas para potes de jardinagem de 200 mL contendo
substrato West Garden, autoclavado (120 °C, 1 atm, 40 min), previamente
irrigados com agua destilada. O substrato foi previamente esterilizado por
autoclavagem (120 °C, 1 atm, 40 min). Este material foi acondicionado em
bandejas cobertas com filme de PVC transparente por 10 dias. As condi¢cOes de

cultivo foram conduzidas como descrito no item 4.10.

4.12. Analise da promocéo do crescimento vegetal

Apb6s 40 dias de cultivo, as amostras foram avaliadas quanto ao numero
de folhas, a area foliar, & massa fresca de parte aérea e radicular. Os valores da
area foliar foram obtidos utilizando um medidor digital de area foliar (Li-Cor 3100
area meter), disponibilizado para uso pelo Laboratério de Fisiologia
Vegetal/lUENF. J& os valores de massa fresca foram determinados por pesagem
em balanca analitica. Todas as analises foram realizadas imediatamente apos a
coleta. Neste ensaio foram avaliadas nove plantas em cada tratamento. Para esse

ensaio, foi realizada apenas apenas uma repeticao independente.

4.13. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram testados pela analise de variancia (ANOVA).
O teste Tukey foi utilizado para mensurar a significancia entre os tratamentos ao
nivel de 1% de significancia, utilizando o software Genes (versdo 2013.5.1) (Cruz,
2013).
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5. RESULTADOS

5.1. Organizagdo gendmica dos genes acrA e acrB em G. diazotrophicus
PALS5

Os mutantes GDP28B08 e GDP12H02 foram previamente identificados
com insercao do transposon Tn5 nos genes acrA (Locus tag: GDI_RS06095) e
acrB (Locus tag: GDI_RS06100), respectivamente. O gene acrA codifica uma
proteina de fusdo de membrana (AcrA), enquanto acrB codifica uma proteina de
membrana interna pertencente a familia RND (AcrB). A andlise in silico, utilizando
o0 banco de dados BioCyc e MicrobesOnline, sugere que os genes acrA, acrB e
um terceiro gene, oprM (Logus tag: GDI_RS06105), subsequente a acrB, estejam
organizados em operon. O gene oprM é responsavel por codificar uma proteina
de membrana externa pertencente a superfamilia NodT, completando a bomba de
efluxo multidrogas triparte AcrAB-OprM (Figura 4).

A analise do contexto genémico permitiu identificar um outro gene, tetR
(Locus tag: GDI_RS06090), proximo ao operon acrAB-oprM. Esse gene é
responsavel por codificar uma proteina de regulacdo transcricional pertencente a
familia TetR (Figura 4).
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nt 1278110 nt 128‘1X9’86 nt 1283121 nt 1285210
tetR acrA acrB oprM
GDI_RS06090 GDI_RS06095 GDI_RS06100 GDI_RS06105
nt 0 nt
1280296 A 1287051
GDP28B08 —

Figura 4. Organizacdo gendmica dos genes flanqueando as inser¢des do transposon Tn5
em Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5. Grupo génico flanqueando acrA e acrB de
acordo com a base de dados do NCBI. As setas indicam a orientacdo da fase de leitura
aberta. Seta preta: gene acrA interrompido neste estudo; seta cinza: gene acrB
interrompido neste estudo; setas brancas: genes ndo interrompidos; nt: nucleotideo;
tesouras pretas: sitios de restricdo de EcoRI imediatamente antes e ap6s o local de
insercdo de Tn5 no gene acrA; tesouras cinzas: sitios de restricdio de EcoRI
imediatamente antes e ap6s o local de insercdo de Tn5 no gene acrB; triangulo preto:
sitio de insercdo de Tn5 no gene acrA; e triangulo cinza: sitio de insercdo do Tn5 no gene
acrB. Barra de escala: 500 pb

5.2. Organizacdo genémica do operon acrAB-oprM e seus homodlogos em

outras espécies de bactérias

A organizacdo gendmica dos genes acrA, acrB e oprM de G.
diazotrophicus PAL5 foi comparada com seus homdlogos em outras espécies,
utilizando os bancos de dados BioCyc e MicrobesOnline. Foi possivel observar
alta similaridade de organizacéo e que tais genes também estdo organizados em
operon (Figura 5). No entanto, para as espécies E. amylovora, um fitopatdgeno, e
E. coli, organismo cujo transportador AcrAB-TolC é bem caracterizado, é possivel
observar que o gene tolC, homadlogo a oprM, que codifica a proteina de efluxo de
membrana externa, ndo esta organizado em operon, junto a acrA e acrB (Figura
5). Vale ressaltar que, em determinadas espécies, como P. syringae DC3000 e P.
aeruginosa PAO1, os genes componentes do operon recebem nomenclatura

distintas.
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Figura 5. Comparacdo da organizacdo gendmica dos genes acrA, acrB e oprM em
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 e outras espécies de bactérias. As cores das
setas indicam o tipo de proteina a ser codificada por cada gene. Seta azul: proteina de
fusdo de membrana; seta verde: proteina de membrana interna pertencente a familia
RND; e seta amarela: proteina de membrana externa. Barra de escala: 500 pb.
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5.3. Presenca de outros operons de transportadores RND no genoma de G.

diazotrophicus PALS

Visando a averiguar a existéncia de outras cépias de acrAB-oprM no
genoma de G. diazotrophicus PAL5, foi realizada uma busca por genes
relacionados com sistemas de transporte de membrana em G. diazotrophicus
PALDS5, que estéo inseridos em um mesmo operon. Foi considerada nessa busca a
presenca de dominios conservados presentes nos produtos dos genes acrA
(Locus tag: GDI_RS06095), dominio HlyD_3 e acrB (Locus tag: GDI_RS060100).
ApOs essa andlise, foi possivel identificar, além da regido 1, j& caracterizada na
Figura 4, outras trés regibes do genoma contendo genes com as caracteristicas
supracitadas. A regido 2 contém um operon formado pelos genes Locus tag
GDI_RS00700, mdtB e lysR, que codificam, respectivamente, uma proteina de
secrecdo da familia HlyD, uma proteina de resisténcia a multidroga e um
regulador transcricional (Figura 6). Nessa regido, além do operon, estao
presentes genes codificantes para transposases (Locus tag: GDI_RS00685 e
GDI_RS00690)

Na regido 3, esta localizado um operon com 0s genes Locus tag
GDI_RS02640, mdta e ttgC, que codificam, respectivamente, uma proteina de
resisténcia a acriflavina, uma proteina de resisténcia a multidrogas e uma proteina
de membrana externa, descrita como transportador de tolueno. A regido 4
compreende um operon com 0s genes Locus tag GDI_RS16220, Locus tag
GDI_RS16215 e Locus tag GDI_RS16210, que codificam, respectivamente, uma
proteina de resisténcia a acriflavina, uma proteina de transporte e uma proteina
de membrana externa. De acordo com o banco de dados do NCBI, o Locus tag
GDI_RS16220, dessa regido, esta anotado como acrA, no entanto, a presenca do
dominio conservado ACR_tran (caracteristico de proteinas de membrana interna)
na proteina codificada sugere um equivovo de anotacao (Figura 6).

