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RESUMO

A utilizacao de fertilizantes quimicos industrializados representa um agravante
nos custos de producdo das lavouras, além de gerar prejuizos ao meio ambiente.
Uma alternativa promissora € o emprego de bactérias promotoras do crescimento
vegetal (PGPB) nas culturas economicamente importantes. Bactérias endofiticas
como Gluconacetobacter diazotrophicus conseguem colonizar o interior de espécies
vegetais sem causar sintomas de doenca. Os efeitos e caracteristicas da interacao
entre G. diazotrophicus e plantas hospedeiras na promocdo do crescimento vegetal
tem sido alvo de muitas pesquisas. No entanto, 0s mecanismos que possibilitam a
bactéria colonizar os tecidos vegetais de modo endofitico ainda ndo foram elucidados.
Neste trabalho nos avaliamos o efeito da inoculacdo da planta modelo Arabidopsis
thaliana com G. diazotrophicus no ambito da promocdo do crescimento vegetal e
ativacdo da resposta imune vegetal. A expressao de genes envolvidos com vias
metabdlicas cruciais foi analisada, bem como o efeito de mutacdes nestas vias em
diferentes gendtipos, a fim de verificar a importancia das mesmas no estabelecimento
da colonizacdo. Para isto, plantulas selvagens (COL-0) foram inoculadas com G.
diazotrophicus PAL5 aos 7 dias de idade. Apés 50 dias, foi detectado em plantas
inoculadas um aumento de 22% na massa fresca da roseta foliar, além de incremento
do numero de folhas e area foliar total. Na regido radicular houve aumento de 35% da
massa fresca. A microscopia de epifluorescéncia mostrou que a bactéria se confina
no xilema vascular e afeta positivamente a fisiologia vegetal. Nossos resultados
mostraram que ocorre ativacido da defesa mediada por Acido Salicilico (SA) na fase
inicial da interacdo. Analises transcriptdmicas revelaram forte inducdo de genes
associados a producdo e percepcdo de homoénios e aos mecanismos de resposta
imune vegetal. Os dados mostraram que os genes relacionados com as vias de Acido
Abscisico (ABA) e Acido Jasmoémico (JA) sido fortemente induzidos nas raizes,
enguanto em folhas predominam genes da via de SA. Apesar de todos 0s genotipos
terem sido colonizados, aqueles incapazes de acumular SA ou mutados na via de
Etileno (ET) mostraram-se mais responsivos ao efeito da bactéria no ambito da
promocédo do crescimento. Juntos, nossos dados demonstram que G. diazotrophicus
€ capaz de colonizar e promover o crescimento de Arabidopsis thaliana. Tal
colonizacdo, restrita ao sistema radicular, simultaneamente ativa mecanismos de
defesa contra bactérias nas folhas, revelando a regulacdo diferencial de vias

hormonais entre tais partes da planta.
X1l



ABSTRACT

The use of industrial fertilizers is an aggravating factor in crop production costs,
and generates losses to the environment. A promising alternative is the use of plant
growth promoting bacteria (PGPB) in economically important crops. Endophytic
bacteria such Gluconacetobacter diazotrophicus can colonize the interior of plant
species without causing disease symptoms. The effects and characteristics of the
interaction between G. diazotrophicus and host plants to promote plant growth has
been the subject of much research. However the mechanisms that enable bacteria to
colonize an endophytic mode have not yet been elucidated. In this study we evaluated
the effect of inoculation of model plant Arabidopsis thaliana, with G. diazotrophicus in
the plant growth promotion and ativation of plant defense. The expression of genes
involved in crucial metabolic pathways was analyzed, and the effect of mutations in
these hormonal pathways in different genotypesin order to verify their importance in
the establishment of colonization and the beneficial effects of the presence of the
bacterium. For this, seedlings wild-type (COL-0) were inoculated with G.
diazotrophicus PALS at 7 days-old. After 50 days, was detected in plants inoculated a
22% increase in fresh weight of leaf rosette, and increase the number of leaves and
total leaf area. In the root region was 35% increase in fresh weight. The
epifluorescence microscopy showed that the bacteria are confined in the vascular
xylem, and positively affect plant physiology. Our results showed that there is
activation of the defense mediated by salicylic acid (SA) in the initial phase of the
interaction. Transcriptomic analysis showed strong induction of genes of hormonal
pathways and routes of plant immune response. The data showed that genes related
to abscisic acid (ABA) and jasmonic acid (JA) pathways are strongly induced in roots.
In leaves predominant pathway genes of SA. Although all genotypes have been
colonized, those unable to accumulate SA and mutated pathway in ethylene (ET) were
very responsive to the effect of bacteria in promoting growth. Together, our data show
that G. diazotrophicus is able to colonize and promote the growth of A. thaliana. Such
colonization, restricted to the root system, simultaneously activates defense
mechanisms against bacteria oh the leaves, revealing the differential regulation os

hormonal pathways between these plant parts.
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INTRODUCAO GERAL

Um dos maiores desafios da sociedade atual € aumentar a producdo agricola a
fim de gerar alimento para a populacdo que tende a atingir a marca de 8.3 bilhGes de
pessoas nos proximos 10 anos (Godfray et al. 2010). A producado de cereais como arroz,
trigo e milho, que respondem pela metade da ingestdo de calorias dos seres humanos
necessitara de um aumento de 60% para atender a esta demanda (Alexandratos e
Bruinsma 2012). No campo, a promoc¢ao do crescimento e produtividade vegetal ocorre
através da aplicacdo de fertilizantes contendo nitrogénio, fésforo e potéassio, além de
outros produtos quimicos que atuam como reguladores do crescimento ou inibidores da
ocorréncia de pragas e doencas. No entanto, esta pratica contribui diretamente para a
degradacado ambiental, causando prejuizos a biodiversidade e oferecendo riscos para a
saude dos seres humanos, além de repercutir em elevados custos financeiros
(Lugtenberg et al. 2013). Torna-se, portanto, crucial encontrar formas de favorecer o
crescimento vegetal, reduzindo os gastos financeiros com adubac&do e evitando o
impacto ambiental (Tkacz e Poole 2015).

Bactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPB; Bashan e Holguin 1998)
séo capazes de afetar positivamente o crescimento de plantas hospedeiras e favorecer a
agricultura  sustentavel através de diversos mecanismos independentes ou
correlacionados (Bashan e de-Bashan 2005; Reddy et al. 2010). Estes microrganismos
ainda conferem resisténcia vegetal contra estresses (Kang et al. 2010; Kim et al. 2012) e
podem auxiliar na recuperacédo de ambientes degradados (de-Bashan et al. 2012). Em
comparacao com os fertilizantes quimicos, inoculantes microbianos apresentam diversas
vantagens como o baixo custo financeiro, reduzido risco para o0 meio ambiente e para a
salde de seres humanos, efetividade em baixas concentracdes, rapida decomposicao e
possibilidade de utilizagdo no combate a pragas (Berg 2009).

No solo, tanto o niumero quanto o perfil populacional dos microrganismos sofrem
influéncias das condices ambientais, incluindo temperatura e umidade, além da
presenca de sais e produtos quimicos (Glick et al. 2012). Dentre a vasta comunidade
microbiana, as bactérias endofiticas sdo aquelas que conseguem colonizar 0s espacos
intercelulares e tecidos vasculares de diferentes 6rgaos vegetais, sem causar dano
aparente, sintoma de doenca ou reacdes de hipersensibilidade na planta hospedeira
(Turner et al. 2013). Os efeitos benéficos que estes microrganismos proporcionam para
a planta incluem a fixacdo biolégica de nitrogénio (Verma et al. 2001), inducédo de

resisténcia sistémica (Ramamoorhy 2001), producdo de antibidticos (Strobel e Daisy
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2003), controle biolégico de pragas e patogenos (Pifion et al. 2002; Arencibia et al.
2006), producdo de fitormonios, vitaminas e enzimas moduladoras do crescimento
(Saravanan et al. 2007) e producéo de sider6foros (Wenbo et al. 2001).

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica promotora do
crescimento vegetal isolada de espécies economicamente importantes como a cana-de-
acucar (Cavalcante e Doberéiner, 1988), arroz (Muthukumarasamy et al. 2005) e café
(Jimenez-Salgado et al.1997). Nestas interacdes o principal beneficio obtido pela planta
€ a promoc¢ado do crescimento (Sevilla et al. 2001) decorrente da disponibilizacdo de
nitrogénio pela bactéria (Cojho et al. 1993) e/ou da producdo de hormonios reguladores
do crescimento vegetal como auxina (Fuentes-Ramirez et al. 1993) e giberelina (Bastian
et al. 1998), além do controle de fitopatogenos (Arencibia et al. 2006). Apesar do
conjunto de informacdes existentes acerca dos mecanismos moleculares envolvidos no
estabelecimento das interagBes entre plantas e bactérias patogénicas, pouco se sabe a
respeito das vias de sinalizacdo envolvidas na interacdo planta/enddfito.

Estudos utilizando plantas modelo, como Arabidopsis thaliana, tém aumentado
significativamente a compreensao acerca da percepcdo e sinalizagdo da imunidade
vegetal (Schwessinger et al. 2015). Para culturas economicamente importantes é
fundamental entender os processos envolvidos nas interacfes entre plantas e
microrganismos benéficos mediante a realizacdo de experimentos em ambientes
controlados, aproximando os resultados obtidos das condigdes de campo (Farrar et al.
2014). Compreender os mecanismos que determinam a composi¢cdo, dinamica e
atividade da comunidade microbiana benéfica é importante para o desenvolvimento de
ferramentas voltadas para a produtividade agricola (Raaijmakers et al. 2009).

Devido ao interesse em potencializar a colonizacdo de plantas por bactérias
benéficas e ampliar o uso desta tecnologia na agricultura, o entendimento acerca dos
mecanismos moleculares associados ao reconhecimento da bactéria pela planta e do
conjunto génico regulado durante a interacdo € essencial. Neste contexto, o presente
trabalho busca estudar a colonizacédo da planta modelo A. thaliana por G. diazotrophicus
e verificar seus efeitos na fisiologia, crescimento e ativacdo da resposta imune, além de
analisar o conjunto génico regulado e a participacdo das vias hormonais no @mbito da

promocao do crescimento vegetal.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - InteracOes entre plantas e microrganismos

As plantas vivem em ambientes complexos, nos quais interagem intimamente
com uma ampla gama de microrganismos (Verhage et al. 2010). Estes ocupam nichos
diversos, podendo ter estilo de vida livre ou se manterem aderidos ao hospedeiro
através de biofilmes, havendo ainda espécies que apresentam crescimento intercelular
dependente da planta hospedeira (Kniskern et al. 2007). Para se adaptar as condi¢des
de cada nicho, os microrganismos desenvolveram estratégias especializadas que os
permitem colonizar raizes, folhas, feixes vasculares, flores ou frutos (Gohre e Robatzek
2008). Além da infinidade de interacbes com patdégenos, as interacbes com
microrganismos benéficos sdo frequentes na natureza, favorecendo o crescimento das

plantas ou ajudando-as a superar estresses (Pieterse et al. 2009).

1.1 - Tipos de interagfes entre plantas e microrganismos

Classicamente, as plantas podem se associar com microrganismos de trés formas
diferentes: compativeis, incompativeis e “non-host” (Gohre e Robatzek 2008). A
compatibilidade da interagcédo é determinada pela regulacéo do sistema de defesa vegetal
(Mithofer 2002). InteracBes incompativeis caracterizam-se pelo efeito de diversas
barreiras fisicas pré-formadas, como parede celular, cuticula e cera, que impedem a
penetracdo do microrganismo nos tecidos vegetais (Hiickelhoven 2007). Além disso, a
planta estabelece um conjunto de mecanismos de defesa como redugéo do pH (Felle
1998), expressdo de proteinas relacionadas com a patogénese (PRs), producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e fenilpropandides, que atuam diretamente contra o
microrganismo invasor (da Cunha 2006), além da liberacdo de outros compostos
antimicrobianos (Huckelhoven 2007). No entanto, alguns microrganismos conseguem
acessar o interior do hospedeiro por meio de aberturas estomaticas, hidatddios ou
ferimentos e subvertem a resposta de defesa vegetal, invadindo os tecidos da planta por
meio de uma interacdo compativel, isto €, onde ha suscetibilidade do hospedeiro (Gohre
e Robatzek 2008). Em uma interacdo do tipo “non-host” um patégeno normalmente
virulento para um hospedeiro especifico ndo é capaz de infectar e crescer em um

hospedeiro diferente (Ham et al. 2007).



1.2 — Efeitos das intera¢cdes entre plantas e microrganismos

Quanto a natureza das associacdes compativeis estas podem ser maléficas ou
benéficas, trazendo efeitos neutros, deletérios ou benéficos para a planta hospedeira
(Dobbelaere et al. 2003; Raaijmakers et al. 2009). Algumas vezes o efeito produzido por
uma bactéria em particular pode variar de acordo com as condicbes do solo (Glick
2015). Os microrganismos que afetam de forma negativa o crescimento e a saude
vegetal em geral sdo bactérias e fungos patogénicos (fitopatégenos), oomicetos e
nematoides, enquanto os microrganismos benéficos incluem as bactérias fixadoras de
nitrogénio ou diazotroficas, bactérias e rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPB, Bashan and Holguin 1998; PGPR, Kloepper and Schroth 1978) e fungos
micorrizicos. Bactérias que interagem com plantas, mas ndo causam efeito perceptivel
(embora muitas vezes se beneficiem da interacdo) sdo denominadas bactérias
comensais (Glick 2015). O numero e a diversidade de microrganismos nocivos ou
benéficos relacionam-se com quantidade e qualidade dos nutrientes disponiveis
(Somers et al. 2004). Como as células vegetais sdo circundadas por uma parede celular
estdvel que ndo pode ser penetrada pela maioria dos microrganismos, estes se
proliferam no espaco apoplastico. No entanto, algumas bactérias desenvolveram
mecanismos de supressao da defesa vegetal que os permitem acessar o citoplasma e
recuperar nutrientes da planta, estabelecendo uma associacdo maléfica ou patogénica
(Gohre e Robatzek 2008). A bactéria Pseudomonas syringae possui um sistema de
secrecao (type-three secretion system - T3SS) que atravessa a parede celular e a
membrana plasmatica para injetar no citoplasma moléculas efetoras capazes de
bloquear pontos especificos das vias que desencadeiam a resposta imune vegetal (Jin
et al. 2003). Alguns fungos e oomicetos forgam a penetracdo das hifas no citoplasma
vegetal pela pressdo de turgor da parede celular. Subsequentemente formam-se
estruturas de penetracao (haustoérios) que circundam a membrana plasmatica da célula
hospedeira (Gohre e Robatzek 2008).

O segundo caso de associacdo compativel caracteriza as interacdes benéficas
gue podem ser simbidticas ou endofiticas, nas quais o0 microrganismo é capaz de
colonizar a planta hospedeira e gerar diversos efeitos benéficos para o crescimento e
saude vegetal através de diferentes mecanismos (Harrison 2005). Interagbes do tipo
simbidticas permitem as espécies envolvidas sobrepor suas limitagdes fisiologicas pela
utilizacdo da capacidade uma da outra (Douglas 1994). A associacao entre bactérias

diazotréficas dos géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium e Rhizobium e plantas
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leguminosas resulta na morfogénese de um 6rgao derivado da raiz, o nddulo fixador de
nitrogénio (Phillips e Torrey 1972), no qual a bactéria reside como endosimbionte e
converte nitrogénio atmosférico em aménia, uma forma que pode ser assimilado pela
planta. Esta, por sua vez, fornece compostos de carbono para a bactéria (Niebel et al.
1998; Oldroyd, 2013). J4 as associacdes endofiticas caracterizam-se pela capacidade
do microrganismo em colonizar 0os espacos intercelulares e tecidos vasculares de
diferentes 6rgdos em plantas ndo leguminosas sem ativar resposta de defesa aparente
ou persistente, sintoma de doenca, danos ou reacdes de hipersensibilidade (Kloepper e
Beauchamp 1992; Turner et al. 2013). Apesar das diferencas entre as espécies vegetais
e microbianas envolvidas nas associacdes compativeis benéficas, sabe-se que a regido
radicular € um excelente habitat para infeccdo e crescimento dos microrganismos,
sendo, em geral, a parte da planta por onde a interagcédo se inicia (Reinhold-Hurek e
Hurek, 2011).

1.3 — Ferramentas para estudo das interacdes entre plantas e microrganismos

Apesar de bem caracterizadas, muitos aspectos relevantes acerca do
estabelecimento das associacbfes benéficas entre plantas e microrganismos
permanecem obscuros. Entender de que forma as plantas percebem os conservados
padrdes moleculares presentes na estrutura dos microrganismos e respondem a eles
tem sido uma busca ativa no campo da pesquisa. Ja foi demonstrado que
microrganismos mutualisticos sdo capazes de superar ou minimizar respostas de defesa
da planta para garantir o sucesso da colonizacéo (Zamioudis e Pieterse 2012; Alquéres
et al. 2013). Além disso, estudos recentes tém demonstrado a importancia dos
compostos bacterianos de sensibilidade ambiental ou eficiente, definidos como Quorum
Sensing (Hense et al. 2007), como moduladores no controle da expressdo génica
durante o estabelecimento da interacdo plantas-microrganismos (Hartmann et al. 2014).
O papel da membrana plasmatica durante estas interacdes também é fundamental visto
gue as proteinas integrais ou periféricas regulam as interacdes bioticas, reconhecendo
microrganismos e ativando cascatas de sinalizacao (Leborgne-Castel e Bouhidel 2014).
Neste sentido, as redes proteicas dinamicas envolvidas nos sistemas biologicos que
caracterizam as interacdes entre plantas e microrganismos vém sendo exploradas como

uma nova fronteira na construgdo do conhecimento (Garbutt et al. 2014). Varios



elementos dos sistemas bioldgicos iniciam-se no nivel das “-omas” e elaboram uma

escala de macromoléculas e suas interacdes (Figura 1).
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Figura 1: Os sistemas bioldgicos no entendimento das interagdes planta-microrganismo. Um
diagrama representando a rede integrativa de multiplos setores das “-6micas”, incluindo transcriptémica,
protedmica, metabol6mica, gendmica e fendmica (a). Visualizagdo da célula como uma complexa
plataforma de interagcbes macromoleculares que constituem o “interactoma”. Médulos funcionais tais como
o transcricional (interacdes proteina-DNA — PDI), translacional (interagcdes proteina-proteina — PPI) e
metabdlica (interacdes compostos-metabdlitos — MCI) sdo ilustrados (b). Adaptado de Garbutt et al. 2014.

Andlises genbmicas podem ser Uteis para revelar genes importantes no estilo de
vida endofitico (Fouts et al. 2008). Estudos de metagendémica de bactérias endofiticas
em arroz revelaram caracteristicas cruciais para a interacdo (Sessitsch et al. 2012). A
aplicacdo de abordagens poés-gen6micas pode reunir o potencial e a funcdo dos
genomas, aprofundando o conhecimento acerca das interacdes planta-endofitos.
Atuando em conjunto com a genémica, ferramentas como proteémica e transcriptdmica
permitem a identificacdo de proteinas e transcritos expressos nas comunidades
microbianas, aumentando o volume de informacfes conectadas que interagem como
sistemas bioldgicos (Knief et al. 2011). Um modelo conceitual enfatizando as interagfes
diretas planta-microrganismo tem dominado o trabalho em microbiomas associados a
hospedeiros vegetais. No entanto, para entender estas associacoes, influéncias mais
amplas sobre composicdo e funcionamento do microbioma devem ser incorporadas,
bem como as decorrentes de interagcdes planta-planta e microrganismo-microrganismo
(Bakker et al. 2014).




2 — Bactérias promotoras do crescimento vegetal

Bactérias promotoras do crescimento vegetal (plant growth-promoting bactéria -
PGPB) séo tipicamente definidas como as bactérias que favorecem o crescimento das
plantas e muitas vezes sao encontradas em associacdo com tecidos radiculares, folhas,
flores ou nos tecidos internos (Glick 2015). Um grande numero de PGPB vive na
exosfera vegetal, podendo colonizar a rizosfera da planta (Figura 2), que constitui a
camada estreita de solo localizada na proximidade das raizes (cerca de 1.0 mm acima
da superficie radicular) e por elas influenciada, recebendo a denominacdo de
rizobactérias (Kloepper e Beauchamp 1992; Hardoim et al. 2008; Gaiero et al. 2013).
Outro grupo € comumente encontrado aderido a superficie das raizes que formam o
rizoplano vegetal, sendo constituido por bactérias associativas (Elmerich e Newton 2007;
Gaiero et al. 2013). Ha também a parte do microbioma formada por enddfitos (endo =
interior; phyte = planta), que como tal sdo capazes de penetrar no microambiente interno
da planta (endosfera) e colonizar tecidos radiculares e parte aérea (Perotti 1926;
Hardoim et al. 2008).

