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Os estresses ambientais s&o caracterizados como fatores limitantes para a
producéo agricola mundial. Esse cenario tem exigido o emprego de tecnologias
atenuantes a perda de produtividade, entre elas o melhoramento genético. Entre
as fontes de genes para tolerancia aos estresses ambientais, as bactérias se
destacam pela diversidade de mecanismos adaptativos para se estabelecer nos
diferentes ambientes e pela sua aplicabilidade através de engenharia genética.
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 € uma bactéria isolada de cana-de-
acucar, conhecida pela capacidade em promover o crescimento vegetal (PGPB,
Plant Growth Promoting Bacteria). Essa bactéria se destaca pela sua alta
tolerancia a elevadas concentracdes de acucares, com a capacidade de crescer
na presenca de 30% de sacarose, além de tolerar diferentes estresses
ambientais. Tais caracteristicas sugerem a existéncia de relevantes mecanismos
moleculares de tolerancia a estresses abidticos, 0s quais sdo de grande
potencial biotecnologico. Nesse sentido, o presente trabalho objetivou identificar
mecanismos de tolerancia por sacarose em G. diazotrophicus PAl 5 e
caracterizar novos genes envolvidos na resposta a estresses abidticos e na
promocao do crescimento vegetal em plantas de Arabidopsis thaliana. Para isso,
a bactéria foi cultivada em meio sob condi¢éo controle e em meio suplementado
em meio contendo 600 mM de sacarose. O estresse causado pela alta
concentracdo de sacarose no meio foi responsavel por reduzir em 30% a taxa
de multiplicacao celular. Tal estresse nao foi suficiente para promover alteracdes
morfolégicas nas células. Andlises proteébmicas nas condigbes de estudo
permitiram identificar 869 proteinas: 274 proteinas diferencialmente acumuladas

(Differentially Accumulated Protein — DAPSs), sendo 77 DAPs aumentadas, entre



elas proteinas de metabolismo de carbono e transportadores de osmoprotetores;
e 197 DAPs reduzidas, o que engloba as proteinas porinas e transportadores de
acucares. Adicionalmente, as andlises prote6bmicas identificaram 53 DAPs
descritas como hipotéticas em G. diazotrophicus PAI 5, que passam a ser
consideradas novas proteinas envolvidas na resposta a estresse por sacarose.
A necessidade de caracterizagdo molecular das proteinas hipotéticas
identificadas no trabalho justificou a busca por seus mutantes insercionais na
biblioteca de mutantes de G. diazotrophicus PAl 5. Apesar de ndao permitir a
identificagdo de mutantes identificados através das analises proteémica, foi
possivel selecionar o mutante GDPO09A11, responsavel por codificar uma
proteina predita hipotética em G. diazotrophicus PAI 5. Através de ensaios de
sensibilidades posteriores, foi comprovada a alta sensibilidade do mutante ao
estresse causado por sacarose. Tal caracteristica permitiu a renomeacao do
gene para GdSucreOl1. Andlises constataram a importancia do gene GdSucre01
na tolerancia a estresse por cadmio, Na2SOs, PEG, sacarose, assim como na
fixacdo biologica de nitrogénio e na interacdo e promocéao do crescimento de A.
thaliana. Os resultados obtidos por este trabalho revelaram novos genes
envolvidos na tolerancia de G. diazotrophicus ao estresse por sacarose.
Adicionalmente, foi possivel identificar a nova proteina GdSucre01, com papel
importante para a tolerancia a estresses abioticos e para a promocao do
crescimento vegetal. Nosso estudo abre novas perspectivas para o
entendimento dos mecanismos de resisténcia a estresses em micro-organismos

e no processo de interacdo e promoc¢ao do crescimento vegetal.
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