Os dados apresentados mostraram presenca de outros genes no genoma
de G. diazotrophicus PALS5, que apresentam organizacdo em operon e possuem
0s mesmos dominios conservados observados nos produtos dos genes de estudo
acrA (GDI_RS06095) e acrB (GDI_RS060100). Adicionalmente, esses genes
também codificam proteinas de transporte multidrogas, podendo ser mais bem

estudadas no futuro.
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T GDI_RS06095 GDI_RS06100 GDI_RS06105
| acrA | acrB | oprM
2 GDI_RS00700 GDI_RS00695 GDI_RS00680
| | mdtB > [ LysR
3 GDI_RS02640 GDI_RS02645 GDI_RS02650
| mdtA { ttgC
4 GDI_RS16220 GDI_RS16215 >| GDI_RS16210 >

Figura 6. Comparacdo de operons localizados em diferentes regides do genoma de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 contendo genes relacionados a sistemas de
transportadores de membrana. As regides do genoma identificadas foram: (1) De
1.281.201 a 1.287.051 pb; (2) 148.647 a 154.853 pb; (3) 568.139 a 573.848 pb; e (4)
3.514.413 a 3.520.461 pb. As cores das setas indicam o tipo de proteina a ser codificada
por cada gene. Seta vermelha: proteina de fusdo de membrana; seta cinza: proteina de
membrana interna pertencente a familia RND; seta laranja: proteina de membrana
externa; e seta branca: proteina de regulacéo transcricional. Barra de escala: 500 pb.

5.4. Similariadade das proteinas do transportador multidrogas AcrAB-OprM
com seus homélogos em espécies relacionadas e com outras proteinas de
G. diazotrophicus PAL5

No intuito de avaliar a similaridade de cada membro do transportador
AcrAB-OprM de G. diazotrophicus PAL5 com outras espécias de bactérias (item
5.2) e com outros transportadores multidrogas identificados no genoma da
bactéria (item 5.3), foram realizados o alinhamento e a analise de filogenia dessas
proteinas. As proteinas AcrA e AcrB de G. diazotrophicus PAL5 mostraram maior
similaridade com as proteinas AcrA e AcrB de G. oxydans 621H. E ainda
apresentaram elevada similaridade de sequéncia com proteinas homélogas das
demais espécies avaliadas (Figuras 7 e 8).

A proteina AcrA (A9HEF9) mostrou baixa similaridade com outras proteinas
de G. diazotrophicus PAL5, que apresentam o mesmo dominio HlyD 3 (Figura 7).
O mesmo comportamento foi observado para a proteina AcrB (A9HEG1) quando

comparada as outras proteinas de G. diazotrophicus PAL5, que possuem o
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dominio conservado ACR_tran (Figura 8). Tais resultados indicam que n&o
existem copias das proteinas em estudo, no genoma de G. diazotrophicus PAL5

A andlise filogenética indicou que, entre as proteinas com dominios HlyD_3
e ACR_tran em G. diazotrophicus PALS5 identificadas no item 5.3, as proteinas
AcrA (A9HEF9) e AcrB (A9HEG1) mostraram maior similaridade com proteinas
homologas j& caracterizadas em outras espécies, como E. coli e P. aeruginosa
(Figuras 7 e 8), do que com outras proteinas presentes em G. diazotrophicus
PALS

98 ™ MexA Pseudomonas aeruginosa PAO1 (P52477)

28 AcrA Cupriavidus metallidurans CH34 (Q1LGD5)
87 Proteina de fus&o periplasmatica P. syringae pv. tomato DC3000 (Q87X85)
AcrA Escherichia coli str. K-12 (POAGE06)
% 99 AcrA Erwinia amylovora CFBP1430 (D4HY48)
95 AcrA Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 (ASHEF9)
93 AcrA Gluconobacter oxydans 621H (Q5FT28)
AcrA Herbaspirillum seropedicae SmR1 (D8IXC9)
Proteina de secregdo HlyD G. diazotrophicus PAL 5 (A9H212)
91 ——— MdtA G. diazotrophicus PAL 5 (A9H8A2)
99 b———=Transportador multidroga G. diazotrophicus PAL 5 (A9H3U2)
Grupo externo (A71766)
T

Figura 7. Alinhamento multiplo e relacao filogenética das sequéncias de aminoacidos de
proteinas homadlogas a AcrA em outras espécies ou que apresentem dominio HlyD_3 em
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5. A proteina AcrA de G. diazotrophicus PALS esta
com letras em negrito. A arvore filogenética foi gerada pelo método Neighbor-Joining
(NJ), modelo Dayhoff, com dele¢cdo parcial de 95%. Os numeros proximos aos nos
indicam a porcentagem de bootstrap referente a 1.000 repeticbes. O comprimento dos
ramos € proporcional a distancia evolucionaria (barra de escala). Os cdédigos entre
parénteses sao 0s nimeros de acesso destas proteinas no banco de dados Uniprot. A
proteina HAE3 de Methanorgula boonei 6A8 (A71766) foi utilizada como grupo externo.
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MexB Pseudomonas aeruginosa PAO1 (P52002)
AcrB Cupriavidus metallidurans CH34 (Q1LGD4)
SaxB P. syringae pv. tomato DC3000 (Q87X84)
AcrB Eschetrichia coli str. K-12 (P31224)

99

83

96
100 AcrB Erwinia amylovora CFBP1430 (D4HY47)
— AcrB Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 (A9HEG1)

100 L AcrB Gluconobacter oxydans 621H (Q5FT29)

100

AcrB Herbaspirillum seropedicae SmR1 (D8IXC8)
MdtB G. diazotrophicus PAL 5 (A9H209)

 — Proteina de resisténcia a acriflavina G. diazotrophicus PAL 5 (A9H8AO)
100 L————— Proteina de resisténcia a acriflavina* G. diazotrophicus PAL 5 (A9H3U4)
Grupo externo (A71766)
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Figura 8. Alinhamento mdltiplo e relacao filogenética das sequéncias de aminoacidos de
proteinas homdélogas a AcrB em outras espécies ou que apresentem dominio ACR_tran
em Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5. A proteina AcrB de G. diazotrophicus PAL5
esta com letras em negrito. A arvore filogenética foi gerada pelo método Neighbor-Joining
(NJ), modelo Poisson, com delecdo parcial de 95%. Os numeros proximos aos nos
indicam a porcentagem de bootstrap referente a 1.000 repeticbes. O comprimento dos
ramos € proporcional a distancia evoluciondria (barra de escala). Os cddigos entre
parénteses sdo 0s numeros de acesso destas proteinas no banco de dados Uniprot. O
asterisco refere-se a proteina codificada pelo gene anotado como acrA, em G.
diazotrophicus PAL 5, de acordo com banco de dados do NCBI. A proteina HAE3 de
Methanorgula boonei 6A8 (A71766) foi utilizada como grupo externo.