- o i Ponta da Raiz
a» Bactéria Rizosférica

a» Bactéria Associativa

<> Bactéria Endofitica

Figura 2: Tipos de PGPB e seu processo de colonizagdo da raiz. Rizobactérias (células vermelhas) e
bactérias associativas (células azuis) limitam-se ao ambiente da rizosfera e rizoplano vegetal,
respectivamente. Bactérias endofiticas (células amarelas) sdo capazes de invadir tecidos vegetais
especificos, se reproduzir e, por manipulacdo do metabolismo da planta, manter um equilibrio harmonioso
com a planta hospedeira, mesmo quando estdo presentes em alta densidade. Adaptado de Hardoim et al.
2008.



Algumas espécies de PGPB estabelecem relacfes simbidticas e localizam-se
tipicamente nos noédulos radiculares. J4 as espécies de cianobactérias também sao
classificadas como PGPB, pois apesar de incapazes de se aderir as superficies vegetais,
favorecem o crescimento da flora devido a fixacdo de nitrogénio e carbono (Glick 2015). A
rizosfera € uma regido do solo fortemente influenciada pelas raizes vegetais devido a
rizodeposicao de exsudatos, os quais contém uma variedade de compostos como acidos
organicos, acucares, aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento, horménios e
compostos antimicrobianos (Bertin et al. 2003). Exsudatos radiculares sdo fundamentais
na determinacdo da estrutura do microbioma rizosférico (Shi et al. 2011), pois por meio
destes compostos a planta se comunica com microrganismos mutualisticos, comensais,
simbidticos, endofiticos e patogénicos (Bais et al. 2006).

Enddfitos séo vistos como uma sub-populacédo do microbioma rizosférico (Compant
et al. 2010), mas possuem caracteristicas diferentes das bactérias rizosféricas, as quais
mudam seu metabolismo para se adaptar ao ambiente interno do hospedeiro, caso

venham a penetrar nos tecidos vegetais (Sessitsch et al. 2012; Ferrara et al. 2012).

2.2 — Definicdo e importancia das bactérias endofiticas

Endofitos sdo convencionalmente definidos como bactérias ou fungos, benéficos
ou comensais, que residem em tecidos vegetais internos, podendo ser isolados a partir
da desinfeccéo de superficies da planta (Wilson 1995; Hallmann et al. 1997; Reissinger
et al. 2001; Coombs e Franco 2003). Em geral, estes microrganismos causam efeitos
positivos sobre o crescimento vegetal (Reinhold-Hurek e Hurek 1998; James e Olivares
1998; Monteiro et al. 2012). Avancos moleculares requerem que esta definicdo seja
ajustada, visto que uma abundancia de endofitos nao-cultivaveis foram sequenciados,
mas nao isolados (Hurek et al. 2002; Conn e Franco 2004; Pereira et al. 2011). Os
endofitos mais predominantes e bem estudados pertencem a trés grandes filos
(Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes) e incluem membros de Azoarcus (Krause et
al. 2006), Gluconobacter (Bertalan et al. 2009), Bacillus (Deng et al. 2011), Enterobacter
(Taghavi et al. 2010), Burkholderia (Weilharter et al. 2011), Herbaspirillum (Pedrosa et al.
2011), Pseudomonas (Taghavi et al. 2009), Serratia (Taghavi et al. 2009),
Stenotrophomonas (Ryan et al. 2009) and Streptomyces (Suzuki et al. 2005). Espécies
destes géneros sédo encontradas no solo/rizosfera que representa a principal fonte de
colonizadores endofiticos (Hallmann e Berg, 2006). Outras fontes possiveis de endofitos
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incluem filosfera, antosfera e sementes (Compant et al. 2010). A populacédo bacteriana
endofitica que interage com plantas hospedeiras € chamada enddfitos bacterianos
promotores do crescimento vegetal (PGPBE; Gaiero et al. 2013).

O potencial de PGPBE em promover a saude vegetal subsidiou um grande
namero de estudos com o objetivo de avaliar sua aplicacdo como inoculantes para uso
na agricultura (Hallmann et al. 1997; Kuklinsky-Sobral et al. 2004). O potencial dos
inoculantes microbianos em reduzir a necessidade de produtos quimicos como
pesticidas e fertilizantes (Horrigan et al. 2002) torna-os importantes no desenvolvimento

de préaticas agronémicas sustentaveis (Gaiero et al. 2013).

2.3 — Classificacao e distribuicdo das bactérias endofiticas

De acordo com suas estratégias de sobrevivéncia em relacdo ao hospedeiro as
bactérias endofiticas sdo classificadas como obrigatdrias ou facultativas (Baldani et al.
1997). Enddfitos obrigatérios sdo estritamente dependentes da planta hospedeira para
seu crescimento, sendo transmitidos para outras plantas de forma vertical ou via vetores.
Endofitos facultativos possuem um estagio em seu ciclo de vida em que sobrevivem fora
da planta (Hardoim et al. 2008), mas colonizam caso haja oportunidade por meio de
eficientes estratégias de infeccdo, assumindo a caracteristica de endéfitos oportunistas
(Reinhold-Hurek e Hurek 1998). Tem sido proposto um terceiro grupo, composto pelos
endofitos passivos, aqueles que ndo buscam de forma ativa colonizar a planta, mas o
fazem em decorréncia de oportunidades, como a presenca de ferimentos ao longo dos
pélos radiculares (Gaiero et al. 2013). Estes microrganismos, também conhecidos como
endofitos passageiros, podem penetrar nos tecidos internos vegetais por “acidente” ou
acaso, na auséncia de forgas seletivas ou mecanismo de entrada e colonizagao radicular
eficientes, mantendo-se do interior da planta (Hardoim et al. 2008). Esta estratégia
passiva pode levar o endofito a ser menos competitivo, uma vez que falta uma
maquinaria celular necessaria a colonizacdo vegetal (Verma et al 2004; Rosenblueth e
Martinez-Romero 2006; Hardoim et al. 2008). O conceito de enddéfitos competentes foi
proposto para caracterizar as bactérias que possuem a maquinaria genética requerida
para colonizar a endosfera. Estes diferem dos enddfitos oportunistas que sao
colonizadores competentes da rizosfera podendo tornar-se endofitos por entrar no tecido
radicular, mas ndo possuem 0s genes que sdo fundamentais para seu sucesso
ecolégico dentro da planta. Endoéfitos competentes tém a capacidade de selecionar os

parceiros da interacdo de acordo com os beneficios fornecidos (Hardoim et al. 2008).



A distribuicdo endofitica nas plantas depende da combinacéo entre habilidade de
colonizacéo e alocacao de recursos vegetais (Gaiero et al. 2013). Enddfitos radiculares
frequentemente colonizam e penetram a epiderme através de sitios de emergéncia de
raizes laterais, sob zonas de pélos radiculares, estabelecendo populacfes inter- e
intracelulares (Hurek et al. 1994; Compant et al. 2005; Zakria et al. 2007). Apés a
colonizacéo inicial, alguns enddfitos podem se mover para outras areas da endosfera,
entrando nos tecidos vasculares e se espalhando sistemicamente (Compant et al. 2005;
Zakria et al. 2007; Johnston-Monje e Raizada 2011).

2.4 — Colonizacédo endofitica

Existem inOmeras maneiras pelas quais as bactérias endofiticas podem ter
acesso ao interior de uma planta. Apesar de invadir tecidos vegetais, estes
microrganismos ndo sdo considerados endosimbiontes visto que nao residem
intracelularmente nas células vegetais e a colonizacdo nao induz a formacdo de
nenhuma estrutura vegetal diferenciada (Reinhold-Hurek e Hurek, 1998). Além disso,
nas interagcdes em que ocorre fixacdo bioldgica de nitrogénio as bactérias endofiticas
possuem uma vantagem sobre as associativas e rizobactérias, uma vez que se
estabelecem no interior dos tecidos vegetais, onde o0 nicho é menos competitivo e
permite melhores condicbes de fixacdo e assimilacdo do nitrogénio pela planta
hospedeira (Reinhold-Hurek e Hurek, 1998, 2011).

A colonizacao dos tecidos vegetais por bactérias endofiticas geralmente comeca
a partir de seu estabelecimento na rizosfera. A regido preferida para aderéncia e
subsequente entrada sdo a zona apical, que possui uma fina camada superficial
composta por células de elongacédo, além dos pélos radiculares que constituem uma
zona de penetracdo ativa. A translocacdo do enddfito do rizoplano para o cortex do
sistema radicular pode ocorrer via mecanismos ativos ou passivos (Gregory 2006;
Hardoim et al. 2008). Portanto, uma penetracdo passiva pode ocorrer em sitios de
emergéncia de raizes laterais ou ferimentos criados por microrganismos deletérios
(Reinhold-Hurek e Hurek 1998). Para a penetracdo ativa a bactéria precisa produzir
diversos compostos celulésicos. A secrecao de lipopolissacarideos, enzimas que
degradam parede celular e outros compostos que hidrolisam as células da exoderme
vegetal esta envolvida no processo de penetracdo bacteriana na endosfera (Lodewyckx

et al. 2002; Bohm et al. 2007). Muitas bactérias endofiticas produzem estes compostos
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in vitro (Compant et al. 2005; Reinhold-Hurek et al. 2006) e algumas destas enzimas
estdo envolvidas no processo de defesa vegetal (Norman-Setterblad et al. 2000).

Uma vez que as células bacterianas atravessam a barreira exodérmica, chegam a
zona cortical e permanecem no sitio de entrada ou se movem em direcdo aos tecidos
internos da planta hospedeira a fim de ocupar os espacos intercelulares (James et al.
1994; Compant et al. 2005). Ao atravessar a endoderme, as bactérias invadem o xilema
por meio da secrecdo de proteinas celuldsicas (James et al. 2002). A partir de entao é
possivel que a bactéria se prolifere sistemicamente e colonize caules e folhas (Hardoim
et al. 2008). Os vasos do xilema podem ser utilizados como uma rota de disseminacao
das bactérias até as partes vegetativas, porém poucos endéfitos conseguem coloniza-lo
(James et al. 2001). A necessidade de transpor barreiras impostas pela planta
hospedeira e os requisitos fisiolégicos fundamentais ao estabelecimento em diferentes
nichos da planta seleciona os microrganismos mais adaptados ao ambiente endofitico
(Compant et al. 2010). Além disso, a concentracdo de nutrientes disponiveis nos vasos
xilematicos diminui ao longo do eixo, sendo esta uma possivel explicacdo para o fato de
gue a populagcdo bacteriana endofitica diminui quando distante da raiz e apenas um
pequeno namero de bactérias seja capaz de colonizar as partes superiores da planta,
como o apoplasto foliar e 6rgaos reprodutivos (Compant et al. 2010; Furnkranz et al.
2011).

Em condigbes naturais a maioria das flores e frutos ndo contém bactérias
endofiticas ou as tem em baixissimas densidades. Apenas cepas muito especializadas
sdo capazes de colonizar 6rgdos reprodutivos vegetais (Compant et al. 2010). No
entanto alguns experimentos mostram que certas bactérias podem ser translocadas para
estas regides através da colonizacao do xilema (Compant et al. 2008). N&o se sabe se a
presenca de endofitos nos tecidos aéreos tem efeitos benéficos ou se apenas a
colonizacdo radicular € suficiente para beneficiar a planta hospedeira. O mecanismo
exato de transmissdo das bactérias a partir dos vasos xilematicos até os 0Orgaos
reprodutivos também vem sendo estabelecido.

Bactérias diazotroficas associativas como Azospirillum lipoferum e Azotobacter
sp. vivem em associacdo fechada com a superficie da raiz, particularmente nos pélos
radiculares e zonas de elongacdo. Ja bactérias endofiticas como Gluconacetobacter
diazotrophicus, Azoarcus spp., Herbaspirillum spp. e algumas cepas de Azospirillum
brasilense ndo sobrevivem bem no solo, mas colonizam o cortex radicular (James 2000;

Rosenblueth and Martinez-Romero 2006, Reinhold-Hurek e Hurek 2011). Tais bactérias
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podem ser encontradas em células do mesofilo foliar (Dong et al. 1994; James e
Olivares 1998; James et al. 2001), porém as raizes normalmente apresentam maiores
nameros de endofitos em relagdo aos tecidos aéreos (Rosenblueth e Martinez-Romero
2006). A colonizacdo endofitica também ocorre nos espacos intercelulares, vasos do
xilema e parénquima do xilema lignificado, bem como em células mortas como aquelas
encontradas no aerénquima (James, 2000).

Diversos estudos acerca do potencial das bactérias endofiticas como inoculantes
vegetais para promover o crescimento e salude das plantas vém sendo conduzidos
(Thakore 2006). No entanto, a compreensdo sobre a direcdo das comunidades
endofiticas é limitada, o que dificulta o entendimento sobre o sucesso da promocédo do

crescimento vegetal em condicbes de campo (Gaiero et al. 2013).

3 — Mecanismos de promocéao do crescimento vegetal

Apés se estabelecer na planta hospedeira, as bactérias endofiticas podem
influenciar positivamente o crescimento vegetal e a resisténcia a estresses ambientais.
Os mecanismos utilizados por PGPBs para promover o crescimento vegetal séo
diferentes em seus modos de acdo e podem ser através da aquisicdo de nutrientes
(fixacdo de nitrogénio e mobilizacdo ou aumento da captagédo de minerais do solo) ou
por meio de moduladores do crescimento (producdo de fitormdnios). Além disso, estes
microrganismos atuam no biocontrole e remediacdo (Compant et al. 2010). Tais
mecanismos podem ter efeitos diretos ou indiretos sobre a saude e o desenvolvimento
vegetal. Os mecanismos cujos efeitos sobre a planta sdo diretos envolvem o
favorecimento da captagao de recursos, por meio da fixagdo de nitrogénio, solubilizacéo
de fosfato e sequestro de ferro, além da modulacdo dos niveis de fitorménios (Glick
2012). Ja os mecanismos com efeitos indiretos relacionam-se com a habilidade de
biocontrole bacteriano por meio da producdo de antibiéticos, sideréforos e vitaminas,
competicdo, sintese de etileno e indugdo de resisténcia sistémica (Glick 2012; Palacios
et al. 2014). Estes mecanismos também estdo relacionados com processos de
fitorremediacado, biofertilizacdo (Gaiero et al. 2013) e tolerancia a estresses abidticos
(Farrar et al. 2014). Muitos tipos de moléculas facilitam a interacdo entre PGPB e
plantas, a saber: hormbénios vegetais (Babalola 2010), enzimas hidroliticas (Hallmann et
al. 1999), antibidticos (Haas e Keel 2003), flavonoides (Cesco et al. 2012), moléculas de

sinalizacdo (Faure et al. 2009), sider6foros (Kurek e Jaroszuk-Scisel 2003),
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exopolissacarideos (Kyungseok et al. 2008), compostos volateis (Cohen et al. 2010),
poliaminas (Cassan et al. 2009), lectinas (Alen’kina et al. 2006) e vitaminas (Dahm et al.
1993).

3.1 — Mecanismos diretos

Os mecanismos de promoc¢ao do crescimento vegetal por meio da a¢éo bacteriana
mais bem estudados sdo aqueles que envolvem a captacdo de recursos essenciais a
planta (Glick 2012). Apds a agua, o nitrogénio (N) é o principal composto limitante para a
producdo vegetal. Muitas plantas podem obte-lo através de um processo conhecido como
fixacdo bioldégica de nitrogénio (FBN). Este elemento é fundamental na nutricdo das
espécies vegetais, além de compor biomoléculas importantes como acidos nucléicos e
proteinas. Entretanto, este macronutriente ndo é encontrado em uma forma assimilavel na
atmosfera terrestre, visto que as plantas apenas o utilizam na forma de NHs e NH;"
(Muthukumarasamy et al. 2002). FBN consiste na reducdo do di-nitrogénio atmosférico
(N2) em amonia (NH3), sendo esta uma reacdo catalisada pela acdo do complexo
enzimatico da nitrogenase, codificado pelo gene nif, tendo como cofator o conjunto
molibdénio-ferro (Mo-Fe) (Bruijn 2015; Stieken et al. 2015). Em bactérias diazotréficas os
genes nif séo tipicamente encontrados em um cluster de aproximadamente 20-24 kb com
sete operons que codificam 20 proteinas diferentes (Glick 2012). Esta reacdo gera
beneficios econdmicos importantes no ambito da agricultura sustentavel (Postgate 1998).
Estima-se que a producdo industrial de fertilizantes nitrogenados para aplicacdo na
agricultura custe mais de U$$ 100 bilhdes, devido a limitacdo dos recursos requeridos
para o processo, além dos fortes impactos ambientais relacionados com eutrofizagédo e
contaminagao de rios, lagos e oceanos (Bruijn 2015).

Fosforo (P) € considerado o terceiro composto limitante para o crescimento vegetal.
Este elemento desempenha diversas fun¢des nas plantas, participando da geracédo de
energia, sintese de acidos nucléicos, fotossintese, respiracéo e sinalizacado celular (Vance
et al. 2003). Apesar da alta quantidade de fosforo existente no solo, a maior parte
encontra-se na forma insolivel (Ae and Shen 2002), basicamente como um mineral
organico, nao podendo ser utilizada pelas plantas em prol do seu crescimento (Khan et al.
2007). A maioria dos solos contém fosfato em quantidade suficiente para suportar o
crescimento vegetal. No entanto, as plantas absorvem fésforo apenas nas formas soltveis

dos fons H,PO, and HPO,* (Igual et al. 2001). A solubilizacdo de fosfato inorganico &,
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portanto, um mecanismo fundamental, ocorrendo como uma consequéncia da acédo de
acidos organicos de baixo peso molecular como os acidos gluconico e citrico, ambos
sintetizados por bactérias promotoras do crescimento vegetal (Richardson 2001;
Rodriguez et al. 2004). Tais microrganismos secretam acidos organicos e fosfatases,
facilitando a conversdo das formas insolaveis de P para ions assimilaveis (Kim et al.
1998). Por outro lado, a mineralizacéo de fosforo organico ocorre por meio da sintese de
diferentes fosfatases, catalisadoras da hidrélise de ésteres fosféricos (Rodriguez e Fraga
1999). Os processos de solubilizagcdo e mineralizagéo de fosfato podem ocorrer por meio
da mesma estirpe bacteriana (Tao et al. 2008). O fato de algumas bactérias endofiticas s
solubilizarem fosfatos minerais sugere que durante a fase inicial da coloniza¢cédo haja um
aumento da disponibilidade de fosfato para a planta hospedeira (Verma et al. 2001).

Apesar do ferro (Fe) ser o quarto elemento mais abundante no planeta, em solos
aerdbios nao é facilmente assimilado pelas bactérias e plantas porque o ion férrico ou
Fe*®, forma predominante na natureza, é pouco soltvel, o que justifica a baixa quantidade
de ferro disponivel para assimilacdo pelos organismos vivos (Ma 2005). Para sobreviver
ao suprimento limitado de ferro, as bactérias sintetizam sideroforos, moléculas organicas
de baixo peso molecular que se ligam a fons no estado férrico (Fe*®), disponibilizando-o
para reducdo a Fe*? forma faciimente assimilado pelas plantas (Crowley e Kraemer
2007). A producédo de sideroforos bacterianos pode ser estimulada pela presenca de
metais pesados e ajuda a planta a reduzir a toxicidade devido ao aumento do suprimento
férrico (Burd et al. 2000). O ferro € um cofator necessario em muitas reacfes enzimaticas,
sendo um nutriente essencial para praticamente todos os microrganismos. Ao adquirir
concentracbes de ferro suficientes, sideréforos produzidos pelas bactérias se ligam ao
Fe*® com alta afinidade para solubiliza-lo, permitindo a captacéo eficiente (Ma et al. 2011).
As raizes vegetais adquirem ferro a partir dos complexos sideréforos-Fe*®, por meio de
mecanismos que envolvem degradacdo de metais e liberacdo do ferro neles contido
(Rajkumar et al. 2010). Tais complexos podem ser reconhecidos por varias espécies
vegetais, sendo o processo considerado crucial, particularmente em solos contaminados
(Sharma et al. 2003; Kativar e Goel 2004). Sideréforos bacterianos também promovem
sintese de IAA devido a reducéo de efeitos prejudiciais dos metais pesados (Dimkpa et al.
2008). Ja existem cerca de 500 tipos de siderdforos conhecidos e a estrutura quimica de
270 destes compostos ja foi elucidada (Hider e Kong 2010). Plantas expostas a estresses
ambientais decorrentes da poluicdo por metais pesados necessitam ainda mais da

provisdo de Fe e da reducdo do estresse, facilitada pelos sideroforos (Diels et al. 2002).
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Sider6foros também atuam no biocontrole, pois impedem que alguns fitopatégenos
adquiram uma quantidade adequada de ferro, reduzindo sua capacidade de proliferacao
(Kloepper et al. 1980).

Algumas bactérias também afetam positivamente o crescimento vegetal através da
producdo de vitaminas que constituem micronutrientes essenciais (Survase et al. 2006).
Por serem cofatores cruciais em varias vias metabolicas e atuarem como antioxidantes, a
provisdo das vitaminas € necessaria a todos os organismos (Asensi-Fabado e Munné-
Bosch 2010). Durante as interagbes entre plantas e microrganismos, estes compostos
podem influenciar a proliferacdo de PGPB ao redor do sistema radicular. Algumas
vitaminas exsudadas pelas raizes vegetais ndo sdo sintetizadas pela planta, mas sim
produzidas por microrganismos. PGPB também podem produzir vitaminas que atuam
como cofatores de vias metabdlicas, facilitam a producdo de compostos essenciais para
plantas e bactérias, induzem resisténcia contra patdégenos, promovem o crescimento
vegetal diretamente e participam da conversdo de energia (Palacios et al. 2014). Pelo
menos 11 vitaminas sdo produzidas por PGPB durante as interagdes com plantas
(Burgess et al. 2009).

Horménios vegetais também desempenham fung¢bes cruciais no desenvolvimento
vegetal e na resposta as condi¢cdes ambientais. Existem diferentes classes de fitorménios
gue compreendem auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, acido abscisico, acido
jasmodnico, &cido salicilico, brassinosterdides (Pieterse et al. 2009) e estrigolactonas, um
grupo descoberto recentemente (Umehara et al. 2008; Al-Babili e Bouwmeester 2015).
Tais hormbnios séo reguladores do crescimento e desenvolvimento vegetal, produzidos
pelas plantas, os quais agem em concentracdes inferiores a 1.0 yM. Dentre os processos
regulados destacam-se divisdo e expansao celular, diferenciacdo e morte celular. A
integracdo das vias fitormonais desempenha um papel chave no processo de
coordenacdo e respostas celulares (Santner et al., 2009; Durbak et al. 2012).
Adicionalmente, os hormoénios vegetais atuam na resposta de plantas a seus ambientes,
ajustando seu metabolismo aos estresses enfrentados (Glick et al. 2007). Fitormdnios
produzidos por microrganismos, tais como auxina, giberelina, citocininca, acido abscisico
e etileno podem modular os niveis hormonais endoégenos, influenciando o crescimento e 0
desenvolvimento vegetal (Van Loon 2007). Por isso, tais reguladores sdo componentes
essenciais nas interacdes planta-microrganismo (Farrar et al. 2014). O processo de
promocao direta do crescimento vegetal através da producdo de fitormdnios € conhecido

como fitoestimulacdo (Bloemberg e Lugtenberg, 2001).
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Acido 3-indolacético (IAA) é o mais abundante membro da familia das auxinas
(Spaepen et al. 2007). Sua concentracao € critica para as respostas fisiologicas vegetais
(Lambrecht et al. 2000), pois afeta a extensdo, divisdo e dilatacdo celular, além de
estimular a germinacdo de sementes, aumentar a taxa de desenvolvimento xilematico e
radicular, controlar processos de crescimento vegetativo, mediar respostas a
luminosidade, gravidade e florescimento, afetando a fotossintese, biossintese de
metabolitos e resisténcia a estresses (Tsavkelova et al. 2006). As bactérias que produzem
IAA podem influenciar os niveis de auxina endégena da planta (Patten e Glick, 1996).
Além disso, este hormonio pode estar envolvido em diferentes niveis da interacdo com
plantas (Glick et al. 2012), sendo o principal fator responsavel pelas alteracdes radiculares
e, portanto, pelas propriedades de promocéo do crescimento (Pliego et al. 2011).

Outros fitormbnios produzidos por bactérias endofiticas sdo citocininas (Sgroy et
al., 2009) e giberelinas (Malfanova et al. 2011). Citocininas sdo hormoénios com
capacidade de induzir divisdo celular em plantas na presenca de auxina. Iniciando a partir
do caule, a razdo entre a quantidade de auxina e citocinina determina o processo de
diferenciacdo em raiz e parte aérea (Lugtenberg et al. 2013). O espectro de citocininas
produzido por bactéria é similar aqueles produzidos por plantas (Garcia de Salome et al.
2001). Ja giberelinas estdo envolvidas na divisdo celular e elongacdo de células do
meristema subapical. Outros processos afetados por esta classe de horménios séo
germinacdo de sementes, crescimento do tubo polinico e florescimento. Assim como
auxinas e citocininas, giberelinas podem atuar em combinagdo com outros hormonios
(Lugtenberg et al. 2013). Entretanto, um entendimento detalhado acerca do papel destes
horménios sintetizados por bactérias e como a producdo deles é regulada ainda €
necessario (Glick et al. 2012).

Acido abscisico (ABA) é outro hormonio vegetal produzido por PGPB (Cohen et al.,
2008), o qual participa das respostas da planta a estresses bibticos e abidticos, além de
inibir a germinacdo de sementes e florescimento (Lee e Luan 2012). Também esta
envolvido na protecdo da planta contra seca, estresse salino e metais toxicos, além de
atuar no fechamento estoméatico (Geiger et al. 2011). O efeito da inoculacdo com ABA,
produzido por bactérias, sobre o crescimento vegetal ndo € bem determinado, mas
especula-se que este horménio interfira nos niveis de citocinina (Spaepen et al. 2009).

Etileno (ET), um hormdnio gasoso que tem papel fundamental tanto no
desenvolvimento da planta quanto na resposta a estresses (Dugardeyn et al. 2008),

geralmente inibe a formacéo de raizes laterais, mas pode promover a formagédo de pélos
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radiculares (Dodd et al. 2010). A sintese de ET € altamente sensivel aos estimulos
ambientais incluindo resposta ao ataque de patdgenos, estresse por temperatura, seca,
excesso de metais pesados e salinidade do solo (Glick et al. 2005; Dodd et al. 2010; Zipfel
2013). Em plantas, os niveis de ET podem ser regulados pela clivagem de ACC (1-
aminociclopropano-1-carboxilato) ou inibicdo de sua producdo. Muitas bactérias
produtoras de IAA possuem a enzima ACC deaminase (Long et al. 2008), cuja atividade
prové inumeros beneficios além de ser precursora de compostos quimicos necessarios ao
crescimento vegetal induzido por bactérias (Hardoim et al. 2008; Glick 2014).

Além dos efeitos promotores do crescimento vegetal, acredita-se que a producdo
de fitormdnios por bactérias endofiticas desempenhe um papel importante nas interacfes
entre plantas e bactérias no ambito do crescimento em solos contaminados por metais
(Kuklinsky-Sobral et al. 2004).

3.2 — Mecanismos indiretos

A atuacdo de bactérias no controle biolégico que resulta no crescimento indireto
da planta tem sido fonte de grande intresse devido ao potencial microbiano no
biocontrole de pestes (Glick et al. 2012). Em circunstancias ideais, o crescimento e
desenvolvimento de uma planta podem ser comparados a um procedimento que segue
uma sequencia linear ao longo do tempo (Glick et al. 2007). Entretanto, no campo a
promocao do crescimento vegetal pode ser inibida por um grande namero de diferentes
estresses bioticos e abidticos que incluem temperaturas extremas, excesso de
luminosidade, seca, presenca de metais toxicos e contaminantes organicos, radiacao,
ferimento, predacdo por insetos e nematoides, salinidade e interacdes com virus, fungos
e bactérias. Tais estresses ambientais podem prejudicar o crescimento vegetal, porém
as associacbes com PGPB podem trazer beneficios decorrentes de diferentes
estratégias (Glick et al. 2012). Portanto, enquanto a tolerancia a estresses pode ser
conferida pelo genoma da planta, as interacdes com bactérias podem intensifica-la ou
gerar protecdo contra estresses ambientais, revertendo a inibicdo do crescimento
vegetal (Farrar et al. 2014). Alteracdes fisicas e quimicas induzidas por bactérias, que
resultam em uma tolerancia a estresses foram denominadas “toleréncia sistémica
induzida” — IST (Yang et al. 2009).

A promocgdo do crescimento vegetal através da protecdo contra fitopatbgenos é

conhecida como biocontrole, processo que envolve varios mecanismos como producao
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de sideroforos e antibidticos (Gaiero et al. 2013). Os efeitos do biocontrole sdo bem
conhecidos, mas 0s mecanismos envolvidos neste processo mediado por bactérias
endofiticas sdo pouco elucidados (Malfanova et al. 2011). O papel da ISR mediada por
endofitos ja foi confirmado por meio de observagbes microscopicas que revelaram as
bactérias localizadas no interior da planta induzem mudancas morfolégicas associadas
com ISR e reduzem sintomas de doenca (Melnick et al. 2008). Estas alteracdes
induzidas pelas bactérias nos tecidos internos da planta hospedeira incluem deposicao
de calose, pectina, celulose e compostos fendlicos associados com formacdo de
barreiras estruturais na regido de ataque por patégenos (Benhamou et al. 2000). Outra
resposta comum € a producao de proteinas peroxidases, quitinases e p-1,3-glucanases
(Fishal et al. 2010).

Bactérias também podem produzir diversos compostos volateis. Embora a fungéo
bioldégica da maioria destes volateis ndo seja totalmente compreendida, supde-se que
estdo envolvidos numa série de processos incluindo sinalizac&o celular e promocao do
crescimento vegetal, além de atuar como agentes inibidores (Wheatley 2002;
Vesperman et al. 2007; Kai et al. 2009). Alguns volateis sé promovem o0 crescimento
vegetal em condic¢des de estresse (Lugtenberg et al. 2013).

3.3 - Aplicacéo de bacterias endofiticas em Fitorremediacéo

A remediacdo de contaminantes ambientais vem ganhando for¢ca consideravel.
Fitorremediacdo consiste no uso de plantas para remover os poluentes do meio
ambiente ou torna-los inofensivos (Weyens et al. 2009). Esta tecnologia pode ser
utilizada para limpar ou estabilizar contaminantes organicos e inorganicos, sendo
considerada promissora devido a seu baixo custo em relacdo aos métodos
convencionais (Li et al. 2012). A remediacdo de solos contaminados por compostos
organicos e metais toxicos é possivel por meio de interacbes efetivas entre plantas e
microrganismos (Farrar et al. 2014). Os contaminantes podem ser neutralizados na
planta, remediando o solo. No entanto, a recuperacdo do metal residual pode ser
necessaria para prevenir contaminacbes futuras. Beneficios de abordagens bem
sucedidas de fitorremediacdo incluem melhoria da qualidade do solo, producdo e
manuten¢cdo da comunidade microbiana nativa, além da criagdo de uma paisagem mais
preservada (Mendez e Maier 2008). Endofitos sdo muito eficientes na recuperacdo e
aumento da biomassa no hospedeiro (Weyens et al. 2009b). Tem sido demonstrado que
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estes microrganismos desempenham um papel essencial na adaptacdo da planta
hospedeira ao ambiente poluido e que podem favorecer a remediacédo do solo mediante
mobilizacdo ou degradacdo de contaminantes, promovendo O crescimento vegetal,
reduzindo a fitotoxicidade e aumentando a tolerancia a metais (Zhang et al. 2011;
Weyens et al. 2010; Chen et al. 2010; Germaine et al. 2009). Em comparacdo com
microrganismos rizosféricos, os enddfitos interagem de forma mais estreita com seus
hospedeiros vegetais, sendo mais eficientes na fitorremediacdo (Weyens et al. 2009;
Germaine et al. 2009; Zhang et al. 2011). A bioprospeccdo de microrganismos
endofiticos em ambientes hostis pode ser um caminho para o desenvolvimento de
culturas energéticas tolerantes ao crescimento em solos contaminados. Ja foi
demonstrado que o acumulo de cadmio é maior em plantas inoculadas com endofitos
(Mastretta et al. 2009). Devido ao transporte de poluentes pelo sistema vascular da
planta, bactérias endofiticas presentes nesses tecidos e com informacdo genética
requerida para degradacdo eficiente destes compostos organicos podem promover a

reducao da fitotoxicidade e evapotranspiracéo (Weyens et al. 2009b).

4 - Gluconacetobacter diazotrophicus: caracteristicas e mecanismos de

colonizacéao

Gluconacetobacter diazotrophicus foi descoberta em plantas de cana-de-acucar
no estado de Alagoas, Brasil, inicialmente recebendo a denominacgéo de Saccharobacter
nitrocaptans (Cavalcante e Dobereiner 1988). Posteriormente foi classificada como uma
bactéria tolerante a acido e nomeada como Acetobacter diazotrophicus (Gillis et al.
1989). Com base na analise do RNA ribossomal 16S a bactéria foi reclassificada e
passou a ser conhecida como Gluconacetobacter diazotrophicus (Yamada et al. 1997).
Quanto a classificacdo taxondmica, a bactéria pertence ao filo Proteobacteria, classe
Alphaproteobacteria, ordem Rhodospirillales, famiia Acetobacteraceae e género
Gluconacetobacter (Kersters et al. 2006). Quanto as principais caracteristicas, G.
diazotrophicus € uma bactéria endofitica fixadora de nitrogénio, aerdbica obrigatoria,
gram-negativa, ndo formadora de esporos e nodulos. As células apresentam tamanho
gue varia entre 0.7 — 2.0 ym e sdo dotadas de flagelos, usados para motilidade,
conforme pode ser visto na Figura 3 (Cavalcante e Ddbereiner 1988; Baldani et al.
1997).
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Figura 3: Microfotografia, ao microscopio eletrénico de transmissdo, da bactéria endofitica

Gluconacetobacter diazotrophicus. Fonte: Rouws et al. 2006.

G. diazotrophicus € uma bactéria acido-tolerante, capaz de crescer em niveis de
pH inferiores a 3.0, porém seu pH 6timo para crescimento € 5.5 (Gillis et al. 1989).
Adicionalmente, esta bactéria forma pelicula em meio semi-solido sem nitrogénio com
10% de sacarose (Reis et al. 1994). Quando cultivada em meio LGI-P, as col6nias de G.
diazotrophicus podem ser visualizadas na forma lisa com bordas regulares, inicialmente
semi-transparentes, porém na cor laranja devido a absor¢cdo do azul de bromotimol a
medida que a incubacdo prossegue (Cavalcante e Dobereiner 1988; Gillis et al. 1989;
Fuentes-Ramirez et al. 2001; Youssef et al. 2004; Muthukumarasamy et al. 2005;
Baldani et al. 2014).

Apesar de ter como hospedeiro natural a cana-de-acucar, G. diazotrophicus nao
requer uma grande quantidade de sacarose para seu crescimento adequado (Dong et al.
1994; Reis e Dobereiner 1998), porém tolera até 30% deste acucar (Cavalcante e
Dobereiner 1988). Outras fontes de carbono utilizadas por este bactéria incluem glicose,
frutose, galactose, xilose, frutose, maltose, trealose, sorbitol, etanol e glicerol
(Cavalcante e DoObereiner 1988; Gillis et al. 1989; Li e MacRae 1992; Eskin et al. 2014).

4.1 - Hospedeiros

Estudos acerca da interacdo entre G. diazotrophicus e cana-de-aglcar mostraram
seu papel endofitico por meio de ensaios de microscopia com técnicas de marcacao

imunologica (James et al. 1994), revelando ainda que esta bactéria coloniza os espacos
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intercelulares da raiz, interior do xilema presentes na base do caule (Ddbereiner et al.
1995) e os espacos intercelulares adjacentes aos vasos xilematicos (Fuentes-Ramirez et
al. 1997). Posteriormente, foram registradas altas concentragdes de G. diazotrophicus
em raizes, caule e folhas de cana-de-agucar (James e Olivares 1998). Estudos paralelos
também mostraram esta bactéria no apoplasto intercelular (Sevilla et al. 1997),
protoxilema e parénquima do xilema (James et al. 2001). Nao foi observada resposta de
defesa da planta hospedeira ou concentracdo da bactéria suficiente para bloguear os
vasos xilematicos (James et al. 1994; Sevilla et al. 1997; Fuentes-Ramirez et al. 1997).
O mecanismo sugerido para entrada e permanéncia de G. diazotrophicus em plantas de
cana-de-acucar € por meio de juncdes de raizes laterais do apoplasto radicular e células
da ponta da raiz. Uma vez estabelecidas no xilema, as células bacterianas se movem
pelo caule a medida que a planta cresce (James et al. 1994).

Além da cana-de-acucar, G. diazotrophicus foi isolada de uma vasta gama de
outras espécies vegetais, tais como batata-doce (Paula et al. 1991), café (Jimenez-
Salgado et al. 1997), banana (Matiru e Thomson 1998), abacaxi (Tapia-Hernandez et al.
2000), arroz (Muthukumarasamy 2005), cenoura, rabanete e beterraba (Madhaiyan et al.
2004). Em associacdo com todos estes hospedeiros a bactéria foi isolada da raiz, porém
em alguns deles também foi encontrada no caule, folha e rizosfera. Adicionalmente, a
maioria destes hospedeiros contém niveis de sacarose relativamente mais elevados, o
gue parece ser um pré-requisito para a colonizagdo por G. diazotrophicus (Riggs et al.
2001). Apesar de ser um endofito obrigatério e, portanto, incapaz de sobreviver no solo
por mais de dois dias, esta bactéria pode permanecer no interior de pélos radiculares na
rizosfera da planta hospedeira (Paula et al. 1991; Jimenez-Salgado et al. 1997). Os
sitios de entrada de G. diazotrophicus em seus hospedeiros podem ser a ponta da raiz,
células da coifa e meristema, zonas de emergéncia de raizes laterais e pélos radiculares
(James et al. 2001; Luna et al. 2010; Rouws et al. 2010). Nas folhas, o local mais
provavel de entrada da bactéria sdo as aberturas estomaticas (James et al. 2001).

G. diazotrophicus também é capaz de sobreviver apos inoculacdo em diversos
hospedeiros ndo-nativos, dentre os quais destacam-se importantes culturas como milho
(Riggs et al. 2001; Cocking et al. 2006; Eskin et al. 2012), tomate, feijao e Arabidopsis
(Cocking et al. 2006), sorgo (Paula et al. 1991) e trigo (Youssef et al. 2004; Luna et al.
2010). A capacidade de introduzir esta bactéria em novos hospedeiros ndo apenas
prové uma oportunidade para pesquisas futuras em ambientes assépticos, mas permite

determinar aspectos especificos da interacdo como localizagdo da bactéria no
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hospedeiro, pontos de entrada, estimativa da producdo hormonal e fixacdo de nitrogénio.
Diversos métodos de inoculacdo tém sido empregados com sucesso para introduzir G.

diazotrophicus em culturas ndo-nativas (Eskin et al. 2014).

4.2 — Principais enzimas

Apesar da presenca de centenas de enzimas envolvidas no metabolismo de G.
diazotrophicus, poucas foram tdo bem estudadas como a nitrogenase, levansacarose e
vias de producdo e transporte de pirroloquinolina quinona (PQQ). A essencialidade
destas enzimas ja foi comprovada pela remocédo ou mutacdo das mesmas, acarretando
na perda de algum mecanismo especifico a colonizacdo ou promocdo do crescimento
pela bactéria (Eskin et al. 2014).

A enzima nitrogenase age juntamente com molibdénio por meio do sistema Mo-
nitrogenase, capaz de prover grande quantidade de nitrogénio fixado para a planta
hospedeira (Fisher e Newton 2005). Altas concentragdes de nitrato inibem a colonizagao
bacteriana (Vessey e Pan 2003; Medeiros et al. 2006), porém a atividade da nitrogenase
ndo é completamente inibida pela adi¢cdo de nitrato. Entretanto, no campo altas doses de
fertilizantes nitrogenados inibem o crescimento de G. diazotrophicus (Fuentes-Ramirez
et al. 1999).

Por ser incapaz de transportar sacarose, G. diazotrophicus secreta uma
exoenzima frutosiltransferase que hidrolisa sacarose em frutooligossacarideos. Esta
enzima é a levansacarose, responsavel pela atividade sacarolitica, a qual atua no
metabolismo da sacarose e libera o0 exopolissacarideo levano (Arrieta et al. 1996). Esta
enzima € critica para a sobrevivéncia de G. diazotrophicus (Hernandez et al. 1995).
Junto & hidrélise de sacarose, a enzima levansacarose também participa na tolerancia a
NaCl e formacao de biofilme (Veldzquez-Hernandez et al. 2011). Na auséncia destes
mecanismos podem ocorrer mudancas na morfologia da colénia, na atividade da
nitrogenase e nas habilidades para se agregar as superficies bibticas e abioticas,
causando reducéo na capacidade de colonizagcédo (Meneses et al. 2011).

PQQ é um cofator redox presente em varias bactérias (Puehringer et al. 2008). A
vitamina PQQ pode atuar indiretamente para promover o crescimento vegetal através da
enzima PQQ sintase. Em G. diazotrophicus, a funcédo desta enzima é atuar na formacéo
do complexo glicose-desidrogenase (GDH), por meio da biossintese do cofator PQQ,
gerando o sistema PQQ-GDH, o qual interfere na oxidacdo de glicose em acido
glucdnico no ambiente extracelular (Attwood et al. 1991; Galar e Boiardi 1995; Rodriguez
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et al. 2000). Este é o principal acido organico envolvido na solubilizacdo de fosfato
(Bashan et al. 2013). O sistema PQQ-GDH é muito importante, pois é ativado
principalmente em condi¢des de fixacdo de nitrogénio, produzindo grande quantidade de
energia para a bactéria, jA que a acdo da nitrogenase demanda uma alta concentracao

energética (Galar e Boiardi 1995).