A similaridade da proteina de membrana externa OprM, de G.
diazotrophicus PAL5, também foi comparada com outras proteinas de membrana
externa que participam de transportadores AcrAB, homologos em outras espécies
bacterianas. A proteina OprM (A9HEG4) apresentou maior similaridade com a
lipoproteina de membrana externa de G. oxydans. Diferentemente do que foi
observado para as proteinas AcrA e AcrB, OprM (A9HEG4) mostrou baixa
similaridade com as proteinas TolC, de E. coli, e TolC, de E. amylovora (Figura 9).

A proteina OprM (A9HEG4) apresentou baixa similaridade com outras
proteinas de G. diazotrophicus PAL5, que possuem os mesmos dominios OEP.
Nessa andlise, além dos produtos dos genes identificados nos itens 5.2 e 5.3, foi
incluida a proteina anotada como TolC em G. diazotrophicus PAL5
(GDI_RS08365), que também apresenta dominio conservado OEP. Essa proteina
apresentou baixa similaridade com OprM (A9HEG4) (Figura 9).

A andlise filogenética indicou que a proteina OprM (A9HEG4) apresenta

maior similaridade com proteinas de membana externa de G. oxydans (Q5FT30),
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Pseudomonas sp. (Q51487 e Q87x83), C. metallidurans (Q1LGD3) e H.
seropedicae (D8XC7). Interessantemente, em um outro agrupamento filogenético
aparecem as proteinas de membrana externa de E. coli (P02930), de E.
amylovora (D4HVA2), e outras duas proteinas de membrana externa de G.
diazotrophicus PAL 5, incluindo a proteina anotada como TolC (A9HI09) (Figura
9).

65 OprM Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Q51487)

99 Proteina de membrana externa Cupriavidus metallidurans CH34 (Q1LGD3)
[ Proteina de membrana externa P. syringae pv. tomato DC3000 (Q87X83)
99 Lipoproteina de efluxo Herbaspirillum seropedicae SmR1 (D8IXC7)
61 _|: OprM Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 (ASHEG4)
] 99 Lipoproteina de membrana externa Gluconobacter oxydans 621H (Q5FT30)
78 |—Tth G. diazotrophicus PAL 5 (A9HBAS)

98 L—— Proteina de membrana externa G. diazotrophicus PAL 5 (A9H3UO0)
Proteina de membrana externa G. diazotrophicus PAL 5 (A9H215)
TolC G. diazotrophicus PAL 5 (A9HI09)
84 [~ TolC Escherichia coli str. K-12 (P02930)

100 L Toic Erwinia amylovora CFBP1430 (D4HVAZ2)
Grupo externo (A71766)

—
0.5

Figura 9. Alinhamento multiplo e relacao filogenética das sequéncias de aminoacidos de
proteinas homélogas a OprM em outras espécies ou que apresentem dominios OEP em
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5. A proteina OprM de G. diazotrophicus PALS
estd com letras em negrito. A arvore filogenética foi gerada pelo método Neighbor-Joining
(NJ), modelo Dayhoff, com delecdo parcial de 95%. Os numeros préximos aos nos
indicam a porcentagem de bootstrap referente a 1.000 repeticbes. O comprimento dos
ramos € proporcional a distancia evolucionaria (barra de escala). Os cdédigos entre
parénteses sao 0s nimeros de acesso destas proteinas no banco de dados Uniprot. A
proteina HAE3 de Methanorgula boonei 6A8 (A71766) foi utilizada como grupo externo.

5.5. Efeito das mutacdes AacrA e AacrB na multiplicacdo celular em meio

liquido

Visando a avaliar o efeito das mutacbes na multiplicacdo celular, o
crescimento de cada estirpe, em meio LGIm, foi monitorado durante 36 horas (h).
O mutante AacrA apresentou pequenas diferengas na curva de crescimento em

relacdo a bactéria selvagem, cuja fase lag de crescimento teve duracdo de 6 h
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(Figura 10). Apdés 33 h de cultivo, foi possivel observar maior intensidade de
crescimento do mutante AacrA em relagdo a bactéria selvagem.

A curva de crescimento do mutante AacrB apresentou diferengas em
relacdo a curva das estirpes selvagem e AacrA (Figura 10). O mutante AacrB
possui fase lag de 10 h. Ao final das 36 h de cultivo, esse mutante apresentou DO
bastante inferior a AacrA e selvagem.

A analise comparativa das curvas de cultivo indica que as mutacfes
afetam de forma diferente a fisiologia de crescimento de G. diazotrophicus PALS.
A mutacdo AacrB promoveu atraso na entrada em fase exponencial, bem como

menor concentracdo celular ao final do cultivo, quando comparada as demais
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Figura 10. Comparacao das curvas de crescimento de Gluconacetobacter diazotrophicus
PAL5 e mutantes. Selvagem e mutantes foram crescidos em meio liquido LGI modificado
a 30 °C, 250 rpm. As leituras de DO foram realizadas durante 36 horas de cultivo, com
leituras a cada 2 h até 12 h de crescimento e a cada 3 h até 36 h de crescimento.

Para a realizacdo das analises comparativas com maior sensibilidade,
entre a estirpe selvagem e mutantes, nos ensaios de resposta a estresses
abioticos e avaliacdo das caracteristicas de promocédo do crescimento vegetal, €
importante que as bactérias estejam em uma mesma fase de crescimento. Por
isso, apds a obtencéo das curvas de crescimento de cada estirpe, foi escolhida a
DOeoogre), COrrespondente ao ponto intermediario da fase exponencial de

crescimento, para que fosse utilizada nos ensaios posteriores, exceto para a
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avaliagcdo de resisténcia a antibioticos. Entdo, as DOeooge) de 1,6, 1,2 e 1,0 foram

escolhidas para as estirpes selvagem, AacrA e AacrB, respectivamente.

5.6. A importancia da bomba de efluxo multridrogas AcrAB-OprM na

resisténcia a ampicilina em G. diazotrophicus PALS5

No intuito de avaliar a importancia do sistema de efluxo AcrAB-OprM na
resisténcia a diferentes agentes antimicrobianos, a bactéria selvagem G.
diazotrophicus PAL5 e os mutantes AacrA e AacrB foram cultivados em meio
sélido LGIm, suplementado com trés concentracfes de ampicilina, estreptomicina,
espectinomicina e gentamicina. No entanto, apenas os dados obtidos para
ampicilina serdo apresentados, uma vez que nao foi observada participacdo da
bomba de efluxo AcrAB-OprM na resisténcia aos demais antibioticos nas
concentracgOes testadas.