4.3 — Mecanismos envolvidos na promoc¢ao do crescimento vegetal

Como uma bactéria promotora do crescimento vegetal, G. diazotrophicus
beneficia seus hospedeiros por meio de diferentes maneiras (Eskin et al. 2014). Em
condi¢Oes limitantes de nitrogénio a atividade da enzima nitrogenase produzida por G.
diazotrophicus favorece o crescimento vegetal (Riggs et al. 2001). Além disso,
experimentos de incorporacdo de '°N, mostraram que cepas selvagens fixam N,
ativamente nos tecidos de cana-de-agucar, enquanto cepas com mutacdes que afetam o
gene nif ~ ndo o fazem (Sevilla et al. 2001). Um fator que interfere diretamente no
mecanismo de FBN € a quantidade de nitrogénio presente no solo. Além do fato de G.
diazotrophicus apresentar pleomorfismo quando tratada com altas doses de nitrogénio
na forma de NH4" (Muthukumarasamy et al. 2002), @ populacdo bacteriana € maior em
plantas que recebem doses menores de fertilizantes nitrogenados (Oliveira et al. 2003),
enquanto altas concentracdes destes produtos inibem a colonizacdo de cana-de-agucar
(Fuentes-Ramirez e Mart 1999). Sendo assim, € evidente que tanto o controle da
atividade da enzima nitrogenase quanto o contetdo de nitrogénio no solo podem
interferir na capacidade de G. diazotrophicus em colonizar e fixar nitrogénio (Carvalho et
al. 2014). Dentre os mecanismos utilizados por G. diazotrophicus para promover o
crescimento vegetal destaca-se a producdo dos fitormoénios acido 3-indol-acético (AlA) e
giberelinas Al e A3, os quais sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento
das plantas (Fuentes-Ramirez et al. 1993; Bastian et al. 1998; Saravanan et al. 2008). A
producdo de sideroforos dos tipos salicilato e catecolato por alguns isolados de G.
diazotrophicus também ja foi demonstrada (Logeshwaran et al. 2009). Esta bactéria tem
ainda capacidade de solubilizar fésforo e zinco, macro e micronutrientes,
respectivamente, importantes para o crescimento e desenvolvimento de muitas plantas
(Saravanan et al. 2007; Intorne et al. 2009; Sarathambal et al. 2010; Crespo et al. 2011).
Um dos principais agentes envolvidos na solubilizagdo de zinco é o acido gluconico

(Intorne et al. 2009). Recentemente foi demonstrado que este acido orgéanico, derivado
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da oxidacdo direta da glicose pelo sistema PQQ-GDH também é responsavel por
atividades antimicrobianas desencadeadas por G. diazotrophicus (Nieto-Pefialver et al.
2014). A participacdo desta bactéria no antagonismo de fitopatdbgenos foi bem
caracterizada em cana-de-acucar, hospedeiro em que G. diazotrophicus induz uma
resposta de defesa contra Xanthomonas albilineans (Fontaniella et al. 2002; Arencibia et
al. 2006). A bactéria impede a producéo do polissacarideo que causa doenca nas folhas
através da producdo de uma bacteriocina, a qual causa lise das células do patdgeno,
inibindo efetivamente seu crescimento (Blanco et al. 2005).

4.4 — Caracterizacdo de genes e proteinas relevantes para a interacdo entre
Gluconacetobacter diazotrophicus e plantas

A cepa PALS foi o terceiro microrganismo diazotrofico e nono endofito a ser
sequenciado. Através do projeto RioGene houve uma expansao do conhecimento de G.
diazotrophicus e novas perspectivas para pesquisas futuras foram abertas, O genoma
de PALS5 é constituido por um cromossomo circular (3.944.163 bp) com contetdo G-C de
66.19% e os plasmideos pGDO01 (38.818 pb) e pGD02 (16.610 pb). Em geral, o genoma
contém 3.864 sequencias codificantes (Bertalan et al. 2009). Dentre as proteinas
hipotéticas, 583 delas ja foram identificadas e utilizadas para descrever vias metabdlicas
da bactéria (Lery et al. 2008; Bertalan et al. 2009). Estudos de proteoma observaram
diferentes niveis de expressdo e identificaram funcdes de proteinas especificas em
culturas in vitro na presenca e auséncia da planta hospedeira, nas fases exponencial e
estacionaria do crescimento de G. diazotrophicus (Leri et al. 2008; dos Santos et al.
2010). Além disso, através das analises genbmicas de G. diazotrophicus foram
descobertos diversos genes homdlogos em outras bactérias (Bertalan et al. 2009).

Um importante gene de G. diazotrophicus que participa do processo de interacao
com cana-de-acUcar é o SHR5, um receptor do tipo quinase que atua na transducéo de
sinal envolvida no estabelecimento da associagdo com a planta (Vinagre et al. 2005).
Uma enzima recentemente caracterizada foi a piruvato-descarboxilase, cuja estrutura e
cinética foram estudadas e seu papel funcional foi desvendado (van zyl et al. 2014).
Outra enzima purificada e caracterizada foi a GDHm, uma glicose desidrogenase ligada
a membrana, cuja atividade possivelmente implica na reducdo da competicdo com

outros microrganismos, além de atuar no sistema respiratério de G. diazotrophicus
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(Sara-Paez et al. 2015). Estudos relacionados com os estagios iniciais de colonizagéo
de arroz por G. diazotrophicus mostraram que a bactéria regula os niveis de transcritos
de genes que atuam na desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), tais
como superoéxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR). Portanto, as enzimas da
cepa PAL5 que atuam na eliminagdo de ROS desenvolvem um papel importante na
colonizagdo endofitica de plantas de arroz (Alguéres et al. 2013). Outro trabalho de
gendmica funcional envolvendo mutagénese revelou que a insercao do transposon Tn5
no promotor do gene tonB afeta o fendtipo relacionado a ferro e aumenta o nivel
extracelular de siderdforos. Portanto o complexo TonB possui um papel essencial no
transporte de Fe/sideréforos, sendo essencial para a fisiologia de G. diazotrophicus (de
Paula Soares et al. 2015).

A presenca de um sistema regulatorio ativo em G. diazotrophicus, que garante a
sobrevivéncia e colonizacdo desta bactéria em seus nichos especificos, também ja foi
demonstrada. O sistema quorum sensing (QS) inclui mecanismos de sinalizagcéo
envolvidos no controle de varios genes relacionados com as interagcdes microbianas,
colonizacdo do hospedeiro e sobrevivéncia em condicbes de estresses (Reading e
Sperandio 2006). G. diazotrophicus PAL5 possui um sistema QS composto pelos
homologos IuxR e luxl, produzindo oito moléculas sinalizadoras da familia AHL, as quais
séo sensiveis a concentracdo de glicose e sofrem alteracdo em seus niveis relativos na
presenca deste acUcar (Bertini et al. 2014).

Recentemente, analises de transcriptoma feitas através da construcdo de
bibliotecas de RNA-seq, a partir da associacao entre G. diazotrophicus e cana-de-agucar
permitiram a identificacdo de transcritos diferencialmente expressos em situacdes de
estresse por seca. O perfil diferencial obtido a partir de plantas inoculadas e néo-
inoculadas sugere que ha respostas moleculares e bioquimicas ao estresse causado por
déficit hidrico relacionado com a ativacdo de marcadores responsivos e seca e das vias
hormonais de ABA e ET. Este trabalho caracterizou o envolvimento de G. diazotrophicus
na promoc¢ao da tolerancia a seca em plantas de cana-de-agUcar, as quais tiveram sua
sobrevivéncia prolongada por 40 dias na auséncia de agua, devido a interacdo com a
bactéria (Vargas et al. 2014).

O comportamento diazotréfico de Gluconacetobacter diazotrophicus, adicionado
as caracteristicas benéficas ja discutidas e seu efeito na promoc¢do do crescimento

vegetal justificam a necessidade de estudar os mecanismos utilizados pela bactéria

25



durante o estabelecimento do processo de colonizagcédo da planta hospedeira, de modo a

potencializar tal associagao.

5 - Sistema Imune Vegetal

As raizes vegetais sdo comumente colonizadas por uma variedade de
microrganismos (Pieterse et al. 2014). Para se defenderem, as plantas possuem uma
série de barreiras antimicrobianas estruturais e pré-formadas, que previnem ou atenuam
a invasao (Pieterse et al. 2009). Os estbmatos sao integrantes do sistema de imunidade
inata e atuam como uma barreira contra a infecdo bacteriana (Melotto et al. 2006). Além
disso, as células vegetais possuem uma parede celular estavel que é inacessivel a
maioria dos microrganismos, exceto virus e bactérias benéficas. Apesar desta
diversidade de defesas constitutivas, alguns microrganismos conseguem suprimir a
defesa e recuperar nutrientes da planta (Goéhre e Robatzek 2008). Os mecanismos pelos
guais microrganismos benéficos e patogénicos ativam a resposta imunoldgica do
hospedeiro apresentam semelhancas intrigantes e diferengas cruciais (Van Wees et al.
2008).

Bactérias benéficas sdo capazes de superar as respostas de defesa da planta e
obter sucesso na colonizagdo (Zamioudis e Pieterse 2012; Alquéres et al. 2013). As
associagbes benéficas sdo controladas por processos regulados sistemicamente ou
auto-regulados durante a resposta imune inata. A inducéo da resposta imune sistémica
induzida (induced systemic resistance - ISR) por bactérias benéficas ou adquirida
(systemic acquired resistance - SAR) provocada por patdgenos, resulta de mdultiplas
respostas desencadeadas pelas vias de sinalizacdo empregadas pela planta hospedeira

para atender as interacdes ambientais (Hartmann et al. 2014).

5.1 —Imunidade Inata

Microrganismos que crescem e colonizam as raizes endofiticamente
provavelmente minimizam o estimulo do sistema imune da planta hospedeira. Nesse
caso € comum haver uma variacao fenotipica como um processo adaptativo em que as
bactérias podem modificar reversivelmente a morfologia das col6nias (Davidson e
Surette 2008). No ambito molecular, esta fase de variacdo é controlada por diversos

mecanismos genéticos, incluindo alteracdes epigenéticas (Wisniewski-Dye e Vial 2008).
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Cada um destes mecanismos gera subpopulacBes de bactérias dentro de uma
populacao clonal que expressa diferencialmente moléculas de superficie como flagelina
ou lipopolissacarideos (LPS) (Van der Woude and Baumler 2004). A fase de variagdo
prové para a bactéria significativas vantagens concernentes a adaptacdo em ambientes
diferentes (Kingsley e Baumler 2000).

Bactérias benéficas sdo inicialmente reconhecidas pela planta como organismos
estranhos. Por isso a interferéncia ativa do sistema imune vegetal é fundamental para o
estabelecimento das associa¢gfes. A percepcdo de moléculas proprias e ndo-proprias €
feita por meio da acdo de receptores presentes na superficie das plantas. Tais
moléculas, frequentemente conservadas nas diferentes classes de microrganismos, sao
conhecidas como Padrbes Moleculares Associados a Microrganismos (MAMPS) ou
exclusivamente a patdgenos (PAMPSs) e induzem, na planta hospedeira, respostas de
defesa especificas (Imunidade ativada por MAMPs ou PAMPs — MTI ou PTI). As plantas
também respondem a sinais endogenos decorrentes de danos causados pelo ataque de
microrganismos, chamados Padrbes Moleculares Associados a Danos (DAMPS) (Boller
e Felix 2009; Jones e Dangl 2006). Apesar de ser muito estudada em folhas, a
sinalizacdo imune inata ativada por MAMPs é pouco conhecida em raizes, onde a
maioria dos microrganismos benéficos reside (Zamioudis e Pieterse 2012). Em
Arabidopsis ja foi demonstrado que as raizes respondem de forma especifica ao contato
com diferentes MAMPs e a MTI em raizes e folhas € muito similar (Millet et al. 2010).

As respostas imunitarias desencadeadas nas raizes a partir da percepcdo de
MAMPs devem ser superadas pelo microrganismo para que a interacdo com a planta
hospedeira seja estabelecida (Zamioudis e Pieterse 2012). Durante este processo,
alguns microrganismos utilizam moléculas efetoras que sdo transportadas para o interior
da célula hospedeira a fim de suprimir a MT]I, resultando em uma suscetibilidade ativada
por efetores ou ETS (Jones e Dangl, 2006). As plantas, por sua vez, adquiriram
proteinas de resisténcia (R), que reconhecem esses efetores especificos, resultando em
uma resposta imune secundaria, seguida da ativacdo de uma resposta de defesa
(Imunidade ativada por efetores ou ETI) (Chisholm et al. 2006). Em geral, MTIl e ETI dao
origem a respostas semelhantes, embora ETI seja qualitativamente mais forte e rapida,
muitas vezes envolvendo uma forma de morte celular localizada chamada reacao de
hipersensibilidade (HR) (Dodds e Rathjen 2010). Além disso, ETI geralmente
desencadeia uma resisténcia em tecidos distantes do sitio de infecgdo, a qual envolve

sinais que se propagam em tecidos vegetais ainda néo atingidos (Dempsey e Klessig
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2012; Shah e Zeier 2013). Esta forma de resisténcia pode ser adquirida (SAR) ou
induzida (ISR), dependendo dos mecanismos ativados pelo microrganismo. O resultado
final depende do equilibrio entre a capacidade do microrganismo em suprimir o sistema
imune vegetal e a capacidade da planta em reconhecer o microrganismo invasor,
ativando defesas eficazes (Pieterse et al. 2009).

A interacdo com bactérias benéficas presentes no solo envolve diferentes fases.
Inicialmente, as raizes vegetais secretam compostos organicos, como os exsudados
radiculares, que selecionam estirpes bacterianas para expressar caracteres relacionados
a colonizacdo. Uma vez estabelecida na epiderme radicular, bactérias epifitas formam
biofilmes nos quais as comunidades microbianas se alojam numa matriz constituida por
substancias como exopolissacarideos (EPS) (Rudrappa et al. 2008). Bactérias
endofiticas penetram na endoderme através de fissuras presentes na epiderme radicular

ou através de pélos radiculares (Figura 3).
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Figura 4: Diagrama das fases envolvidas na colonizacdo radicular por comunidades microbianas
benéficas presentes no solo e suas funcbBes. Microrganismos benéficos e patogénicos competem
pelos recursos disponiveis no solo. Exsudados radiculares atraem estirpes especificas. Bactérias epifiticas
se localizam em biofilmes formados na epiderme radicular enquanto as endofiticas penetram na
endoderme, suprimindo a resposta imune e promovendo comunicacao intracelular seguida de sinalizacéo
sistémica. Adaptado de Pieterse et al. 2014.

A supressao das respostas imunes locais permite que as células bacterianas se
propaguem intracelularmente, se estabelecendo na raiz, onde ocorre formacao de

biofilme através da acéo de polissacarideos da parede celular vegetal. Ja nos tecidos
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internos as bactérias integram sinais que promovem a colonizacdo e induzem efeitos

como promocao do crescimento e resisténcia sistémica (Pieterse et al. 2014).

5.2 —Imunidade Sistémica

PGPB podem aumentar a imunidade da planta, eliciar a captacdo de nutrientes e
ativar uma resposta sistémica (Yang et al. 2009). A inducdo da resisténcia sistémica na
planta hospedeira que ndo depende do acumulo de acido salicilico e de proteinas
relacionadas com patogénese (PR) é chamada Resisténcia Sistémica Induzida (ISR).
Esta sinalizacdo de defesa difere das respostas desencadeadas pela Resisténcia
Sistémica Adquirida (SAR), comumente ativada por patégenos (Pieterse et al. 1998).
ISR ativada por PGPB pode ser fenotipicamente similar a SAR que ocorre quando a
planta ativa seus mecanismos de defesa em resposta a infeccdo por um agente
patogénico (Pieterse et al. 2009).

As respostas de defesa local e sistémica ativadas por microrganismos sao
controladas por uma rede de sinalizacdo na qual acido salicilico, acido jasménico e
etileno desempenham papéis importantes (Glazebrook 2005). ISR desencadeada por
microrganismos benéficos muitas vezes é regulada por vias de sinalizacdo dependentes
de acido jasmonico e etileno, podendo estimular a defesa vegetal contra patégenos
(Pozo et al. 2008). Ja a SAR é caracterizada pelo aumento nos niveis de acido salicilico
(Vlot et al. 2009), seguida pela ativacdo de genes relacionados com patogénese, 0s
guais codificam proteinas PR com atividade antimicrobiana (Van Loon et al. 2006).
Moléculas como LPS, proteinas do flagelo, quitina, B-glucano e lipopeptideos podem
atuar como sinal para induzir resisténcia sistémica (Glick et al. 2012).

E provavel que MAMPs de bactérias benéficas e patogénicas sejam reconhecidos
de forma similar, resultando em um aumento da capacidade defensiva da planta.
Entretanto, nas interacdes entre plantas e microrganismos benéficos, MTI ndo combate
as bactérias, que permanecem colonizando os tecidos vegetais. Isto sugere a existéncia
de um alto degrau de coordenacdo molecular entre a planta e o microrganismo (Van
Wees et al. 2008).

6 — Fitormdnios e aregulacdo do Sistema Imune Vegetal

As plantas produzem um conjunto variado de hormonios, que além de atuar no

desenvolvimento vegetal e na resisténcia contra estresses, parecem influenciar as
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interacbes planta-microrganismo (Grant e Jones 2009). Diversos trabalhos vém
demonstrando que auxinas (Navarro 2005; Wang et al. 2007), giberelinas (GA) (Navarro
et al. 2008), acido abscisico (ABA) (Asselbergh et al. 2008; Mauch-Mani e Mauch 2005),
citocininas (CK) (Walters e Mcroberts 2006; Siemens 2006), acido salicilico (AS) (Loake
e Grant 2007), etileno (ET) (Van Loon et al. 2006), jasmonatos (JA) (Pozo et al. 2004) e
brassinosterdides (BR) (Nakashita 2003; Shan et al. 2008) sao capazes de modular a
resisténcia das plantas durante o contato com microrganismos. Além destes, o0s
hormdnios peptidicos foram incluidos entre os fitorménios devido a sua participacdo
tanto no desenvolvimento quanto na defesa vegetal (Bari e Jones 2009).

Etileno, acido salicilico e jasmonatos s&o conhecidos como importantes
reguladores das respostas de defesa vegetal contra estresses abidticos e
microrganismos (Glazebrook 2005; Balbi e Devoto 2008). SA € uma molécula chave na
ativacao de respostas de defesa contra patégenos biotréficos (Canet et al. 2010), além
de atuar no estabelecimento da SAR (Grant e Lamb 2006). Mutantes afetados no
acumulo desse hormonio ou insensiveis a0 mesmo mostram maior suscetibilidade aos
microrganismos (Bari e Jones 2009). J&4 os horménios ET e JA estdo associados a
defesa contra patdégenos necrotréficos e insetos herbivoros (Pieterse et al. 2009). No
entanto, ja foi demonstrado que estes horménios também participam diretamente no
controle da resisténcia sistémica induzida por microrganismos benéficos (Pieterse et al.
1998; Zamioudis e Pieterse 2012; Pieterse et al. 2014).

Existem evidéncias de interacdes sinergisticas das vias SA e JA/ET, ainda que
estas sejam consideradas antagonicas (Mur et al. 2013). Em A. thaliana, o mutante nprl
€ incapaz de suprimir a expressdao de genes responsivos a JA, indicando que NPR1
possui um importante papel na interacdo SA-JA (Spoel et al. 2007). Sugere-se que esta
rede de sinalizagcdo de defesa ativada pela planta € dependente da natureza do
microrganismo e seu mecanismo de acao (Bari e Jones, 2009). Entretanto ndo se sabe
como as plantas priorizam o tipo de via a ser ativada (Adie et al. 2007). Além disso, as
plantas modulam a abundancia relativa dos niveis hormonais, modificando a expresséo
de genes relacionados com defesa e coordenando complexas interagdes entre vias de
sinalizacdo de defesa a fim de ativar uma resposta imune efetiva contra o ataque de
diversos microrganismos (Bari e Jones 2009).

Apesar de ser considerado “regulador do crescimento vegetal’, o horménio auxina
também estd associado com processos de defesa (Yamada 1993; Robert-Seilaniantz et

al. 2007; Navarro et al. 2008). Existe uma interacdo entre a regulacdo hormonal do
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crescimento vegetal e a defesa contra patdgenos (Potters et al. 2007). AUX promove a
degradacédo de uma familia de repressores transcricionais Auxina/acido 3-indol acético
(AUX/IAA), os quais se ligam aos fatores de resposta a auxina (ARFs) e inibem a
transcricdo de genes de resposta especifica (Leyser 2006). Este horménio, portanto,
promove suscetibilidade a doenca bacteriana e a regulacdo negativa da sinalizacéo
desta importante via faz parte da resposta imune induzida pelo hospedeiro (Bari e Jones
2009). Além disso, AUX parece regular a expressao de genes associados com a
biossintese, catabolismo e sinalizacdo de outros horménios (Paponov et al. 2008). No
ambito do crescimento vegetal, achados recentes levantam a hip6tese de que ET
modula a sintese, transporte e sinalizacdo de AUX, interferindo, assim, no
desenvolvimento da planta (Muday et al. 2012).

ABA tem sido descrito como componente importante das respostas de defesa
vegetal, ainda que seu papel exato ndo tenha sido completamente elucidado (Bari e
Jones 2009). Uma interacdo antagdnica ocorre entre a SAR e a resposta vegetal a
estresses abidticos, mediada por ABA (Yasuda et al. 2008). Entretanto, ABA ativa o
fechamento estomético atuando como barreira contra a infeccdo bacteriana e
desempenhando papel de regulador positivo da defesa (Melotto et al. 2006). Além disso,
ABA parece regular as respostas de defesa através da deposicdo de calose, producéo
de ROS e inducdo da expressdao de genes de defesa, contudo os mecanismos pelos
guais tais processos ocorrem nao sdo conhecidos (Bari e Jones 2009).

Apesar de giberelina ser um horménio vegetal originalmente produzido por
fungos, as bactérias sdo capazes também de produzi-lo como metabdlitos secundarios
gue atuam no estabelecimento da interagédo planta/hospedeiro (Macmillan 2001). Em A.
thaliana, proteinas DELLA sé&o reguladores negativos da sinalizacdo via GA, controlando
0 sistema imune vegetal por modular respostas de defesa dependentes de SA e JA. Tais
proteinas integram vias de resposta envolvendo JA/ET e SA (Navarro et al. 2008) e
parecem regular os niveis de ROS ap0s estresses (Achard et al. 2008).

O papel das citocininas na defesa vegetal € pouco compreendido, porém ha
indicacOes de que tais hormoénios estéo relacionados com a regulacdo deste processo.
Tem sido sugerido que este fitormdnio é um fator chave no desenvolvimento de doencas
radiculares, ainda que o0os mecanismos envolvidos no processo ndo sejam claros
(Siemens et al. 2006). Além disso, a ativacao constitutiva de proteina de resisténcia (R)
mostra defeitos morfolégicos através do acumulo de citocininas indicando o

envolvimento desta via nas respostas mediadas por proteinas R (lgari et al. 2008).
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No ambito da defesa vegetal, ha trabalhos que sugerem a existéncia de uma
relacdo entre brassinosteroides e outros hormonios, visto que componentes importantes
da via de BR estdo envolvidos na modulacdo de resposta imune em plantas. BRs
também tém sido mostrados afetando a biossintese de outros horménios, além de
interferir na expressao de genes envolvidos na defesa do hospedeiro (Shan et al. 2008).

Os peptidios hormonais compreendem uma nova classe de hormoénios e estdo
envolvidos na regulacdo de varios aspectos do crescimento e desenvolvimento vegetal,
incluindo respostas de defesa contra microrganismos (Farrokhi et al. 2008). Tais
moléculas, compostas por 18-23 aminodacidos, sdo processadas a partir de precursores
polipeptidicos. Neste grupo destaca-se a sistemina, a qual € sintetizada a partir da
prosistemina e estocada no citoplasma (Narvaez-Vasquez e Ryan 2004). A sistemina
atua perto ou longe do sitio de ferimento, visto que induz e amplifica o sinal movel
derivado de JA, ativando a resposta sistémica (Schilmiller e Howe 2005).

O envolvimento dos reguladores do crescimento vegetal na imunidade de plantas
sugere que controle do crescimento e defesa estdo interconectados por uma complexa
rede de comunicacédo entre as vias hormonais de sinalizacdo (Pieterse et al. 2009). Apos
0 contato inicial entre planta e microrganismo, o balanco fitormonal varia entre as
espécies vegetais e depende dos mecanismos desencadeados pelo microrganismo. A
“traducao do sinal” resulta na ativagdo de um conjunto especifico de genes relacionado
com a defesa, que determina a natureza e a efetividade da resposta imune (de Vos et al.
2005). Nesse contexto, A. thaliana tem sido um excelente modelo vegetal utilizado para
elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na interacdo entre plantas e

microrganismos (Pieterse et al. 2009).

7 — Arabidopsis thaliana: modelo para estudo das interacdes entre plantas e

microrganismos

Varias espécies vegetais tém sido reconhecidas como modelo para estudos em
Biologia Vegetal tais como trigo, tomate, arroz, ervilha e cevada. No entanto, um
consenso acerca de uma espécie que possa ser utilizada para estudo de processos
comuns a todas as plantas foi estabelecido (Mitchell-Olds 2001). Nesse contexto,
Arabidopsis thaliana tem sido utilizada como sistema modelo para esclarecimento de
aspectos fundamentais concernentes a genética, biologia molecular e desenvolvimento
vegetal, fornecendo informacdes sobre acdo hormonal e vias de sinalizacdo em resposta
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a condicGes ambientais (Somerville e Koornneef 2002; Koornneef e Meinke 2010).

A. thaliana é uma planta herbacea de pequeno porte, membro da familia

Brassicaceae, a qual inclui espécies mais conhecidas como a couve e a mostarda

(Meinke et al. 1998). Suas principais caracteristicas morfologicas s&o sementes

pequenas (cerca de 0,5 mm de comprimento e 0,32 mm de largura) e ligeiramente ovais,

folhas verdes e ligeiramente roxas, mais abundantes na base da planta em forma de

roseta, caule que pode atingir 25 cm de altura e apresenta ramificacdes, raiz aprumada

e sem crescimento secundario. As flores apresentam formato em corimbo, contendo

sépalas verdes, pétalas brancas, estames e carpelos. Cada fruto, com tamanho entre 5

e 20 mm de comprimento, contém entre 20 e 30 sementes (Figura 5) (Clarck 2001).
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Figura 5: Diagrama contendo caracteristicas morfolégicas de uma planta adulta de Arabidopsis

thaliana. Adaptado de Clarck, J. 2001.
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A. thaliana foi descoberta no século XVI na Alemanha, ao fim da Idade Média,
periodo em que os estudos de Botanica e Taxonomia Vegetal passaram a ter uma
importancia maior. Sua distribuicdo natural ocorre na Europa, Asia e América do Norte
(Figura 6) (Meinke et al. 1998). Atualmente, sdo conhecidos mais de 750 ecotipos em
todo o mundo, cuja heterogeneidade genética varia conforme o habitat natural e as
condicbes ambientais (Koornneef e Meinke 2010). O sequenciamento do DNA genémico
do ecotipo COL-0 foi concluido em 2000 pelo grupo “The Arabidopsis Genome Initiative”,
sendo A. thaliana a primeira planta e o terceiro organismo multicelular a ter seu genoma
completamente sequenciado (Initiative 2000). As sequencias completas foram
depositadas em um banco de dados (The Arabidopsis Information Resource — TAIR —
www.arabidopsis.org), permitindo o acesso da comunidade cientifica a diversas
informagcbes como estrutura, expressdo e produtos génicos, mapa do genoma,
marcadores genéticos, germoplasma e publicacbes sobre a pesquisa na area (Huala et
al. 2001). Desde entéo, este material vem sendo amplamente empregado para estudos
genéticos e moleculares (Nishimura e Dangl 2010). Os diferentes acessos de A. thaliana
recolhidos ao redor do mundo e catalogados no TAIR sado variaveis em forma,
desenvolvimento e fisiologia, permitindo o entendimento de mecanismos envolvidos em

condi¢cdes de estresse ambiental (Mandyam et al. 2013).

& Jonathan Clarke
. © Kingston University London

Figura 6: Distribuicdo geogréfica dos ecotipos de Arabidopsis thaliana. Adaptado de Clarck, J. 1993.

Disponivel em http://arabidopsis.org/images/geo_distribution.png.
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A. thaliana apresenta diversas vantagens que a tornam um interessante modelo
experimental: pequeno tamanho, ciclo de vida curto (5-6 semanas em condicfes ideais
de crescimento), habilidade para crescer em condi¢gbes controladas (em solo ou meio
definido), alta fecundidade (produgédo de até 10.000 sementes por planta) e facilidade
para geracao de linhas mutantes e transgénicas (Figura 7). Seu genoma tem cerca de
120 Mb e esta organizado em cinco cromossomos, contendo aproximadamente 22.000

genes (Page e Grossniklaus 2002).

Figura 7: Arabidopsis thaliana durante seus diferentes estadios, desde a germinacdo da semente
até o periodo de florescimento. A esquerda, plantas com idades variando entre 2 e 6 semanas. A direita,
o desenvolvimento de flores e exemplo de sementes da espécie. As barras brancas representam 1.0 cm,
exceto para flores e sementes: 1.0 mm (Inra 2010). Disponivel em  http:/
www.ijpb.versailles.inra.fr/fen/arabido/arabido.htm.

Ao longo dos anos A. thaliana também tem sido utilizada como modelo para
estudos em diversas areas da Biologia Vegetal como investigacdo da base genética da
formacdo de madeira ou xilema secundario (Zhang et al. 2011), vias envolvidas no

controle do desenvolvimento vegetal (Desbrosses et al. 2009), efeito da emissédo de
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volateis no biocontrole (Hung et al. 2013), regulacdo da biossintese de acidos graxos
(Troncoso-Ponce et al. 2015), dentre outros aspectos. Além disso, esta espécie vegetal
também vem sendo empregada para estudo das interacdes entre plantas e bactérias
endofiticas, devido & possibilidade do uso de mutantes (Ininguez et al. 2005).

A maior parte das pesquisas realizadas com o objetivo de esclarecer os
mecanismos envolvidos na interacdo entre moléculas associadas a microrganismos e
seus receptores presentes na superficie celular tém utilizado A. thaliana como modelo
para estudo da resposta imune vegetal (Ryan et al. 2007). A adocédo desta planta
modelo permitiu um estudo detalhado dos mecanismos moleculares envolvidos na
simbiose de P. indica, além da caracterizacdo do mecanismo de colonizacédo (Camehl et
al. 2010; Lee et al. 2011; Nongbri et al. 2012). Apesar da auséncia de simbiose radicular
em A. thaliana, os genes envolvidos neste processo parecem ser conservados (Hayward
et al. 2012).

No ambito das interacdes entre plantas e bactérias promotoras do crescimento
vegetal, A. thaliana é também considerada um sistema modelo para estudos de
colonizagéo por tais microrganismos (O’Callaghan et al. 2001). Isto se deve a facilidade
de observacdo e estudo do sistema radicular em meios de cultivo vegetal e a
possibilidade de se utilizar promotores importantes fundidos ao gene repérter GUS, para
analisar a expressdo de genes de interesse em decorréncia de algum tratamento
(Costacurta et al. 1994). A disponibilidade de linhagens mutantes de A. thaliana garante
a possibilidade de se testar hipéteses acerca do papel particular de genes envolvidos na
colonizacdo por bactérias promotoras do crescimento vegetal (O’Callaghan et al. 2001).
As tabelas 1 e 2 trazem informacdes importantes acerca de algumas linhas mutantes e
de um dos trasngénicos de A. thaliana, envolvidos nas principais vias hormonais
relacionadas com producédo e metabolismo de ABA, AUX, ET, SA e JA, as quais vém
sendo largamente empregadas no estudo acerca das interacfes entre esta planta
modelo e bactérias benéficas. O uso destas ferramentas tem permitido elucidar a
ecologia de diferentes endofitos e entender sua importancia na captacédo de nutrientes,
ativacao da defesa e resposta a patdgenos e estresses (Mandyam e Jumpponen 2014).

A interacéo entre A. thaliana e G. diazotrophicus foi descrita em 2006 por Cocking
e colaboradores, mediante a localizacdo da bactéria nas raizes de plantulas crescidas in
vitro. Entretanto, ndo foi relatada a influéncia desta bactéria na promocdo do

crescimento vegetal, nas vias hormonais e sinalizagéo de defesa.
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MUTANTES DESCRICAO CARACTERISTICAS CONSTRUCAO BACKGROUND
Afetado na transdugdo de
sinal do etileno. Atua
cin 2 downstream da CTR1. Insensivel ao etileno.
Regula positivamente Aumenta a tolerancia : :
Ethylene guiap . - Diepoxibutano. COL-0
Insensitive 2 ORE 1 e negativamente a bactérias
regula mirl64A,B,C patogénicas.
envolvido com a
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Afetado na transduc¢éo de
sinal do etileno. Atua Insensivel ao etileno. .
) o Etil metano sulfonato.
. downstream da CTR1. [ Resistente a citocinina o
ein 2-1 . . Substituicdo de C por T
Regula positivamente em ambiente escuro. .
Ethylene . - no nucleotideo 3448, COL-0
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. . codon.
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envolvido com a
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. - . Fech t
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Deficient 2-2 de acido salicilico. P ¢

de patdgenos.
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Mutagéo interfere na

Atua nas raizes
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Etil metano

hipersensitive 4
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sensibilidade a 25 mM de
trealose como no tipo
selvagem (inibicéo do
crescimento de raiz)
(RAMON et al., 2006).
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sementes reduzida;
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Tabela 1: Principais caracteristicas de linhas mutantes contendo afetacdes em genes das principais vias

hormonais. Adaptado de Arabidopsis hormone e mutant database (TAIR, www.arabidopsis.org) 2011.
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TRANSGENICO  DESCRICAO CARACTERISTICAS CONSTRUCAO BACKGROUND

Tabela 2: Principais caracteristicas do material vegetal transgénico afetado na via de acido salicilico
(Abreu e Munné-Bosch, 2009).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O presente projeto tem por objetivo geral estudar o efeito da inoculacdo de

Arabidopsis thaliana com Gluconacetobacter diazotrophicus no ambito da promoc¢éao do

crescimento, obtendo um sistema modelo, a fim de analisar a regulacdo da expresséo

génica e a participacao das vias hormonais e de defesa durante a interacao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Estudar o efeito da inoculacdo de A. thaliana selvagem com G. diazotrophicus

PAL5 no ambito da promocgéao do crescimento vegetal,

Estudar o efeito da inoculagcéo de A. thaliana selvagem com G. diazotrophicus

PAL5 na eficiéncia fotossintética e na eficiéncia de uso da agua pela planta.

Quantificar a populacdo bacteriana bem como sua localizagcdo nos tecidos de

plantas de A. thaliana inoculadas com G. diazotrophicus.

Realizar andlise transcritbmica de raizes e folhas de plantas inoculadas com G.

diazotrophicus através de sequenciamento de RNA mensageiro total (RNAseq);

Estudar os conjuntos génicos regulados em tecidos radiculares e folhas, mediante

andlise dos principais transcritos induzidos e reprimidos ao longo da interacao;

Identificar os principais genes relacionados com as vias hormonais e de defesa

vegetal induzido apés a inoculagdo de A. thaliana com G. diazotrophicus PALS5;

Avaliar o efeito de mutacdes nas vias de producéo e percepcdo dos hormoénios de
A. thaliana sobre a suscetibilidade a colonizacdo/promocdo do crescimento

induzida por G. diazotrophicus PALS5.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS DA TESE

Os resultados desta tese estdo apresentados em dois capitulos.

O capitulo | se refere ao artigo entitulado “Endophytic colonization of Gluconacetobacter
diazotrophicus in Arabidopsis thaliana and its effect on plant growth promotion, plant

physiology and activation of plant-defense”, publicado pela revista Plant and Soil.

O capitulo Il se refere ao artigo a ser submetido posteriormente, entitulado "Participacdo
das vias hormonais na promoc¢ao do crescimento e ativacdo do mecanismo de defesa
vegetal de Arabidopsis thaliana durante interacdo com Gluconacetobacter diazotrophicus
PAL5".
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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CAPITULO I:

Endophytic colonization of Gluconacetobacter diazotrophicus in Arabidopsis thaliana and

its effect on plant growth promotion, plant physiology and activation of plant-defense

79



Endophytic colonization of Gluconacetobacter diazotrophicus in Arabidopsis
thaliana and its effect on plant growth promotion, plant physiology and activation

of plant-defense

A.L.S. Rangel de Souza, S.A. de Souza, M.V.V. de Oliveira, T.M. Ferraz, F.A.M.M.A.
Figueiredo, N.D. da Silva, P.L. Rangel, C.R.S. Panisset, F.L. Olivares, E. Campostrini,
and G.A. de Souza Filho

A.L.S. Rangel de Souza, S.A. de Souza, M.V.V. de Oliveira, N.D. da Silva, P.L. Rangel,
C.R.S. Panisset and G.A. de Souza Filho

Laboratério de Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

(UENF), Av. Alberto Lamego, 2000, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brazil
T.M. Ferraz, F.A.M.M.A. Figueiredo and E. Campostrini

Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Av. Alberto Lamego, 2000, Campos dos Goytacazes,

Rio de Janeiro, Brazil

F.L. Olivares
Laboratdrio de Biologia Celular e Tecidual, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), Av. Alberto Lamego, 2000, Campos dos Goytacazes, Rio de

Janeiro, Brazil

Corresponding Author: Prof. Gongalo Apolinario de Souza Filho; goncalos@uenf.br

80



ABSTRACT

Background and Aims

Gluconacetobacter diazotrophicus is a plant growth-promoting bacteria (PGPB) that
colonizes several plant species. Here, we studied the internal colonization of Arabidopsis
thaliana tissues by G. diazotrophicus and analyzed its effects on physiology, growth and

activation of plant immune system during such association.

Methods

A. thaliana seedlings were inoculated with G. diazotrophicus and grown in substrate for
50 days. Effects on plant growth were estimated by quantifying number of leaves, leaf
area, fresh and dry weight. Endophytic bacterial population was determined by colony
forming unit (CFU), and its location in plant tissues was assayed by epifluorescence
microscopy of red fluorescent protein-labeled bacterium. Whole canopy gas exchange
(photosynthesis and transpiration) was determined using a portable photosynthesis
system.

Results

G. diazotrophicus efficiently promoted A. thaliana plant growth at 50 days after
inoculation. Inoculated plants showed higher whole canopy photosynthesis, lower whole
plant transpiration and increased water use efficiency. The bacterium colonized
preferentially root xylem. The inoculation of plants defective in SAR-associated defense
revealed that plant immune system plays an important role during the early association

stages.

Conclusions

G. diazotrophicus endophytically colonizes A. thaliana roots, promotes plant growth and
increases whole canopy photosynthesis. Our results indicate that A. thaliana is useful for
molecular studies of the mechanisms involved in the interaction between plants and

PGPB, especially those involving to G. diazotrophicus.

KEYWORDS

PGPB, endophytic bacteria, BNF, plant defense, plant immunity, G.diazotrophicus
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INTRODUCTION

The massive use of chemical fertilizers in agriculture constitutes a major
component of production costs and represents a significant source of environmental
contamination reaching groundwater resources, lakes and rivers (Kummu et al. 2012;
Savci 2012). A promising alternative for chemical fertilizers is the use of biological
processes such as plant growth-promoting bacteria (PGPB) inoculation, which improve
plant performance and operate via a multitude of physiological, molecular and
biochemical pathways (Palacios et al. 2014). The benefits of PGPB to host plants include
biological nitrogen fixation; phosphorus, potassium and zinc solubilization; phytohormone
production; modulation of pathogen activity; and vitamin production (Hardoim et al. 2008;
Berg 2009; Burgess et al. 2009; Compant et al. 2010).

Beneficial plant-microbe associations require mutual recognition and high degree
of coordination of plant immune responses (Harrison 2005; Zamioudis and Pieterse
2012; Pieterse et al. 2014). Because plants do not have specialized immune cells,
balancing growth and defense is critical for their survival (Fu and Dong 2013). In addition,
plant hormones play a central role because they act as signal molecules regulating
different processes such as plant growth (Pieterse et al. 2012). The importance of
salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA) and ethylene (ET) as primary signals in the
regulation of the plant’s immune response is well established (Pieterse and Dicke 2007,
Pieterse et al. 2009).

Gluconacetobacter diazotrophicus is an endophytic PGPB first isolated from
sugarcane (Cavalcante and Doébereiner 1988; Gillis et al. 1989; Li and MacRae 1992;
Reis et al. 1994). Further studies have demonstrated that this microorganism colonizes
several other plant species such as tea, banana (Matiru and Thomson 1998), pineapple
(Tapia-Hernandez et al. 2000) and wetland rice (Muthukumarasamy et al. 2005), as well
as dicot species such as coffee (Jimenez-Salgado et al. 1997), sweet potato (Paula et al.
1991), carrot, radish and beet (Madhaiyan et al. 2004). PGPB provide beneficial
characteristics which includes biological nitrogen fixation (Anitha and Thangaraju 2010;
Meenakshisundaram and Santhaguru 2010), phosphorus and zinc solubilization
(Madhaiyan et al. 2004; Saravanan et al. 2007), plant pathogen control
(Muthukumarasamy et al. 2000; Pifion et al. 2002; Blanco et al. 2005; Mehnaz and
Lazarovits 2006), and production of plant growth-regulating hormones such as auxins
(Fuentes-Ramirez et al. 1993; Bastian et al. 1998; Lee et al. 2004; Anitha and

Thangaraju 2010) and gibberellins (Bastian et al. 1998).
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G. diazotrophicus has been isolated from sugarcane leaf and root tissues (James
et al. 1994; Fuentes-Ramirez et al. 1999) and its ability to promote sugarcane growth has
been characterized by several researches (Fuentes-Ramirez et al. 1993; Caballero-
Mellado and Martinez-Romero 1994; Fuentes-Ramirez et al. 1999; Oliveira et al. 2002;
Baldani et al. 2002; Mufioz-Rojas and Caballero-Mellado 2003; Saravanan et al. 2007).
This bacterium colonizes root apoplast (Sevilla et al. 1997), xylem vessels (James et al.
1994), protoxylem and the xylem parenchyma (James et al. 2001).