Na auséncia de ampicilina, os mutantes AacrA e AacrB apresentaram
crescimento similar ao da bactéria selvagem em todas as diluicdes. No entanto,
apresentaram reducdo na resisténcia ao antibidtico na concentracdo de 150
ng.mL™?, como pode ser observado na Figura 11. O mutante AacrA teve seu
crescimento afetado negativamente j4 na concentracdo de 100 pg.mL™ do
antibiético nas diluicdes de 102 e 10° (Figura 11). Estes dados indicam o
importante papel do sistema de efluxo multidrogas AcrAB-OprM na resisténcia de

G. diazotrophicus PAL5 ao antibiotico ampicilina

Controle Amp - 50 pg.mL-1 Amp - 100 pg.mL-1 Amp - 150 ug.mL-

WT AacrA AacrB WT AacrA AacrB WT AacrA AacrB WT AacrA AacrB

Figura 11. Avaliacdo do crescimento de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5
selvagem e mutantes AacrA e AacrB em resposta a ampicilina. Selvagem (WT) e
mutantes foram inoculados, em diferentes diluicbes, em placas de Petri contendo meio
solido LGI modificado suplementadas com trés diferentes concentra¢fes de ampicilina. O
registro do ensaio foi realizado apds cinco dias de crescimento (n=3). Amp: ampicilina.
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5.7. O sistema de efluxo multidrogas AcrAB-OprM é importante para a

tolerancia a zinco, cobalto e cadmio, em G. diazotrophicus PAL5

Com o objetivo de avaliar a importancia do sistema de efluxo AcrAB-OprM
na tolerdncia a estresses abidticos em G. diazotrophicus PAL5, os mutantes
AacrA e AacrB e a estirpe selvagem foram crescidos em meio suplementado com
0s metais cadmio 0,09 mM, zinco 0,9 mM ou cobalto 1,2 mM.

O mutante AacrA mostrou elevada sensibilidade aos estressores zinco e
cadmio, com taxa de inibicdo de aproximadamente 80% e 90%, respectivamente
(Figuras 12A e 12C). Ao analisar a taxa de inibicdo de AacrA, quando submetido
a estresse por cobalto, € possivel observar aumento significativo, proximo de
15%, em relacdo a estirpe selvagem, atingindo aproximadamente 40% de
inibicao.

O mutante AacrB apresentou uma pequena sensibilidade, comparado ao
AacrA, quando submetido aos estressores zinco e cadmio, com taxa de inibicdo
em torno de 35% e 30%, respectivamente (Figuras 12A e 12C). Quanto ao
estresse provocado por cobalto, ndo houve diferenca significativa entre AacrB e a
bactéria selvagem, visto que, AacrB apresentou taxa de inibicdo de 27% (Figura
12B).

Estes resultados indicam participacdo da bomba de efluxo multidrogas
AcrAB-OprM na tolerancia aos metais pesados cadmio, cobalto e zinco. E
interessante ainda a realizacdo de ensaios futuros utilizando concentracfes
maiores de cobalto, uma vez que esse metal € um micronutriente e a taxa de
inibicdo provocada por cobalto foi menor em relacdo aos outros metais testados,
considerendo o0 mutante AacrA. Tais ensaios permitirdo avaliar o nivel de

importancia do transportador AcrAB-OprM na tolerancia a esse metal.
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Figura 12. Efeito de metais pesados no crescimento de Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 selvagem e mutantes AacrA e AacrB. Selvagem (WT) e mutantes
foram crescidos em meio liquido LGl modificado, a 30°C, suplementado com: ZnCl,; 0,9
mM (A), CoCl,.6H,0; 1,2 mM (B), CdCIl,.H,O e 0,09 mM (C). Os resultados foram
coletados apés 24 horas de crescimento. A figura representa o resultado de, no minimo,
trés experimentos independentes. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade.

5.8. Participacao do sistema de efluxo multidrogas AcrAB-OprM na resposta
a variacOes de temperatura em G diazotrophicus PAL5

Com o objetivo de verificar a importancia do sistema de efluxo AcrAB-
OprM na tolerancia a variacbes de temperatura, a bactéria selvagem e os
mutantes AacrA e AacrB foram cultivados a 25 °C, 30 °C e 35 °C. Verificou-se
que na diluicdo de 1073, em 25 °C, AacrA apresentou melhor crescimento que as
estirpes selvagem e AacrB (Figura 13). Na temperatura de 35 °C, na diluicdo de
10° o mutante AacrB foi mais afetado que as demais estirpes. Além disso, é
possivel observar, nessa mesma temperatura, que na diluicdo de 10™, a estirpe
selvagem apresentou leve crescimento, fato ndo observado para ambos os
mutantes. Estes dados sugerem participacdo da bomba de efluxo AcrAB na

tolerancia a pequenas variagdes de temperatura.



25°C 30°C 35°C

AacrA AacrB WT AacrA AacrB WT AacrA AacrB

Figura 13. Efeito de diferentes temperaturas no crescimento de Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 selvagem e mutantes AacrA e AacrB. Selvagem (WT) e mutantes
foram inoculados, em diferentes diluicbes, em placas de Petri contendo meio sélido LGI
modificado, incubadas a 25 °C, 30 °C e 35 °C. O registro do ensaio foi realizado ap6s
cinco dias de crescimento (n=3). A figura representa o resultado de no minimo trés
experimentos independentes com trés repeticdes por tratamento.

5.9. As mutacbes AacrA e AacrB conferem tolerancia a H;O, em G.

diazotrophicus PALS5

No intuito de avaliar o envolvimento do sistema de efluxo AcrAB-OprM na
resposta ao estresse oxidativo causado por H,O,, foi realizado um ensaio de halo
de inibicdo. Ambos os mutantes, AacrA e AacrB, apresentaram maior tolerancia a
presenca de H,O, quando comparados a estirpe selvagem (Figura 14). O mutante
AacrA apresentou maior reducdo no halo de inibicdo, revelando forte incremento
na tolerancia, quando comparado as demais estirpes. Estes dados sugerem que a
falta da bomba AcrAB-OprM torna a bactéria mais resistente ao estresse oxidativo

causado por H,0s.
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AacrA AacrB

DYGS + H,0,

Figura 14. Comparacdo da inibicdo do crescimento, por H,O,, de Gluconacetocbater
diazotrophicus PAL5 selvagem e mutantes AacrA e AacrB. Selvagem (WT) e mutantes
foram plagueados (100 pL) em meio DYGS contendo papel de filtro embebido com 5 pL
de H,O, (10 mM). O resultado foi registrado ap6s trés dias de crescimento a 30 °C em
estufa. A figura representa o resultado de, no minimo, trés experimentos independentes
com trés repeticdes por tratamento. Barra de escala: 1 cm

5.10. AcrAB-OprM nao participa dos processos de solubilizacdo de

nutrientes e da FBN em G. diazotrophicus PALS5.