Despite available knowledge of the sugarcane and G. diazotrophicus interaction,
data detailing molecular aspects involved in plant growth promotion by this bacterium is
scarce (Cavalcante et al. 2007; Meneses et al. 2011; Serrato et al. 2013). Endophytic
colonization mechanisms and signaling pathways involved from initial contact between
plant and microorganism to endophytic establishment have been partially elucidated.
Gene expression studies have shown that the receptor kinase SHR5 is involved in N,
fixation in plant-endophytic bacteria associations (Vinagre et al. 2006). Additionally,
guantitative proteomic and transcriptomic analysis of the interaction between sugarcane
and G. diazotrophicus have provided insight into the early signaling and initial molecular
events that may trigger the increased drought tolerance observed in the host plant (Lery
et al. 2011; Vargas et al. 2014). Glutathione reductase and bacterial superoxide
dismutase are known to be crucial for the colonization of rice by G. diazotrophicus
(Alquéres et al. 2013). However, the role of plant defense response and hormonal
pathways in this plant-endophyte interaction remain largely unknown (Zamioudis and
Pieterse 2012). Genome complexity, long life cycle of host plants, and the difficulty of
growing in a controlled environment are some of the main limitations for knowledge
progress in this area. Additionally, the lacks of host specie with a wide range of mutants
or transgenic lines also hinder the genetic and molecular characterization of this
interaction.

Arabidopsis thaliana is a widely used plant species for plant biology studies,
including investigation on the interaction between plants and microorganisms
(O’Callaghan et al. 2001; Koornneef and Meinke 2010). The main advantages that justify
the use of A. thaliana are the small size, ease of cultivation, fast life cycle, prolific seed
production, extensive genomic knowledge and wide range of available mutant lines
(Wang et al. 2005; Cocking et al. 2006). Several studies on plant-bacteria interactions
have been carried out using A. thaliana (Dodds and Rathjen 2010; Maclean et al. 2011;

Ouibrahim and Caranta 2013; Windram et al. 2014). Furthermore, A. thaliana has also
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been used in molecular studies involving the association between plants and beneficial
microorganisms and its effect on growth promotion (Verhagen et al. 2004; Wang et al.
2005). Advancing the knowledge on the molecular and genetic basis of plant-beneficial
microbe communication will be highly instrumental for the development of sustainable
future crops (Pieterse et al. 2014).

This work aimed to investigate the ability of G. diazotrophicus to endophytically
colonize A. thaliana tissue. Thus, we analyzed the effects of the interaction in promoting
growth and development during the life cycle of the plant. We also verified the location of
the bacteria in the root tissue at 1 and 50 days after inoculation. In addition, using a
transgenic line, we analyzed the activation of A. thaliana defense responses during the
plant-bacteria association and its influence on plant growth during the early stages of

interaction.

MATERIAL AND METHODS

e Bacterial strains

Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 was obtained from Culture Collection of
the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF, Campos dos

Goytacazes, Rio de Janeiro State, Brazil).

The kanamycin-resistant G. diazotrophicus strain (GD-Kan) contains the Tn5 <
R6Kyori/KAN-2 transposon insertion in an intergenic region of the genome, and was

obtained by screening an insertion transposon library (Intorne et al. 2009).

DsRed Fluorescent Protein-labeled G. diazotrophicus (GD-F) was obtained by
electroporation with DsRed-pDE1001 plasmid. This plasmid was generated by digesting
the DsRed-pAA100 plasmid (Denecke et al. 1992) with EcoRI restriction enzyme (single
cut) and ligating it to the pDE1001 plasmid (Aertsen et al. 2008), digested with the same
enzyme. The ligation product was electroporated into E. coli DH5a. Red fluorescent
colonies containing the fused plasmid were grown in LB medium amended with ampicillin
(60 pg mL™Y) for plasmid extraction. The obtained plasmid was electroporated into G.

diazotrophicus and positive colonies were selected on streptomycin-containing medium
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(Intorne el al. 2009). Red fluorescence was confirmed using a DarkReader®

Transilluminator DR-45M (Dark Reader — Clare Chemical Research).

e Bacterial culture conditions

Isolated colonies of G. diazotrophicus strain PAL 5 (GD-Kan, GD-F and wild-type)
were grown in DYGS medium (g L™ composition): glucose 2.0, yeast extract 2.0, peptone
1.5, K;HPO4 0.5, MgS0,4.7H,0 0.5 and glutamic acid 1.5 (Rodrigues Neto et al. 1986) at
30 °C and 180 rpm (Cavalcante and Débereiner 1988). Kanamycin (50 pg mL™) was
added to the medium for cultivation of the kanamycin-resistant G. diazotrophicus strain,
GD-Kan. Kanamycin and streptomycin (50 pug mL™) were added to the medium for
cultivation of the DsRed Fluorescent Protein-labeled strain, GD-F.

e Plant material and growth conditions

Seeds of wild-type Arabidopsis thaliana (Columbia-0) and NahG transgenic line
(Defective in defense by expressing the bacterial salicylate hydroxylase gene, NahG)
(Delaney et al. 1994) were kindly provided by Dr. Frederick Ausubel (Harvard Medical
School, Boston, MA, USA). The seeds were germinated on Petri dishes containing half-
strength Murashige and Skoog (MS) medium with 0.5% sucrose and 0.05% MES buffer
for 7 days. A. thaliana seedlings were transferred into pots containing West Garden
commercial substrate and were irrigated with 25% Hoagland solution (Hoagland and
Arnon 1950) every two days for 50 days. Seed germination and cultivation of plants

occurred at 23 °C, 60% relative humidity, 70 pmol m? s light (12h photoperiod).

e Inoculation and colonization assays
G. diazotrophicus strain PAL 5 (GD-Kan, GD-F and wild-type) were cultivated in
liquid DYGS media and centrifuged at 12,000 g. After discarding the supernatant, the
cells were washed twice in ultrapure sterile water. The cells were suspended in sterile
water to a final ODggo of 0.01 [equivalent to 1 x 10° colony forming units (CFU) mL™].
Twenty mL of inoculum were applied to the Petri dishes containing seven-day-old A.

thaliana seedlings, previously germinated and cultivated in half-strength Murashige and
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Skoog (MS) medium. The same amount of ultrapure sterile water was applied to the non-
inoculated seedlings, as control. After 3h incubation, the bacterial suspension was
replaced by sterile water. Then, the seedlings were transferred to pots containing West

Garden commercial substrate and cultivated as previously described.

e Anatomical and morphological analyses

The number of rosette leaves was counted and total fresh and dry weight of shoot
and root parts was determined. Fresh weight was measured using a precision scale
immediately after collection. The material was oven dried at 60 °C for 24 h and dry weight
was determined. Twenty plants from each treatment were used for these analyses. G.
diazotrophicus PALS5 colonization effect on A. thaliana plant-growth was assessed at 28
and 50 days after inoculation. Moreover, leaf area was measured using a leaf area meter
(LI-3100C, Licor, USA).

e Gas exchange measurements

Whole canopy photosynthesis (A, umolCO, m? s™) and transpiration (E, mmolH20
m? s™) levels were determined using a whole-plant A. thaliana (WPA) chamber attached
to a LI-6400 portable photosynthesis system (model 6400-17, LI-COR, Lincoln, NE,
USA). Gas exchange was measured at approximately 400 pmol mol™ CO, concentration
within the chamber (supplied by CO, cartridges, Li-6400 CO, injector), at 24.26 + 0.08
°C, 2 £ 0.02 kPa vapor pressure deficit, and 40 + 0.87% relative humidity using a Licor
6400 System (Licor, Lincoln, NE, USA). The CO, soil flux was suppressed by sealing the
top of the medium with a 4-5mm thick layer of standard pottery clay. A 5—8mm hole was
made in the center of the clay disk through which seeds were planted. As the plant grew,
the hole was occluded to suppress any CO, soil flux from the planting medium. Leaf area
was large enough to provide a good ACO, to measure photosynthesis with low self-
shading by leaves. To normalize values for differences in leaf size and number, the gas
exchange parameters are reported per leaf area. The whole-plant photosynthesis and
transpiration measurements were performed between 09:00 and 10:00 am. The
photosynthetically active radiation (PAR) was of 300 umol m?s™ and CO, concentration
at 400 pL L™. Whole canopy instantaneous water-use efficiency (wciWUE) was estimated
by the ratio between net photosynthetic rate (umolCO, m? s™) and transpiration rate

(mmolH20 m? s (A/E). Ten plants per treatment were used in gas exchange analyses.
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e Epifluorescence microscopy analysis

Five plants of the same size, at 1 and 50 days post inoculation (dpi), were chosen
for epifluorescence microscopy analysis. At 1 dpi the total root was analyzed. At 50 dpi
regions of 3.0 cm in length, taken at an intermediate point of the root (3 cm from root tip)
were analyzed. The material was carefully washed and slides were prepared for
observation. The samples were examined under a epifluorescence microscope (Zeiss
Axiovert 200; Carl Zeiss, Jena, Germany) coupled to a digital recording system and
green light excitation (568 nm; 640 + 60 nm emission filter) to visualize the DsRed

Fluorescent Protein-labeled bacteria.

e Determination of microbial population in plant tissues

Colonization analyses were conducted at 14 and 28 days post inoculation, using
the total amount of roots and shoots. At 50 dpi, due to the size of the plant, two leaf
disks/plant (0.5 cm diameter) and 1.0 cm length root sections/plant (3 cm from the root
tip) were used for CFU analysis. Ten plants per treatment were used. Leaf samples were
surface disinfected by immersion in 70% ethanol for 3 min and rinsed 3 times in ultrapure
sterile water. Roots were removed from the pots and washed with ultrapure water.
Washed roots were immersed in 1% chloramine-T for 1 min and rinsed 3 times in
ultrapure sterile water. The samples were then macerated in ultrapure sterile water and
serially diluted. Subsequently, samples were plated on solid LGI-P medium (Cavalcante
and Débereiner 1988; Reis et al. 1994) containing (in g L™): sucrose, 100.0; K,HPO,, 0.2;
KH,PO,4, 0.6; MgS0,.7H,0, 0.2; CaCl,.2H,0, 0.2; Na;Mo0O,4.H,O, 0.002; FeCls.6H,0,
0.01; 5.0 mL 0.5% bromothymol blue in 0.2 M KOH; 15.0 agar and pH adjusted to 5.5.
Kanamycin (50 pug.mL™) was added to the medium when G. diazotrophicus Gd-Kan
strain was used. Kanamycin (50 pg.mL™) and streptomycin antibiotics (50 pg.mL™) were
added to medium when DsRed Fluorescent Protein-labeled G. diazotrophicus was used

for inoculation. Plates were kept at 28 °C for 4 days.

e Statistical analysis
Data were analyzed through variance analysis (ANOVA) and Tukey test was
applied to assess significance of group comparisons at 5% probability level. The

analyses were performed used Assistat 7.0 Beta software.
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RESULTS

Gluconacetobacter diazotrophicus colonizes and promotes the growth of

Arabidopsis thaliana

Endophytic population analyses by colony forming units (CFU), plant growth-
promoting experiments and whole canopy gas exchange measurement used a
kanamycin-resistant G. diazotrophicus strain (GD-Kan). Red Fluorescent Protein-
expressing G. diazotrophicus (GD-F) was used for fluorescence microscopy assays.
Comparative analysis between GD-Kan, GD-F and wild-type G. diazotrophicus PAL5
revealed that all strains behave similarly, as evidenced by their comparable growth
curves and resistance to stress (data not shown). Similar effects were detected during
interaction with plants and equivalent bacterial concentrations were found within root
tissue via colonization tests (Fig. S1). Based on these results, a set of plants was
inoculated with strain GD-F for microscopy analysis and another set with strain GD-Kan

for all other assays.
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Fig. S1 Comparison of growth promotion by G. diazotrophicus PAL5 strains in A. thaliana plants. Seven
day old wild-type (Col-0) plants were inoculated with G. diazotrophicus PAL5 wiId—ta/pe, kanamycin-
resistant strain (GD-Kan) and DsRed-expressing strain (GD-F) at a concentration of 10° CFU mL™. The
number of leaves (a), fresh weight of aerial (b) and root parts (c) and the number of bacteria in inoculated
roots (d) were determined 50 days post-inoculation (dpi). Twenty plants from each treatment were used for
this analysis. These experiments were repeated three times with similar results. Error bars represent the
standard deviation. Significant differences between treatments are represented by * (ANOVA, p < 0.05).
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28 dpi

50 dpi

Anatomical and morphological analyses of both shoot and roots revealed that G.
diazotrophicus PAL5 promotes growth of A. thaliana plants (Fig. 1a and b). At 50 dpi, G.
diazotrophicus-inoculated plants showed higher shoot and root weight values than non-
inoculated ones. Shoot and root fresh weight showed an increase of 22.6% and 35.9%,
respectively, for inoculated plants (Fig. 1c). Interestingly, at 28 dpi, inoculation was
observed to cause growth inhibition in A. thaliana (Fig. 1a). At this stage, shoot and root
weight showed a reduction of 56.2% and 41.4%, respectively, for inoculated plants (Fig.
1c).
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Fig. 1 Effect on plant growth, at 28 and 50 dpi, of A. thaliana inoculated with G. diazotrophicus. Seven day
old wild-type (Col-0) seedlings were inoculated with GD-Kan (106 CFU mL™). Phenotypic analyzes of aerial
leaves were performed at 28 and 50 dpi (a) followed by observation of the bacterial effect in promoting root
growth at 50 dpi (b). The fresh mass of shoots and roots was measured at 28 and 50 dpi (c). The number
of bacteria presents in the roots 14, 28 and 50 dpi was also examined (d). Twenty plants from each
treatment were used for these analyses. These experiments were repeated three times with similar results.
Error bars represent the standard deviation. Significant differences between treatments are represented by
* (ANOVA, p < 0.05).
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Endophytic bacterial population in roots and leaves was analyzed at three different
stages after inoculation. CFU counting assays revealed that the bacterial population within
A. thaliana roots was 1.5 x 10°% 3.1 x 10° and 2.1 x 10°® CFU/g at 14, 28 and 50 dpi,
respectively (Fig. 1d). In leaves, no bacteria were detected by CFU in at 14 and 50 dpi;
GD-Kan was only detected at 28 dpi, but at very low concentrations (10? CFU/g).

At 50 dpi, an increase in number of leaves, leaf area, shoot and root dry weight
was observed (Fig. 2). Number of leaves was 28.9 + 4.06 and 25.9 + 3.7 for inoculated
and non-inoculated plants, respectively (Fig. 2a). Total leaf area per plant was
approximately 5.0 cm? higher in inoculated plants than in control plants (Fig. 2b). Dry

weight results confirmed increased leaf and root mass in inoculated plants (Fig. 2c and d).
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Fig. 2 Impact of G. diazotrophicus inoculation on root and leaf growth promotion of A. thaliana plants.
Twenty, seven day old wild-type (Col-0), seedlings were inoculated with the GD-Kan (10° CFU mL™) strain
or water, as non-inoculated controls, for this study. The number of leaves (a), total leaf area (b), dry weight
of aerial (c) and root (d) parts were determined 50 days post inoculation (dpi). The experiments were
repeated three times with similar results. Error bars represent the standard deviation. Significant
differences between treatments are represented by * (ANOVA, p < 0.05).
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During the early association stages (before 28 dpi), inoculated plants were smaller
than the non-inoculated ones, indicating inhibition of plant growth by the presence of the
bacteria. This result was confirmed by analysis made at 28 dpi which showed a lower
number of leaves, leaf area, shoot and root dry weight (Fig. S2). Inoculated plants
showed in average 2.9 leaves less than non-inoculated ones (Fig. S2a) and total leaf
area was 2.5 cm? smaller (Fig. S2b). Additionally, shoot and root dry weight showed a

reduction of 57.4% and 26.3%, respectively, for inoculated plants (Fig. S2c and d).

b
180 50
T
@ 15.0 B G 40
-
[
3 120 I * g
P T g 30
[ a0 = &
g —
- 20 *
E [i7]
6.0 =
z 2
ap 1.0 T
0.0 0.0
Mon-Inoculated Inoculated Non-Inoculated Inoculated
d
0.020 0.008
= o016 T = N
= «= 0.008
[=;] =
] 2 [ I
=z 0012 ]
=
e * = 0.004 J
(=1
2 0.008 Il E
2 8
z
B 0004 l g ooo2
0.000 0.000
Mon-Inoculated Inoculated Mon-lnoculated Inoculated

Fig. S2 Effect on plant growth, at 28 dpi, of A. thaliana inoculated with GD-Kan (10° CFU mL™). The
number of leaves (a), total leaf area (b), dry weight of aerial (c) and root (d) parts were determined 28 days
post inoculation (dpi). Twenty plants from each treatment were used for these analyses. These
experiments were repeated three times with similar results. Error bars represent the standard deviation.
Significant differences between treatments are represented by * (ANOVA, p < 0.05).

These results show that G. diazotrophicus PAL5 effectively colonized and
promoted growth in A. thaliana after 50 dpi, despite the growth inhibition observed at

early stages of association.
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Gluconacetobacter diazotrophicus increases photosynthetic rate and water-use
efficiency

Inoculation of A. thaliana with G. diazotrophicus has beneficial effects on
photosynthesis. Whole-canopy photosynthesis levels were significantly higher (68.1%) in
inoculated plants (4.64 pmol CO, m? s™) than in non-inoculated plants at 50 dpi (2.76
pumol CO, m? s™) (Fig. 3a), whereas transpiration rate was significantly lower (15.46%)
(Fig. 3b). As consequence of greater carbon uptake and lower water loss through
transpiration, inoculated plants showed increase of 94.5% in whole canopy water use
efficiency compared to non-inoculated plants (Fig. 3c). These results suggest that G.
diazotrophicus positively affects A. thaliana physiology by enhancing photosynthetic

capacity and improve water use efficiency.
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G. diazotrophicus colonizes endophytically A. thaliana root tissues

Aiming to locate bacteria within root tissues, seven-day-old seedlings were
inoculated with DsRed Fluorescent Protein-labeled G. diazotrophicus strain (GD-F), as
previously described. Bacterial presence was analyzed by epifluorescence microscopy at
1 and 50 dpi. At 1 dpi, the bacteria were adhered to root surface and root hairs (Fig. 4a).
Interestingly, the results suggested intracellular localization of bacteria in some epidermal
cells (Fig. 4b). At 50 dpi, bacterial cells were observed only within the xylem apoplast,
attached to secondary cell wall, suggesting that G. diazotrophicus tends to be confined

within the root xylem during colonization stage (Fig. 4c and d).

Fig. 4 Localization of G. diazotrophicus colonization of A. thaliana roots at 1 and 50 dpi. Seven day old
wild-type (Col-0) seedlings were inoculated with DsRed fluorescent protein-expressing G. diazotrophicus
strain GD-F and analyzed at a 568 nm wavelength. At 1 dpi, the bacterium was adhered to the root surface
and root hairs (a), around the root epidermal cells (b). At 50 dpi the presence of bacteria was observed
within root xylem vessels, examined under light microscopy (c) and epifluorescence microscopy (d).
Arrows indicate bacterial colonies in the root xylem. The scale bars are 20 um.

Our results confirm G. diazotrophicus ability to endophytically colonize A. thaliana
plants and its tendency to concentrate within root xylem at the late stages of plant-

bacteria association.
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Plant defense is activated by the plant-bacteria association, affecting plant growth

at initial stages and restricting bacterial colonization of leaves

The negative effect on plant growth observed during the initial stages of G.
diazotrophicus - A. thaliana association, at 28 dpi (Fig. 1), leads us to hypothesize that G.
diazotrophicus inoculation triggers plant defenses. To test this hypothesis, NahG
transgenic (defective in SA-associated defense) and Col-0 (wild-type) plants were
inoculated with the GD-Kan strain. Plant-growth promotion and bacterial population levels
were measured and compared at 28 and 50 dpi. Figure 5a shows that NahG transgenic
plant growth was increased by G. diazotrophicus at 28 dpi, unlike the growth inhibition
observed in inoculated Col-0 plants. There was an increase of 89.7% in shoot fresh
weight and 79.2% in root for inoculated NahG plants. However, at 50 dpi, both Col-0 and
NahG plants presented growth-promotion induced by bacterial inoculation. Even at this
time point, the size of NahG inoculated plants was greater than that observed for Col-0
inoculated plants (Fig. 5b).