Para verificar a participacdo do sistema de efluxo multidrogas AcrAB-
OprM no processo de solubilizacédo de nutrientes, foi realizado um ensaio in vitro
com fosforo e zinco insoluveis. Com isso, observou-se que as mutacdes nos
genes acrA e acrB ndo afetaram a capacidade de solubilizacdo de zinco e fosforo
de G. diazotrophicus PAL5 (Figura 15). Este resultado indica que o sistema de
efluxo AcrAB-OprM nao participa do processo de solubilizacdo desses nutrientes

nessa bactéria.
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AacrA AacrB

DYGS +ZnO

DYGS + Ca,(PO,),OH

Figura 15. Comparacdo da capacidade de solubilizacdo de zinco e fésforo entre
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 selvagem e mutantes AacrA e AacrB. Selvagem
(WT) e mutantes foram inoculados em placas de Petri contendo meio sélido DYGS
suplementado com Cas(PO,); € ZnO. O resultado foi registrado apods trés dias de
crescimento a 30 °C em estufa. A figura representa o resultado de, no minimo, trés
experimentos independentes com trés repeticdes por tratamento. Barra de escala: 1 cm

Com o objetivo de avaliar a importancia do sistema de efluxo AcrAB-OprM
no processo de FBN, foi realizado um ensaio para verificar a formacéao de pelicula
aerotaxica por G. diazotrophicus PAL5 selvagem e pelos mutantes AacrA e
AacrB. Observou-se que a estirpe selvagem e os mutantes foram capazes de
formar a pelicula aerotaxica de maneira similar (Figura 16). Sendo assim, este
resultado indica que o sistema de efluxo multidrogas ndo esta envolvido com a
FBN.
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AacrA AacrB

LGI-P livre de N

Figura 16. Comparacdo da capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio em
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 selvagem e mutantes AacrA e AacrB. Selvagem
(WT) e mutantes foram inoculados (10 uL) em meio LGI-P semissélido para avaliar a
formacao da pélicula aerotaxica. O resultado foi registrado apés 10 dias de crescimento a
30 °C em estufa. A figura representa o resultado de, no minimo, trés experimentos
independentes com trés repeticdes por tratamento.

5.11. O sistema de efluxo multidrogas AcrAB-OprM é essencial para a

promocao do crescimento vegetal de A. thaliana

Para verificar a importancia da bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OprM
na promocdo do crescimento vegetal por G. diazotrophicus PALS5, plantas de A.
thaliana do ecotipo Col-0 foram inoculadas com a estirpe wild type e mutantes
AacrA e AacrB. Ao avaliar o fenotipo das plantas, € possivel observar uma
pequena diferenca entre os tratamentos. As plantas inoculadas com wild type
apresentaram crescimento de roseta um pouco maior em relacdo as plantas
controle e inoculadas com os mutantes AacrA e AacrB (Figura 17A).

Entre as caracteristicas avaliadas, observou-se diferenca estatistica para
area foliar e massa fresca de parte aérea (Figuras 17B e 17C). Plantas inoculadas
com o mutante AacrB apresentaram menor area foliar em relacdo as plantas
controle e inoculadas com wild type e AacrA (Figura 17B). Além disso, plantas
inoculadas com AacrB apresentaram menor massa fresca de parte aérea em
relacdo as plantas inoculadas com wild type (Figura 17C).

As plantas inoculadas com AacrA apresentaram area foliar e massa
fresca de parte aérea iguais as plantas controle e inoculadas com wild type,
estatisticamente (Figuras 17B e 17C). Para as outras caracteristicas avaliadas,
massa fresca de raiz e numero de folha, ndo houve diferencga estatistica entre os

tratamentos (Figuras 17D e 17E). No entanto, para essas duas caracteristicas,
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plantas inoculadas com wild type apresentaram maiores valores em relacdo aos
demais tratamentos.

Neste sentido, os resultados obtidos sugerem a importancia da bomba
AcrAB-OprM para a capacidade de G. diazotrophicus PAL5 em promover o
crescimento de A. thaliana.
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Figura 17. Analise da promocé&o do crescimento em Arabidopsis thaliana inoculadas com
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 selvagem e mutantes AacrA e AacrB. Plantas do
ecotipo Col-0 foram inoculadas aos 10 dias com as bactérias selvagem (WT) e mutantes.
Apo6s 40 dias, as florescéncias foram retiradas e o fenétipo de plantas representativas do
ensaio foi registrado e comparado (A). Foram ainda analisadas as caracteristicas area
foliar (B), massa fresca da parte aérea (C), massa fresca da raiz (D) e numero de folhas
(E). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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6. DISCUSSAO

G. diazotrophicus € uma bactéria que apresenta -caracteristicas
interessantes para promocdo do crescimento vegetal. Aléem disso, esse micro-
organismo apresenta alta tolerancia a estresses ambientais (Tejera et al., 2003;
Intorne et al., 2012; de Oliveira et al., 2016b). Os mecanismos moleculares dessa
bactéria que participam da resposta a estresses abioticos e que podem também
ser importantes para o estabelecimento da interacdo bactéria-planta ainda séo
pouco conhecidos. Neste estudo, mutantes defectivos nos genes acrA e acrB, que
codificam proteinas componentes da bomba de efluxo multidroga AcrAB-OprM,
foram analisados, com énfase em seu papel na tolerancia a estresses abidticos e
na capacidade de promover crescimento vegetal.

A analise de contexo gendémico sugere gue 0S genes mutados acrA e
acrB estdo organizados em um operon acrAB-oprM. Dessa forma, possivelmente,
no mutante GDP28B08 (AacrA) a transcricdo do primeiro gene do operon, acrA, é
interrompida, ndo havendo producdo das proteinas AcrA, AcrB e OprM. O
mutante GDP12H02 (AacrB), por sua vez, ndo € capaz de produzir o membro da
familia RND (AcrB) e o componente OMP (OprM). Em ambas as situacoes,
sugere-se que o sistema de efluxo multidrogas AcrAB-OprM néo seja formado.

Além do operon acrAB-oprM, foi possivel observar presenca de um gene
(tetR), antes do gene acrA, que é responsavel por codificar um regulador
transcricional da familia TetR. Um gene da mesma familia, acrR, ja foi identificado

em E. coli, estando localizado anteriormente ao operon acrAB. O gene acrR de E.
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coli é responsavel por codificar uma pequena proteina, AcrR, que atua como um
repressor transcricional do operon acrAB (Ma et al., 1996; Li et al., 2007) (Figura
18). A funcdo principal desse regulador transcricional € modular a expressao

desse operon (Ramos et al., 2005).

T

Figura 18. Regulacdo da expressédo do operon acrAB em Escherichia coli pela proteina
AcrR. A proteina AcrR, codificada pelo gene acrR se liga ao promotor do operon acrAB,
regulando negativamente a expressao das proteinas componentes, AcrA e AcrB, da
bomba de efluxo multidrogas AcrAB-TolC. Adaptado de Blanco et al. (2016)

Em P. aeruginosa, o gene mexR, localizado anteriormente ao operon
meXxAB-oprM, € responsavel por codificar a proteina MexR, pertencente a familia
MarR, que atua como um regulador transcricional desse operon (Poole et al.,
1996b; Sanchez et al., 2002). Sendo assim, ao analisar o contexto genémico do
operon acrAB-oprM em G. diazotrophicus PAL5, sugere-se que o produto do gene
tetR, possivelmente uma proteina AcrR, deva atuar como um regulador
transcricional desse operon.

Ao comparar o operon acrAB-oprM de G. diazotrophicus PAL5 com
operons relacionados em outras espécies de bactérias, foi possivel observar que
estes se organizam de forma similar. Na maioria das espécies analisadas, como
por exemplo, em G. oxydans 621H (uma bactéria proxima filogeneticamente de G.
diazotrophicus PALS5), H. seropicae SmR1 (bactéria endofitica de cana-de-acgucar)
e em C. metallidurans CH34 (bactéria altamente resistente a metal), os operons
sao formados por trés genes, sendo cada um deles responsavel por codificar um
componente do sistema de efluxo triparte.

Em P. aeruginosa, um dos micro-organismos em que esse sistema de
efluxo ja é caracterizado, os homoélogos dos genes acrA e acrB sdo mexA e
mexB, respectivamente (Poole e Srikumar, 2001). Em P. syringae pv. tomato
DC3000, um dos modelos para estudos de interacdo bactéria-planta, o gene
homélogo ao acrB esta anotado no banco de dados NCBI como saxB. No entanto,

alguns trabalhos o consideram como mexB, em decorréncia da significativa
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homologia com mexB de P. aeruginosa. O mesmo ocorre para 0S O0utros
componentes do sistema de efluxo desse micro-organismo (Stoitsova et al., 2008;
Vargas et al., 2011). Nessas bactérias, os operons também s&o formados por trés
genes.

Em E. coli, micro-organismo em que o tranportador AcrAB é amplamente
estudado, é possivel observar que o operon é composto por dois genes, acrA e
acrB. O mesmo é observado para E. amylovora, um fitopatégeno. O gene tolC,
responsavel por codificar a OMP nesses organismos, fica localizado em regido
gendmica distinta do operon acrAB. Esse fato suporta a versatilidade observada
em TolC, que pode interagir com outras proteinas relacionadas a transporte.
(Sharff et al., 2001).

Em P. aeruginosa, o gene responsavel por codificar a proteina OprM faz
parte do operon mexAB-oprM. Contudo, é importante destacar que, além de
MexAB, essa proteina pode se associar com MexXY, outro transportador
multidrogas (Mine et al., 1999). Além das bombas MexAB e MexXY, ja foram
caracterizadas outras bombas de efluxo em P. aeruginosa, como MexCD e
MexEF. Esses complexos proteicos se associam com as proteinas de membrana
externa, OprJ e OprN, respectivamente (Poole et al., 1996a; Michéa-Hamzehpour
et al., 1997). Essas observacdes sugerem maior especificidade de interacéo entre
esses tipos de proteinas de membrana externa, do tipo Opr, e 0s outros
componentes dos sistemas de efluxo triparte.

Ao comparar as sequéncias de aminoacidos das proteinas AcrA, AcrB e
OprM, de G. diazotrophicus PAL5 com as respectivas proteinas homoélogas em
outras espécies, foi possivel observar alta similaridade entre AcrA e AcrB em
todas as espécies avaliadas. E importante ressaltar que, apesar da alta
similaridade das sequéncias de aminoacidos das proteinas AcrB homoélogas, é
possivel que haja diferencas de especificidade de transporte e grau de resisténcia
a certas substancias toxicas como ja observado para E. coli (AcrB) e P.
aeruginosa (MexB) (Ma et al., 1993; Li et al., 1995; Masuda et al., 2000;
Tikhonova et al., 2002).

A proteina OprM de G. diazotrophicus PAL5 apresentou maior
similaridade com a proteina de membrana externa de P. aeruginosa (OprM) em

comparacao a proteina TolC de E. coli. Baixa similaridade foi observada entre
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OprM e TolC, ambas de G. diazotrophicus PAL5. Nesta espécie, o gene tolC é
encontrado em uma regido distante do operon acrAB-oprM.

Interessantemente, Tikhonova e colaboradores (2002) observaram que
OprM de P. aeruginosa € incapaz de complementar a funcdo de TolC, assim
como TolC é incapaz de complementar a funcdo de OprM no complexo MexAB,
em E. coli. Esses resultados indicam alta especificidade de AcrAB e MexAB,
nesses micro-organismos, por seus respectivos componentes de membrana
externa.

Juntas, analise de contexto gendmico e de similaridade entre as
sequéncias de aminoacidos, sugerem que, em G. diazotrophicus PAL5, OprM é a
proteina que participa do sistema triparte de efluxo multidrogas, se associando
com os componentes AcrA e AcrB. O complexo AcrAB-OprM ja foi descrito em
Moroxella catarrhalis, uma bactéria patogénica humana (Spaniol et al., 2015). No
entanto, é necessario avancar no estudo da bomba AcrAB-OprM, em G.
diazotrophicus PAL5, no intuito de confirmar a interacdo entre os componentes
AcrAB e OprM, ou se é apenas uma questao de nomenclatura.

Ao analisar os sistemas de transportadores de membrana em G.
diazotrophicus PAL5, foi possivel identificar outros transportadores que possuem
0s mesmos dominios proteicos conservados em AcrA, AcrB e OprM e que seus
genes codificadores possivelmente também estejam organizados em operon. No
entanto, ao comparar a sequéncia de aminoacidos de cada uma dessas proteinas
com seus respectivos homologos em outras espécies, observou-se baixa
similaridade com proteinas que compdem transportadores ja bem caracterizados,
como AcrAB-TolC (E. coli) e MexAB-OprM (P. aeruginosa) (Hobbs et al., 2012;
Ruiz e Levy, 2013; Uwate et al., 2013; Weeks et al., 2014). Os componentes
MdtA, MdtC e TtgC, codificados por alguns genes localizados nesses operons, ja
foram descritos em outras espécies e participam do efluxo de solventes e de um
amplo espectro de antimicrobianos (Nagakubo et al., 2002; Poole, 2007). Esses
resultados sugerem presenca de apenas um operon, em G. diazotrophicus PALDS5,
responsavel por codificar o transportador AcrAB-OprM. Os outros operons
identificados podem estar envolvidos na formacdo de outras bombas de efluxo
multidrogas.

O perfil de crescimento dos mutantes AacrA e AacrB foi avaliado, tendo

sido observado que AacrB é diferente da estirpe selvagem e de AacrA, mostrando
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menor multiplicacdo celular e antecipada entrada na fase estacionaria. Como ja
proposto, o mutante AacrB n&o seria capaz de produzir as proteinas AcrB e
OprM, ndo havendo montagem do sistema de efluxo triparte AcrAB-OprM. No
entanto, essa mutacdo ndo deve impossibilitar a producdo da proteina AcrA.
Dessa forma, podemos especular que o acumulo de AcrA na célula pode
acarretar alterac6es metabdlicas, que prejudiquem o seu crescimento.

A mutacdo nos genes acrA e acrB afetou a resisténcia de G.
diazotrophicus PAL5 a ampicilina. O papel de transportadores multidrogas na
resisténcia a antibidticos ja foi demonstrado em outras espécies. Mutantes acrAB
em E. coli (Sulavik et al., 2001) e em Raustonia solenaceum (Brown et al., 2007)
apresentaram maior sensibilidade a ampicilina e a outros compostos como
brometo de etidio e dodecil sulfato de sodio (SDS). Em P. aeruginosa, ja foi
observado que a bomba MexAB-OprM é responsavel por transportar antibioticos
B-lactamicos, cloranfenicol e tetraciclina (Masuda et al., 2000; Poole, 2007).