Bacterial counting by colony forming units (CFU) assay in root tissues, at 28 days,
showed that the bacterial concentration in NahG plants was higher than Col-O0.
Interestingly, leaves of NahG plants showed a bacterial concentration of 10° CFU/qg,
unlike the result obtained for Col-0, in which the microorganisms were detected in very
low amount (Fig. 5c).
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roots and shoots at 28 and 50 dpi (b). The number of bacteria present on the shoots and roots of Col-0 and
NahG was also examined at 28 dpi (c). Twenty plants from each treatment were used for these analyses.
These experiments were repeated three times with similar results. Error bars represent the standard
deviation. Significant differences between treatments are represented by * (ANOVA, p < 0.05).

Analyzes of dry weight confirmed the effect of G. diazotrophicus on NahG plants in
promoting growth. The dry mass value obtained in shoots of inoculated plants was three
times the value found in non-inoculated plants (Fig. S3a). Similarly, the root dry mass
value showed increase of 74.4% in inoculated plants compared to non-inoculated (Fig.
S3b). The Fig. S3c and d show the dry weight data of Col-0 confirming the negative
effect of bacteria in promoting growth in 28 dpi. Together, the results show that, at 28 dpi,
G. diazotrophicus colonization is high enough to have a negative effect on plant growth;

this trend is not observed in non-inoculated plants.
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Fig. S3 Plant growth promotion by G. diazotrophicus GD-Kan strains in A. thaliana wild-type (Col-0) and
NahG lines. Seven day old seedlings were inoculated with 10° CFU mL™ of GD-Kan. At 28 and 50 dpi dry
weight of roots and shoots was the quantified. Twenty plants from each treatment were used for these
analyses. Experiments were repeated three times with similar results. Error bars represent the standard
deviation. Significant differences between treatments are represented by * (ANOVA, p < 0.05).

Additionally, our results demonstrated that plant growth retardation, observed at
the initial stages of G. diazotrophicus-A. thaliana (Col-0) association, is a consequence of
the activation of plant defense system. SAR-associated plant defenses also limit bacterial

colonization of A. thaliana leaves.
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DISCUSSION

Plants live in complex environments in which they interact closely with a wide
range of microorganisms (Verhage et al. 2010). Gluconacetobacter diazotrophicus is an
endophytic bacterium found in a number of unrelated monocot and dicot plant species.
The bacterium is capable of promoting plant growth through different mechanisms
including biological nitrogen fixation, phytohormone secretion, mineral nutrient
solubilization and phytopathogen antagonism (Eskin et al. 2014).

During the last decades, several studies have attempted to identify genes and
proteins regulated during G. diazotrophicus-plant associations (dos Santos et al. 2010;
Lery et al. 2011; Galisa et al. 2012; Bertini et al. 2014). However, most of agronomical
relevant plants are slow-growing species with a complex genome, and whose large size
hinders cultivation under controlled environment, which limits the detailed molecular
characterization of plant-bacteria interaction. Rice seedlings have been used to
characterize interaction between plants and bacteria isolated from grasses, including G.
diazotrophicus (Rouws et al. 2010; Meneses et al. 2011; Alquéres et al. 2013). In the
current study, we demonstrated that G. diazotrophicus endophytically colonizes A.
thaliana roots and promotes plant growth. Growth promotion in A. thaliana plants by
inoculation with beneficial bacteria has been reported for several bacteria, such as
Pseudomonas fluorescens, Phyllobacterium brassicacearum STM196, Burkholderia
phytofirmans PsJN, Enterobacter radicincitans DSM 16656 and Bacillus cereus AR156
strains (Mercado-Blanco and Bakker 2007; Niu et al. 2011; Kechid et al. 2013; Brock et
al. 2013; Poupin et al. 2013). In our assays, inoculation with G. diazotrophicus resulted in
increased number of leaves, total leaf area, as well as dry and fresh weight of shoot and
roots.

G. diazotrophicus was also found to enhance whole canopy photosynthesis and
reduce whole canopy transpiration, resulting in improved instantaneous water-use
efficiency. PGPB inoculation effects on photosynthetic capacity have been reported in the
interaction of several plant and bacteria species (Peng et al. 2002; Zhou et al. 2006;
Bhattacharjee et al. 2008; del Amor and Cuadra-Crespo 2012). However, there are few
reports on the benefit in water-use efficiency of endophytic bacteria to host plant. Similar
positive results were obtained for Phyllobacterium brassicacearum STM196
rhizobacteria, which induced water-use efficiency and drought tolerance in inoculated A.
thaliana plants (Bresson et al. 2013). The increase in the photosynthetic rate of

inoculated plants suggests that G. diazotrophicus can stimulate a biochemical pathway
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associated with photosynthetic carbon assimilation as the evaluation of PSII maximum
efficiency using chlorophyll fluorescence (Fv/Fm ratio) showed values above 0.75 (high
maximum photochemical efficiency of PS Il - data not shown). It has been reported that
inoculation with beneficial microorganisms provides an increase in the photosynthetic
rate of the host plant (Peng et al. 2002; Hunt et al. 2005; Khan et al. 2012; Li and Zhang
2015). Our data showed that G. diazotrophicus caused negative effects on whole canopy
transpiration (reduced 15%) in inoculated plants, possibly due to stomatal closure.
According to Peng et al. (2002) inoculation of rice plants had a small effect on stomatal
conductance and a greater effect on net photosynthetic rate (12% increase). Our data
showed that the increase in whole canopy photosynthesis in inoculated plants was about
70%. This result suggests that the G. diazotrophicus colonizing A. thaliana can reduce
the stomatal conductance and, in turn, reduce whole canopy transpiration. However
PGPB did not affect whole canopy photosynthesis, resulting in more instantaneous water
use efficient. These results justify further analysis to identify specific G. diazotrophicus
traits that are responsible for physiological effects in the host plant.

G. diazotrophicus colonize a wide variety of crops, including maize (Riggs et al.
2001; Cocking et al. 2006), sorghum (Luna et al. 2010), tomato (Cocking et al. 2006),
wheat (Youssef et al. 2004; Cocking et al. 2006; Luna et al. 2010), among others.
Several different inoculation methods have been used to successfully introduce G.
diazotrophicus into crop plants (Eskin et al. 2014). We demonstrated that G.
diazotrophicus survives and multiplies within A. thaliana root tissues even at 50 dpi. In
the early stages of interaction, bacterial cells were observed on the root surface and
around the root epidermal cells. Our results also suggested intracellular localization of
bacteria, but more detailed analyzes, including transmission electron microscopy and
study of colonization dynamics may elucidate this hypothesis. Studies in sugarcane also
showed that some bacterial entered root cells but these bacteria appeared to be
subsequently lysed by the host (James et al. 1994; James and Olivares 1998).
Differently, at 50 dpi, the bacterium was observed only within root xylem vessels at
concentrations below those observed at 14 dpi and 28 dpi. This data is consistent with
the results found by Luna et al. (2010) where by inoculating sorghum and wheat seeds
with G. diazotrophicus was observed that endophytic population remained at 6.0-6.5 log
CFU g* (fresh weight) for more than 7 days. After that, endophytic population decreased
to the level of 5.5 log CFU g™ (fresh weight) and remained constant until the end of the
experiment. In studies of growth promotion in tomato by G. diazotrophicus, it was
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observed that the endophytic population remained at 5.0-6.0 log CFU g™ (fw) for the first
7 days. After that, the population showed fluctuations varying between 4.0 and 6.0 log
CFU g™ (fw) along the observation period (Luna et al. 2012). We speculate that as the
association progresses, the bacterial population reduces, probably as consequence of
plant defense system activation. In sugarcane it was showed that G. diazotrophicus
colonized the intercellular spaces of the root and xylem vessels at the base of the stem
(James et al. 1994). As seen in our analysis, the bacteria do not appear to be sufficiently
numerous to block the vessels (James and Olivares 1998).

The colonization of A. thaliana by G. diazotrophicus was previously addressed by
Cocking et al. (2006), where it was performed through seed germination in culture
medium containing the bacteria followed by cultivation in MS medium. Their study
showed seedling colonization by G. diazotrophicus, at 7 and 14 dpi. However, they did
not observe beneficial effects such as plant growth promotion. Actually, our data shows
that plant-growth promotion can be observed only at late stages of plant-bacterium
interaction, after 28 dpi. In our assays, we did not observe “Symbiosome-like” structures
within root cell cytoplasm as described by Cocking et al. (2006). Possibly, such structures
are produced under the specific experimental conditions used by these authors.

During the first 28 dpi, inoculated plants grew slower than non-inoculated controls.
Similarly, Wang et al. (2005) observed that P. fluorescens promoted growth inhibition in
A. thaliana plants in the first days after inoculation and promoted growth only at
subsequent stages. A possible explanation is that plant immune response, at the early
association stages, results in lower plant growth compared to non-inoculated plants.
Growth inhibition by activation of plant immune response has been reported in several
studies (Hua et al. 2001; Shirano et al. 2002; Zhang et al. 2003; Yang and Hua 2004).
Among the plant defense mechanisms, SA-mediated pathways play an essential role
against bacterial colonization (Durrant and Dong 2004). To test this hypothesis we used
the NahG transgenic A. thaliana plants for inoculation with G. diazotrophicus. This plant
material is defective in defense by expressing the gene NahG, a bacterial salicylate
hydroxylase that degrades SA produced by the plant, preventing SAR triggering. In
contrast to wild-type plant (Col-0) observations, NahG plant growth was not repressed at
28 dpi. Indeed, plant growth was induced by bacterium in such plants, confirming the
participation of SA-associated defense mechanism in growth inhibition during the initial
stages of bacterial association with A. thaliana.

CFU analysis revealed consistent bacterial concentration levels in root and leaves
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tissues of NahG plants, unlike those observed for Col-0, in which the bacteria
concentrates mostly within root tissue. This data suggest that plant growth was induced
by bacterium in NahG plants and SA-mediated pathway participates in the prevention of
the bacterial colonization process of leaves in wild-type A. thaliana. Interestingly, at 28
dpi, non-inoculated NahG plants showed lower growth than wild-type. This effect was
attenuated when these plants were inoculated with bacteria. We can speculate that the
growth condition used in this study were restrictive for the development of NahG plants at
this developmental stage. In this context, the colonization by G. diazotrophicus alleviated
this inhibition. The ostensibly positive effect of leaves colonization by G. diazotrophicus
on growth, during the first four weeks, might be due to the compensation of a specific
defect in leaves of NahG plant. Further testing to characterize gene expression may
confirm the activation of the pathway in this specific defense.

Our findings on A. thaliana colonization and plant growth promotion by G.
diazotrophicus open interesting prospects to significantly expand the analysis of
molecular mechanisms activated during the plan-microbe interaction, in complement to
data obtained from inoculation of native hosts. A. thaliana plants can be easily
manipulated to study plant—-endophyte interactions, enabling further analyses of
molecular mechanisms that positively and negatively regulate this process.

Genomic, transcriptomic and proteomic analyses have revealed a wide range of
plant molecular responses to G. diazotrophicus inoculation in plants (Carvalho et al.
2011; Lery et al. 2011; Alquéres et al. 2013; Vargas et al. 2014). However, difficulty on
carrying multiple and simultaneous experiments under controlled conditions, during the
full life cycle of most host plants, have generated fragmentary comparative data which in
turn has impaired rapid understanding and kept relevant questions unclear. Thus, the use
of A. thaliana and its various available mutants will enable analyses of different plant
mechanisms involved in G. diazotrophicus interaction, including: SA-mediated innate
immune pathways, hormone synthesis and perception, and production of defense
compounds. Interesting findings should be confirmed from inoculation of native hosts.
Additionally, this will enable further studies on effectiveness of plant-endophytic
bacterium association in biocontrol of pathogens and its role in plant protection against

environmental stresses.
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CONCLUSIONS

Gluconacetobacter diazotrophicus endophytically colonizes A. thaliana roots and
promotes plant growth by enhancing whole-plant photosynthesis and improving
instantaneous whole canopy water-use efficiency. Our results point to the importance of
plant defense in controlling endophytic population. Although further analysis in native
hosts are necessary, our data indicate that A. thaliana is useful for molecular studies on
specific traits of the interaction between plants and plant-growth-promoting bacteria,

especially those involving G. diazotrophicus.
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CAPITULO II:

Participacéo das vias hormonais na promoc¢ao do crescimento e ativacdo do mecanismo de
defesa vegetal de Arabidopsis thaliana durante interacdo com Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5
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RESUMO

A utilizacdo de grandes quantidades de fertilizantes quimicos industrializados
representa importante componente dos custos de producgéo das lavouras, além de gerar
prejuizos ao meio ambiente. PGPB podem melhorar o desempenho vegetal, operando
através de vias fisioldgicas, moleculares e bioquimicas. G. diazotrophicus é uma bactéria
diazotréfica endofitica que produz fitormbnios e coloniza varias espécies vegetais,
promovendo seu crescimento. Tal microrganismo constitui um interessante modelo de
estudo para bactérias tropicais promotoras do crescimento vegetal. Neste trabalho, nos
buscamos elucidar as principais vias hormonais e de defesa em A. thaliana que séo
reguladas por G. diazotrophicus e analisamos o efeito de mutacbfes nas mesmas no
ambito da promogé&o do crescimento vegetal. Amostras de plantas inoculadas e néo-
inoculadas com G. diazotrophicus, foram submetidas a analises transcriptdmicas (RNA-
seq) e 0s conjuntos génicos regulados em folhas da roseta e em raizes foram
analisados. Adicionalmente, plantas de diferentes gendtipos foram inoculadas e a
localizacdo da bactéria foi determinada por microscopia de epifluorescéncia. Também
foram realizadas andlises anatdmicas e morfolégicas para verificar o efeito da bactéria
na promoc¢ao do crescimento vegetal. Uma analise global das alteracdes transcricionais
revelou que G. diazotrophicus interfere diretamente nos processos biologicos vegetais,
regulando de modo diferenciado genes relacionados com aspectos importantes como
metabolismo do nitrogénio, resposta a estimulos e vias de producéo/percep¢do. Dentre
0s 20 genes induzidos no tecido radicular, 7 fazem parte da via de ABA e 6 atuam na via
de JA. Em folhas metade dos genes participantes de vias hormonais que foram
induzidos atuam diretamente na via de SA. Muta¢cOes nestas vias alteram a capacidade
da bactéria em promover o crescimento da planta, embora os niveis de colonizacao
bacteriana tenham sido similares entre os gendtipos testados. O mutante ein 2.1 e a
linha transgénica NahG foram as que apresentaram maior efeito da bactéria no ambito
da promocdo do crescimento. No mutante ein 3.1 a bactéria ndo interferiu no
crescimento vegetal e em aux 1.7 sua presenga ocasionou uma inibicdo do crescimento.
Este trabalho, portanto, abre interessantes perspectivas para o estudo dos mecanismos
moleculares que envolvem a interacdo entre plantas e PGPB, visando maior

esclarecimento sobre as principais vias reguladas durante a interacao.

PALAVRAS-CHAVES: G. diazotrophicus, Hormonios, Promog&do do Crescimento

Vegetal, Sistema Imune, A. thaliana.
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INTRODUCAO

Bactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPB) vém sendo aplicadas em
sistemas agricolas nos ultimos 50 anos por favorecerem o desenvolvimento das plantas
e proporcionar protecdo contra varios patdogenos (Singh et al. 2011; Timmusk et al.
2014). PGPB associam-se com as raizes das plantas hospedeiras, sendo capazes de
solubilizar fosfato, zinco e fosforo, reduzir o estresse causado por etileno, produzir
fitormbnios, vitaminas e sideréforos e modular a atividade patogénica, além de atuar na
biorremediacédo de solos contaminados (Berg 2009; Burgess et al. 2009; Compant et al.
2010; Hardoim et al. 2008; He et al. 2010; Kumar et al. 2009; Zaidi et al. 2006; Zhuang et
al. 2007). Adicionalmente, o suprimento de nitrogénio fornecido pela fixacdo biol6gica
exercida por PGPB vem assumindo um papel de grande importancia para a
sustentabilidade da agricultura, visto que representa uma alternativa ao emprego de
fertilizantes sintéticos nitrogenados (Madhaiyan et al. 2006).

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria endofitica promotora do
crescimento vegetal que coloniza diversas espécies de importancia econémica como
cana de acucar, café, batata-doce, banana, abacaxi, cenoura, rabanete, beterraba e
arroz (Baldani et al. 1997; Reinhold-Hurek and Hurek 1998; Saravanan et al. 2008). Sua
capacidade em promover o crescimento vegetal se da principalmente pelos mecanismos
de fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de zinco e fosforo e controle de
fitopatdogenos (Hardoim et al. 2008; Intorne et al. 2009; Muthukumarasamy et al. 2000;
Pifibn et al. 2002). Além disso, G. diazotrophicus € capaz de produzir hormonios
reguladores do crescimento vegetal, como as auxinas (Fuentes-Ramirez et al. 1993) e
giberelinas (Bastian et al. 1998).

Fitormbnios sdo pequenas moléculas essenciais para a regulacdo do
crescimento, desenvolvimento e defesa vegetal que, em baixas concentracdes, atuam
como sinalizadores (Pieterse et al. 2009). Ao serem produzidos por bactérias que
interagem com plantas, podem induzir a expressao de genes especificos no hospedeiro
(Pieterse et al. 2014; Robert-Seilaniantz et al. 2011). As respostas de defesa local e
sistémica, ativadas por microrganismos, sao controladas por uma rede de sinalizagdo na
gual os hormdnios acido salicilico, acido jasmoénico e etileno desempenham papéis
importantes (Glazebrook 2005; Balbi e Devoto 2008). Resisténcia sistémica induzida
(ISR) desencadeada por microrganismos benéficos muitas vezes € regulada por vias de
sinalizacdo dependentes de acido jasmoénico (JA) e etileno (ET), podendo também

estimular a defesa vegetal contra patdgenos (Pozo et al. 2008).
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O envolvimento de muitos dos reguladores do crescimento na imunidade vegetal
sugere que os mecanismos de controle do crescimento, desenvolvimento e defesa da
planta estdo interconectados numa complexa rede de comunicacao e vias de sinalizacao
hormonal (Pieterse et al. 2009). Através do uso de mutantes defectivos nas vias de JA e
ET o papel destes reguladores na defesa induzida por algumas bactérias benéficas tem
sido elucidado (Pieterse et al. 2014). Diversos estudos acerca de ISR mediada por
PGPB como Pseudomonas, Serratia e Bacillus vém sendo conduzidos, gerando
progresso na compreensao das bases moleculares que desencadeiam a sinalizagéo e
expressao da defesa vegetal por PGPB, especialmente em Arabidopsis thaliana, que é
considerada uma espécie modelo (de Vleesschauwer and Hofte 2009; Franken 2012;
Kloepper et al. 2004; Pozo and Azcon-Aguilar 2007; Van der Ent et al. 2009; Van Loon
and Bakker; Walters et al. 2013).

Nosso trabalho recente revelou que G. diazotrophicus coloniza raizes de A.
thaliana de modo endofitico, promove 0 seu crescimento e melhora os aspectos
fisiologicos. Além disso, a bactéria ativa o sistema de defesa vegetal nas fases iniciais
da interagdo (Rangel de Souza et al., in press). Apesar de haver trabalhos mostrando a
participacdo das vias hormonais e de defesa entre A. thaliana e enddfitos (Mavrodi et al.
2011; Weller et al. 2012; Zamioudis and Pieterse 2012), o estudo da ativacdo do sistema
imune e da regulacéo de vias hormonais por bactérias que tém importancia agronémica
permanece pouco explorado.

No presente trabalho, a principais vias moleculares envolvidas na resposta de
plantas de A. thaliana a colonizacdo por G. diazotrophicus foram analisadas. Para tanto,
o perfil de expressao génica em raizes e folhas de plantas inoculadas foi caracterizado
através de analise transcriptdbmica comparativa, via sequenciamento de RNA total em
larga escala (RNAseq). Os resultados obtidos revelaram inducdo de varias vias de
regulacdo de processos bioldgicos, destacando-se as vias relacionadas com transporte
e metabolismo de compostos nitrogenados, imunidade vegetal e vias hormonais. A
relevancia de vias hormonais especificas foi confirmada através de ensaios de
inoculacdo da bactéria em mutantes de A. thaliana defectivos para a
producéo/percepcdo de hormdnios, seguida de analise da eficiéncia em colonizar e

promover o crescimento vegetal.
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MATERIAL E METODOS

e Cepas Bacterianas

Gluconacetobacter diazotrophicus PALS foi obtida a partir da Cole¢ao de Culturas
pertencente a Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), localizada em
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

A cepa de G. diazotrophicus resistente a canamicina (GD-Kan) contém o
transposon Tn5 < R6Kyori/KAN-2 inserido em uma regiéo intergénica do genoma, tendo
sido obtida a partir do screening de uma biblioteca de insercdo de transposons (Intorne
et al. 2009).