Em G. diazotrophicus PAL5, a bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OrpM
tem papel fundamental na resisténcia dessa bactéria a ampicilina. Contudo,
outros trabalhos devem ser desenvolvidos com o objetivo de avaliar o papel dessa
bomba na resisténcia a outros antibioticos e compostos téxicos como brometo de
etidio, acriflavina e SDS, entre outros ja descritos como substratos para essa
bomba.

O mutante AacrA apresentou alta sensibilidade aos metais cadmio e
zinco. Tal fato nédo foi observado para AacrB, que apresentou pequena diferenca
de resposta a esses metais em relacdo a estirpe selvagem. Em alguns micro-
organismos, as bombas de efluxo multidrogas podem, além de conferir resisténcia
a antibioticos, corantes e solventes organicos, participar da detoxificacdo de
metais pesados (Martinez et al., 2009). Em P. aeruginosa, foi identificado que a
bomba de efluxo MexGHI-OpmD tem papel fundamental na resisténcia dessa
bactéria ao metal vanadio (Aendekerk et al., 2005). As bombas de efluxo AcrD
(homdlogo de AcrB) e MdtABC, em S. enterica atuam tanto na resisténcia aos
metais zinco e cobre como na resisténcia a antibioticos B-lactamicos e outros
compostos toxicos (Nishino et al., 2007).

A bactéria Cupriavidus metallidurans € amplamente encontrada em
ambientes contaminados por metais pesados, sendo o organismo modelo mais

reconhecido para o estudo de mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia
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a metais (Mergeay et al., 2003; von Rozycki e Nies, 2009; Janssen et al., 2010). O
determinante Czc encontrado nessa bactéria desempenha papel fundamental na
resisténcia a cadmio e zinco, assim como observado em G. diazotrophicus PAL5
(Nies et al., 2006; Intorne et al., 2012). Essa bactéria também possui um operon
acrAB-omp cujos produtos apresentam alta similaridade com o transportador
AcrAB-OprM. A presenca dessa bomba também pode auxiliar a bactéria C.
metallidurans na alta tolerancia a metais pesados.

Em G. diazotrophicus PAL5, o envolvimento das bombas CzcCBA e
AcrAB-OprM na tolerancia a cadmio, cobalto e zinco, sugere que essa bactéria
tenha maior espectro de tolerancia a metais em relacdo ao que ja foi descrito
(Intorne et al.,, 2012). Dessa forma, sdo necessarios estudos futuros com o
objetivo de avaliar a tolerancia dessa bactéria a outros metais pesados.

Como observado, em G. diazotrophicus PAL5, a bomba de efluxo
multidrogas AcrAB-OprM tem papel importante na resisténcia a ampicilina e
também na detoxificacdo dos metais pesados. Um modelo esquematico para a
estrutura e funcionamento deste transportador é apresentado na Figura 19. O
formato como a bomba foi proposta é baseada em trabalhos de estruturas
cristalograficas das proteinas AcrA, AcrB, TolC e OprM de E. coli e de P.
aeruginosa (Murakami et al., 2002; Phan et al., 2010)

Segundo tal modelo, na estirpe selvagem, o antibiético ampicilina e os
metais pesados cadmio, cobalto e zinco sdo transportados para o meio externo
com o auxilio da bomba AcrAB-OprM (Figura 19A). E descrito que os substratos
podem ser transportados por essa bomba a partir do periplasma e citoplasma
(Sun et al., 2014). O mutante AacrA, que ndo produz nenhum dos componentes
da bomba de efluxo, acumula esses compostos no interior da célula, prejudicando
seu metabolismo/multiplicacdo (Figura 19B). J& o mutante AacrB, que é capaz de
produzir a proteina AcrA, perde a resisténcia a ampicilina, que € transportada pela
bomba AcrAB-OprM. No entanto, para a detoxificacdo dos metais pesados
cadmio, zinco, cobalto, podemos especular que a proteina AcrA possa se
associar com outras proteinas RND e OMP, possibilitando o transporte desses

metais de forma quase tao eficiente quanto a bomba AcrAB-OprM (Figura 19C).
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Figura 19. Modelo para o transporte de ampicilina e metais pesados cadmio e zinco por
meio da bomba AcrAB-OprM em Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 selvagem e
mutantes AacrA e AacrB. Bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OprM atua no transporte
de ampicilina, caddmio e zinco. O X vermelho indica auséncia dos componentes nos
mutantes AacrA e AacrB. WT: selvagem:; circulos pretos preenchidos: Co*, Cd*? e zZn*%
figura amarela: ampicilina; RND: proteina da familia RND; MFP: proteina de fusdo de
membrana; OMP: proteina de membrana externa. Adaptado de Avarez-Ortega et al.
(2013) e Intorne et al. (2012).

Ao avaliar a participacao da bomba de efluxo AcrAB-OprM na resposta a
H,0,, foi possivel observar que os mutantes AacrA e AacrB, interessantemente,
apresentaram maior resisténcia a esse composto, em comparacdo a estirpe
selvagem. Em E. coli, diversos genes de resposta ao estresse oxidativo sdo
regulados por SoxRS. A proteina SoxR € ativada por agentes que geram
superoéxido e outros agentes como Oxido nitrico e também H,0,. A proteina SoxR,
guando ativada, regula positivamente a expressao de soxS, cujo produto modula
a expressao de diversos genes, incluindo aqueles com papel chave na resposta
ao estresse oxidativo, como sodA (superoxido dismutase), e também genes
responsaveis por codificar bombas de efluxo multidrogas (Chiang e Schellhorn,
2012).

Ruiz e Levy (2013) observaram que, em E. coli, a expressédo de soxR é
aumentada em mutantes AacrB e que a inativacdo ou inibicdo da bomba de efluxo
AcrAB-TolC ativa o promotor do gene acrAB. Os autores sugerem que
metabdlitos celulares transportados pela bomba de efluxo AcrAB-TolC se
acumulam no interior da célula (devido & mutacdo em AacrB) e ativam a
expressao de gene soxRS, que regula positivamente o promotor do gene acrAB.

Com isso, diante dos resultados obtidos para G. diazotrophicus PALDS5,

sugere-se que a falta da bomba de AcrAB-OprM, em ambos os mutantes, pode
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ativar a expressdo de homologo de soxRS, aumentando a producdo de enzimas
de detoxificacdo de ERO, acarretando aumento da resisténcia observada.
Adicionalmente, o mutante AacrB apresentou menor tolerancia a H,O, em relacao
ao AacrA. Nesse caso, presume-se que a proteina AcrA, que continua a ser
produzida mesmo com a mutagcdo no gene acrB, se associe com outras proteinas
de membrana interna, permitindo o transporte de metabdlitos que ativam a
expressdo de homdlogo de soxR. No entanto, esse transporte pode néo ser tdo
eficiente quanto aquele realizado pela bomba AcrAB-OprM, resultando em uma
resposta intermediaria de AacrB a H;O, em relagdo as estirpes selvagem e
AacrA. E importante ressaltar que outros estudos devem ser conduzidos no intuito
de detalhar os mecanismos moleculares envolvidos na participagcdo da bomba de
efluxo AcrAB-OprM na resposta ao estresse oxidativo.

Ao avaliar a participacado da bomba de efluxo multidrogas na promocéo do
crescimento de A. thaliana, foi possivel observar que a auséncia dos
componentes AcrA, AcrB e OprM afetou a promoc¢do do crescimento vegetal. A
literatura relata que bombas de efluxo multidrogas também estdo envolvidas no
processo de interacdo entre bactéria e planta (Burse et al., 2004; Eda et al., 2011;
Vargas et al., 2011; Pletzer e Weingart, 2014). Em E. amylovora, foi demonstrado
que as bombas de efluxo MdJtABC e MdAtUVW estdo envolvidas no
estabelecimento desse fitopatdgeno em macieiras, provavelmente devido a sua
participacdo na resisténcia a compostos antimicrobianos produzidos pela planta,
como os flavonoides (Pletzer e Weingart, 2014). Além disso, nesse mesmo micro-
organismo, foi demonstrado que o mutante AacrB teve sua viruléncia diminuida
em relacdo a estirpe selvagem quando inoculado em macieiras (Burse et al.,
2004).

Vargas e colaboradores (2011) reportaram a importancia da bomba de
efluxo multidrogas MexAB-OprM no processo de colonizacdo e estabelecimento
da doenca em plantas de tomate por P. syringae. Além disso, foi identificado que
flavonoides sdo os principais substratos para essa bomba.

Eda e colaboradores (2011) demonstraram que, em S. meliloti, um
rizébio, a bomba SmeAB, da familia RND, estad envolvida com o processo de
nodulacdo em plantas de M. sativa, além de conferir resisténcia a antibiéticos,
corantes e outros compostos téxicos. A delecéo de genes codificadores para uma

bomba de efluxo multidrogas em B. japonicum prejudicou o processo de



62

nodulacdo e a capacidade de fixagdo biologica de nitrogénio por essa bactéria
(Takeshima et al., 2013).

Diante disso, sugere-se que a bomba AcrAB-OprM participe da promogéo
do crescimento vegetal, principalmente no processo de colonizacdo dos tecidos
vegetais, por participar da resisténcia a compostos produzidos pelas plantas. No
entanto, sdo necessarios novos estudos com o objetivo de melhor caracterizar
essa participacdo, além de elucidar quais compostos sao transportados por essa
bomba, propiciando uma interacdo eficiente entre G. diazotrophicus PAL5 e A.
thaliana.

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram a caracterizagcdo de uma
bomba de efluxo multidrogas em G. diazotrophicus PALS5, principalmente quanto a
toler&ncia aos metais pesados cadmio, zinco, cobalto e ao antibidtico ampicilina.
Aléem dessa bomba, foi possivel identificar, por andlises in silico, presenca de
outras bombas de efluxo multidrogas que apresentam caracteristicas de dominio
proteico e organizacdo genémica similares a AcrAB-OprM, sendo necessaria a
caracterizacado quanto aos substratos transportados por elas. Um modelo dessas
bombas, juntamente com a bomba CzcCBA ja identificada e caracterizada em G.
diazotrophicus (Intorne et al., 2012), € proposto (Figura 20). Assim, o presente
trabalho abre novas perspectivas para futuros estudos que visem a melhor
caracterizar a bomba AcrAB-OprM, em G. diazotrophicus PAL5, bem como seu
papel, e das demais bombas identificadas in silico, no transporte de outros
compostos como corantes, detergentes, compostos antimicrobianos produzidos
por plantas e outros antibidticos e metabdlitos secundéarios produzidos pela

prépria bactéria.
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Figura 20. Modelo do transporte de compostos toxicos por bombas de efluxo RND em
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5. (A) Bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OprM;
(B) Bomba de efluxo multidrogas, cujos componentes ainda ndo foram identificados; (C)
Bomba de efluxo CzcCBA. Circulos pretos preenchidos: Co*?, Cd*? e Zn*%; figura amarela:
ampicilina; figura verde e triangulo roxo: compostos desconhecidos. RND: proteina da
familia RND; MFP: proteina de fusdo de membrana; OMP: proteina de membrana
externa. Adaptado de Avarez-Ortega et al. (2013) e Intorne et al. (2012).
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7. CONCLUSOES

Os genes mutados acrA e acrB, juntamente com o0 gene oprM,
possivelmente, compdem o0 operon acrAB-oprM e sao responsaveis por

codificar a bomba AcrAB-OprM em G. diazotrophicus PALDS5;

As proteinas codificadas pelos genes mutados acrA e acrB de G.
diazotrophicus PAL5 apresentaram alta similaridade com proteinas

homélogas ja caracterizadas em outras espécies;

A proteina de membrana externa de G. diazotrophicus PAL5 que se

associa com AcrAB € a proteina OprM;

Os mutantes AacrA e AacrB e a estirpe selvagem possuem perfis de
crescimento diferentes, sugerindo participacdo desta bomba de efluxo

multidrogas no metabolismo bacteriano;

A bomba de efluxo AcrAB-OprM participa do processo de detoxificacdo dos
metais pesados cadmio, cobalto e zinco e também da resisténcia a

ampicilina em G. diazotrophicus PALS5;

Mutacbes nos genes acrA e acrB conferem maior resisténcia a G.

diazotrophicus PAL5 quanto ao estresse oxidativo causado por H,Oo;
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v Mutagdes nos genes acrA e acrB prejudicam a capacidade de G.
diazotrophicus PAL5 em promover o crescimento vegetal de A. thaliana,
indicando participacdo da bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OprM na
interacao bactéria-planta, com énfase na promocao do crescimento vegetal
por G. diazotrophicus PALS.
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8. PERSPECTIVAS

Confirmar a organizacdo em operon dos genes acrA, acrB e oprM por meio
de andlises de RT-PCR,;

Verificar o papel da bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OprM na resposta
a outras agentes estressores como sacarose, Na;SO4, PEG-400, Paraquat

e outros metais pesados;

Detalhar a promocédo do crescimento vegetal, avaliando a eficiéncia de
colonizacdo dos mutantes AacrA e AacrB, por meio de ensaios de CFU e

microscopia de fluorescéncia;

Avaliar a participacdo da bomba de efluxo multidrogas AcrAB-OprM no

transporte de brometo de etideo, SDS, acriflavina e outros compostos;

Realizar a complementacao funcional dos mutantes AacrA e AacrB, por

meio da clonagem desses genes sob orientacdo de promotor nativo;

Avaliar a resposta da estirpe selvagem superexpressando 0s genes acrA e
acrB sob orientacdo de um promotor 35S, quando exposta a diferentes
estresses abidticos e também a diferentes compostos téxicos e

antimicrobianos;
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v Verificar quais proteinas interagem com as proteinas AcrA e AcrB, por meio
da superexpressdo dos genes codificadores fundidos a calda HA, seguido
de imunoprecipitacao e protedmica.
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