A cepa de G. diazotrophicus marcada com proteina de fluorescéncia vermelha
(GD-F) foi obtida a partir da eletroporacdo com o plasmideo DsRed-pDE1001. A
construcdo deste plasmideo foi obtida a partir da digestdo do plasmideo DsRed-pAA100
(Denecke et al. 1992) com a enzima de restricAo EcoRI (corte simples) seguida de
ligacdo ao plasmideo pDE1001 (Aertsen et al. 2008) previamente digerido com a mesma
enzima. O produto da ligacdo foi eletroporado em E. coli DH5a. Colbnias de
fluorescéncia vermelha contendo o plasmideo fundido foram crescidas em meio LB
contendo ampicilina (60 ug mL™) e a cultura foi submetida & extracdo plasmidial. O
plasmideo obtido foi usado para eletroporar G. diazotrophicus e colbnias positivas foram
selecionadas em meio de cultura contendo estreptomicina (Intorne el al. 2009). A
fluorescéncia vermelha foi confirmada usando um transluminador DarkReader® DR-45M
(Dark Reader — Clare Chemical Research).

Andlise comparativa entre a cepa resistente a canamicina (GD-Kan), cepa DsRed
fluorescente (GD-F) e o tipo selvagem revelou que ambas apresentam comportamento
semelhante, evidenciado por suas curvas de crescimento e resisténcia a diferentes
estresses. Adicionalmente, as cepas utilizadas apresentaram efeitos similares durante a
interacdo com plantas e foram detectadas nas mesmas concentracfes nos tecidos

radiculares por testes de colonizacédo (Rangel de Souza et al. 2015).

e Condicdes de cultivo bacteriano

Colonias isoladas de G. diazotrophicus cepa PAL5 (GD-Kan e GD-F) foram
crescidas em meio DYGS (composicdo em g L™Y): glicose 2.0, extrato de levedura 2.0,
peptona 1.5, K;HPO,4 0.5, MgS0,4.7H,0 0.5 e acido glutamico 1.5 (Rodrigues Neto et al.
1986) sob temperatura de 30 °C e agitacdo de 180 rpm (Cavalcante and DoObereiner
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1988). Canamicina (50 pg mL™) foi adicionado ao meio para cultivo da cepa de G.
diazotrophicus resistente a canamicina (GD-Kan). Canamicina e estreptomicina (50 ug

mL™) foram adicionados ao meio para cultivo da cepa DsRed fluorescente (GD-F).

e Material vegetal e condi¢cdes de cultivo

Foram utilizadas sementes de Arabidopsis thaliana (Columbia-0, tipo selvagem) e
genotipos contendo afetacdes nas vias hormonais (abi4, jarl, aux 1.7, ein 2.1, ein 3.1,
NahG, nprl e sid 2.2), as quais foram gentilmente cedidas pelo Dr. Frederick Ausubel
(Harvard Medical School, Boston, MA, USA). Tais sementes foram germinadas em
placas de Petri contendo meio Murashige and Skoog (MS) meia forca, com sacarose
0.5% e tampdo MES 0.05% sob temperatura de 23 °C, 60% de umidade relativa, 70
umol m? s de energia luminosa (fotoperiodo de 12h) durante 7 dias. Plantulas de A.
thaliana foram transferidas para recipientes contendo o substrato comercial West
Garden, que foram irrigados com solu¢cédo de Hoagland 25% (Hoagland and Arnon 1950)

a cada dois dias durante 50 dias.

e Ensaios deinoculacao e colonizacéo

G. diazotrophicus cepa PAL5 (GD-Kan e GD-F) foram cultivadas em meio liquido
DYGS e centrifugadas a 80 rpm. Apds descartar o sobrenadante as células foram
lavadas duas vezes em agua ultrapura estéril. As células foram ressuspensas em agua
estéril na concentracao final 0.01, em densidade ética de 600 nm [equivalente a 1 x 10°
unidades formadoras de col6nia (CFU) mL™]. Vinte mL de in6culo foram aplicados as
placas de Petri contendo plantulas de A. thaliana de sete dias de idade, previamente
germinadas e cultivadas em meio Murashige and Skoog (MS) meia forca. A mesma
guantidade de agua ultrapura estéril foi aplicada as plantulas ndo-inoculadas, como
controle. Apés 3h de incubacdo a suspensao bacteriana foi substituida por agua estéril.
Em seguida, as plantulas foram transferidas para potes de cultivo contend o substrato

commercial West Garden e cultivadas como previamente descrito.

e Analises morfoldgicas
O numero de folhas da roseta foi contabilizado e o total de massa fresca e seca
da roseta foliar e do sistema radicular foi determinado. A massa fresca foi mensurada
usando uma balanca de precisdo imediatamente apds a coleta. Em seguida, o material
foi seco em estufa a 60 °C por 24 h e a massa seca foi determinada. Vinte plantas de
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cada tratamento foram utilizadas nestas analises. O efeito da colonizagdo por G.
diazotrophicus PAL5 na promocéo do crescimento de plantas de A. thaiana foi avaliado
aos 50 dias de cultivo apdés a inoculacdo. A éarea foliar foi mensurada usando um
medidor de area foliar (LI-3100C, Licor, USA).

e Microscopia de epifluorescéncia

Aos 50 dias ap6s a inoculacao (dpi), cinco plantas do mesmo tamanho foram
utilizadas para analise de microscopia de epifluorescéncia. Regides de 3.0 cm de
comprimento, retiradas de um ponto intermediario da raiz (3.0 cm de distancia da ponta
da raiz) foram analisadas. O material foi cuidadosamente lavado e seguiu para preparo
das laminas para visualizagcdo. As amostras foram visualizadas em microscépio de
epifluorescéncia (Zeiss Axiovert 200; Carl Zeiss, Jena, Germany) acoplado a um sistema
de gravacéo digital com excitagcéo de luz verde (568 nm; 640 £ 60 nm filtro de emissao)

para visualizar a cepa DsRed fluorescente.

e Determinacado da populacdo microbiana nos tecidos vegetais

A andlise de colonizacdo foi realizada aos 50 dias apds a inoculagdo. Foram
retirados dois discos foliares da roseta (0.5 cm de diametro) e uma sec¢édo de 1.0 cm de
comprimento da raiz para analise de CFU. Foram utilizadas dez plantas de cada
tratamento. As amostras de folhas foram desinfestadas superficialmente pela imerséo
em etanol 70% durante 3 min seguida de lavagem em agua ultrapura 3 vezes. As raizes
foram removidas do substrato, lavadas em agua ultrapura e imersas em cloramina-T 1%
durante 1 min e novamente lavadas 3 vezes em 4gua ultrapura estéril. As amostras
foram entdo maceradas em agua ultrapura e diluidas de forma seriada. Em seguida, tais
amostras foram plagueadas em meio LGI-P solido (Cavalcante and Dobereiner 1988;
Reis et al. 1994) contendo (in g L™): 100.0 sacarose; 0.2 K;HPO,; 0.6 KH,POy; 0.2
MgS0O4.7H,0; 0.2 CaCl,.2H,0; 0.002 Na;M004.H,0; 0.01 FeCl3.6H,0; 5.0 mL azul de
bromotimol 0.5% em 0.2M KOH; 15.0 agar. Canamicina (50 pg.mL™) foi adicionada ao
meio de cultivo. O pH do meio foi ajustado para 5.5 e as placas foram incubadas sob

temperatura de 28 °C durante 4 dias.

e Preparo das amostras, constru¢cdo da biblioteca de cDNA e
sequenciamento por lllumina
As amostras de tecidos da raiz e de folhas da roseta, obtidas apds a coleta, foram

maceradas em nitrogénio liquido e entdo submetidas a extracdo de RNA utilizando o
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‘RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), de acordo com o protocolo e as especificagdes do
fabricante. Apds a extracdo, a qualidade e quantidade de RNA foi determinada atraves
da leitura em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). As amostras foram tratadas com
RNase-free DNAse | (Fermentas Life Sciences, Hanover, MD). A integridade do RNA foi
confirmada usando o 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) com um valor minimo de
oito. Duas misturas de quantidades iguais de trés amostras de RNA de raiz de
Arabidopsis para analise do transcriptoma foram preparadas a partir de cada tratamento
usando o kit lllumina, seguindo as recomendacdes do fabricante. O RNAm foi purificado
a partir de 30 ug de RNA total usando Sera-mag Oligo (dT) Magnetic Beads (lllumina) e
fragmentado em pequenos pedacos usando cations divalentes sob elevada temperatura.
cDNA de cadeia dupla foi entdo sintetizado usando o Kit de Sintese SuperScript
(Invitrogen, Camarillo, CA) com iniciadores (lllumina). Estes fragmentos de cDNA
passaram por um processo de reparo final, fosforilacdo e ligacdo de adaptadores. Os
produtos foram subsequentemente purificados e amplificados por PCR para criar a
tltima biblioteca de cDNA. O tamanho do inserto da biblioteca foi de aproximadamente
200 pb. A biblioteca de cDNA foi sequenciada no lllumina HiSeq ™ 2000 e ambas as
extremidades das inser¢gbes foram sequenciadas. O sequenciamento do transcriptoma
(RNA-Seq) foi realizado no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em
Ciéncias da Vida (LaCTAD) na Unicamp.

eAndlise da interacéo entre genes

A andlise dos transcritos obtidos apdés o sequenciamento foi feita utilizando o
banco de dados STRING 9.1, por meio da ferramenta GO Biological Processes. As
informacfGes obtidas foram organizadas em planilhas para geracdo dos graficos
relacionados aos principais processos bioldgicos nos quais 0s genes analisados
participam. Adicionalmente, o banco de dados STRING 9.1 prevé uma rede de interacao
entre as proteinas para genes induzidos e reprimidos em raiz e folhas de A. thaliana

inoculadas com G. diazotrophicus PALS5.

e Analises Estatiticas
Os dados foram analisados usando analise de variancia (ANOVA) e o teste de
Tukey foi usado para comparar a significancia entre grupos distintos ao nivel de 5%. As
andlises foram realizadas usando o software Assistat 7.0 Beta.
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RESULTADOS
G. diazotrophicus interfere naregulacéo biolégica de A. thaliana

Nosso trabalho anterior revelou que G. diazotrophicus coloniza e promove o
crescimento de plantas de A. thaliana tipo selvagem (ecétipo Columbia-0). A partir desse
sistema torna-se interessante e viavel analisar os mecanismos vegetais envolvidos nesta
interacdo, incluindo as vias de resposta imune, sintese e percepcdo de horménios e
producdo de compostos de defesa. Para caracterizar as consequéncias funcionais de
alteracbes no padrdo de expressdao de genes associados com a inoculacdo de A.
thaliana com G. diazotrophicus, o perfil de expressao génica em tecidos de raizes e
folhas da roseta de plantas inoculadas foi caracterizado através de sequenciamento de
RNA total em larga escala (RNAseq).

Os resultados de transcriptdmica mostraram que a inoculagcédo de A. thaliana com
G. diazotrophicus causou a inducdo de 241 genes em tecidos de folhas e 265 genes no
sistema radicular. Outro conjunto génico foi regulado negativamente, gerando repressao
de 441 genes nas folhas e 233 genes na raiz.

O conjunto de genes diferencialmente expressos foi analisado por meio do
software STRING 9.1, usando a ferramenta GO Biological Process. A analise global das
alteracdes transcricionais ocorridas nas plantas inoculadas revelou que a bactéria
interfere diretamente nos processos biolégicos vegetais, ativando e reprimindo diversos
genes relacionados com aspectos importantes como metabolismo do nitrogénio,
resposta a estimulos, vias de producéo/percepcdohormonal e vias de resposta imune
(Fig. 1 e 2). Dentre os genes induzidos, é possivel observar que em raizes 0s quatro
grupos de processos biologicos onde houve maior nivel de inducdo foram “processos
celulares”, “processos metabdlicos”, “resposta a estimulos” e “regulagao biolégica”. Em
tecidos foliares os quatro grupos de processos biolégicos com maior nimero de genes
induzidos foram “processos celulares”, “processos metabdlicos”, “resposta a estimulos” e
‘resposta a estresses” (Fig. 1a).

A andlise do transcriptoma dos tecidos foliares e radiculares de A. thaliana apés
inoculacdo com G. diazotrophicus, revelou a ativacdo de importantes vias relacionadas
com bactérias promotoras do crescimento vegetal, tais como transporte e metabolismo
de nitrogénio e fitormbnios. Dentre 0s genes relacionados com resposta a compostos
nitrogenados em tecidos radiculares houve inducdo dos genes NRT2.4, NIR1,

ATNRT2:1 e NRT1.5. Estes formam uma rede interconectada que codifica proteinas
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transportadoras de nitrato, as quais participam de processos metabdlicos diretamente
relacionados com compostos nitrogenados (Fig. 1b). J& em folhas da roseta houve
inducdo de apenas do gene NRT1.5, o qual € comumente expresso devido & presenca
de compostos nitrogenados e ativacdo de processos metabdlicos a eles relacionados
(Fig. 1c).
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Fig. 1 Proporc@es de genes induzidos e a classificagdo dos mesmos quanto aos processos bioldgicos dos
quais participam em tecidos de raiz e folhas de plantas de A. thaliana tipo selvagem apés a inoculacao
com G. diaztrophicus PAL5 (GD-Kan) (a). Transportadores de nitrato induzidos nos tecidos de raiz (b) e
folhas (c). As esferas apresentadas na rede representam as proteinas com sua estrutura tridimensional,
enquanto as bordas da rede (arestas que conectam as esferas) representam as associa¢fes funcionais
previstas entre as proteinas. A cor de cada uma das arestas representa o tipo de evidéncia que existe
para cada interagcdo: aresta amarela indica evidéncia resultante da mineracdo de dados existentes na
literatura, aresta verde indica a proximidade de localizacdo das proteinas no organismo analisado,
enquanto a aresta azul indica evidéncias relacionadas com informacdes disponiveis em banco de dados
Os dados foram obtidos por meio de uma analise dos transcritos feita no banco de dados STRING 9.1,
usando a ferramenta GO Biological Processes.
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Em relacdo aos genes que sofreram represséo, observou-se que em ambos o0s
tecidos analisados uma quantidade similare de genes relacionados com comunicagao
celular foi reprimida, conforme pode ser visto na Figura 2. Os Unicos aspectos em que 0
namero de genes reprimidos em tecidos radiculares foi superior ao nimero de genes de
tecidos foliares foram “resposta a estresses” e “defesa”. No que concerne aos demais
aspectos o conjunto de genes reprimidos € menor nos tecidos radiculares se comparado

a quantidade de genes que sofreu represséo nas folhas.
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Fig. 2 Proporgdes de genes reprimidos e a classificacdo dos mesmos quanto aos processos biologicos
dos quais participam em tecidos de raiz e folhas de plantas de A. thaliana tipo selvagem apds a inoculagdo
com G. diaztrophicus PAL5 (GD-Kan). Os dados foram obtidos por meio de uma analise dos transcritos
feita no banco de dados STRING 9.1, usando a ferramenta GO Biological Processes.

Uma analise comparativa das figuras 1 e 2 revela que houve um maior nivel de
inducdo do que de repressdo dos genes relacionados com a regulacdo biolégica em
tecidos radiculares. Isto sugere que a presenca da bactéria interfere na ativacdo da
expressao génica em varios sistemas. Com excecdo dos genes relacionados com
resposta a estresses, em todos 0s processos biologicos analisados o niumero de genes
induzidos em raiz foi superior ao de genes reprimidos. Interessantemente, a quantidade

de genes envolvidos com crescimento vegetal que foram induzidos é trés vezes maior
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do que a de genes reprimidos. Nos tecidos foliares, o nimero de genes envolvidos com
processos celulares que foi induzido é consideravelmente menor que 0 numero de
genes reprimidos, relacionados com 0S mesmos aspectos.

O envolvimento destas vias metabdlicas fornece uma base para a identificacdo
adicional dos genes envolvidos com aspectos relevantes no estudo da resposta de

defesa ativada por G. diazotrophicus durante a interacdo com A. thaliana.

G. diazotrophicus ativa a resposta imune vegetal

De acordo com os dados de expressédo génica obtidos, em raiz e folhas houve
inducdo de alguns genes relacionados com o sistema de imunidade vegetal (Fig. 3).
Foram induzidos 15 genes de resposta de defesa vegetal em raizes e 17 genes nos
tecidos foliares. O numero de genes reprimidos foi menor, sendo apenas 4 em raizes e 3
em folhas (Fig. 3a). A partir da identificacdo dos genes relacionados com a resposta de
defesa tanto em tecidos radiculares quanto nas folhas, foi possivel gerar uma rede de
interacdo entre as proteinas correspondentes aos transcritos induzidos, a fim de avaliar
a integracdo das mesmas no processo de resposta imune vegetal. As proteinas
apontadas nesta rede sdo aquelas que atuam nos processos relacionados com a defesa
da planta, desencadeada pelo contato com microrganismos.

A relagdo existente entre as proteinas envolvidas com a defesa em raiz pode ser
vista na figura 3b, enquanto a abordagem do mesmo aspecto em tecidos de folhas é
apresentada na figura 3c. Em tecidos radiculares boa parte dos genes interage
fortemente entre si na ativacdo da resposta de defesa vegetal. Entretanto, nas folhas o
nivel de interacdo entre os genes envolvidos com a resposta imune da planta parece ser
menor, havendo 7 genes néo interligados com os demais. Estes dados foram obtidos a
partir do software STRING verséo 9.1, o qual integra informacgdes acerca de interacdes
existentes entre proteinas conhecidas. As interacdes incluem associacfes diretas
(fisicos) e indiretas (funcionais), que séo derivadas de quatro fontes: contexto gendémico,

experimentos de alto rendimento, co-expresséo, e conhecimento prévio.
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indica evidéncias experimentais sobre a relacédo entre as proteinas, aresta azul turquesa indica evidéncia
sobre a relagdo entre as proteinas baseada em informacdes disponiveis em banco de dados, aresta
amarela indica evidéncia resultante da mineracao de dados existentes na literatura e aresta cinza indica a
existéncia de homologia entre as proteinas relacionadas. Os dados foram obtidos por meio de uma analise
dos transcritos feita no banco de dados STRING 9.1, usando a ferramenta GO Biological Processes.
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Estes resultados sugerem gue a resposta de defesa é desencadeada em ambos
os tecidos. Apesar de G. diazotrophicus ser uma bactéria benéfica, ocorre ativacdo do
sistema de defesa da planta apds o inicio da interacdo. Sua acdo ndo ocorre apenas
sobre genes individuais, mas sim sobre uma rede especifica de proteinas responsaveis

por desencadear uma resposta de defesa que difere entre os tecidos de folha e raiz.

G. diazotrophicus modula as vias hormonais associadas a resisténcia sistémica
induzida (ISR) em A. thaliana

Um dos mecanismos utilizados por G. diazotrophicus para promover o
crescimento vegetal é a producédo de fitormbnios, mas sabe-se que estas moléculas
também atuam na regulacéo da resisténcia sistémica induzida (ISR). Nossos resultados
mostram que a regulacéo das vias hormonais ativada por G. diazotrophicus difere entre
os tecidos vegetais analisados, embora a resposta de defesa seja induzida em ambos. A
modulacao das vias hormonais de A. thaliana desencadeada pela inoculacdo com G.
diazotrophicus ocorre através da inducéo e repressao de diferentes genes relacionados
com producdo/percepcdo de auxina (AUX), etileno (ET), acido jasménico (JA), &cido
absisico (ABA) e acido salicilico (SA). Em raizes, os genes relacionados com JA e ABA
foram fortemente induzidos, enquanto em folhas destacaram-se 0s genes da via de SA.
Dentre os 20 genes induzidos em raiz, diretamente relacionados com horménios, 7
fazem parte da via de ABA e 6 atuam na via de JA. Em tecidos foliares, metade dos
genes participantes de vias hormonais que foram induzidos atua diretamente na via de
SA (Fig.4a).

A andlise da interacdo entre as proteinas correspondentes aos genes
relacionados com vias hormonais, induzidos em raizes de plantas inoculadas com G.
diazotrophicus mostrou que tais proteinas atuam de forma integrada. Apenas o0s genes
YUC5, AT1G75590 (relacionados com producdo de AUX), IRX1 (induz resisténcia contra
microrganismos via ABA) TGG2 e AGP31 (relacionado com producdo de JA) nédo
interagem diretamente com as demais proteinas participantes das vias hormonais
induzidas em raiz (FIg. 4b). As proteinas participantes das vias hormonais ativadas pela
presenca de G. diazotrophicus em folhas pouco interagem entre si. Apenas as proteinas
TAT3 (responsiva a JA) EDS16, FMO1 e ANK (induzidas pelo aumento no nivel de SA)

parecem estar interligadas (Fig. 4c).
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Fig. 4 Andlise do nimero de genes relacionados com os principais fitorménios e da interacdo existente
entre eles. Varios genes participantes das vias hormonais foram induzidos e reprimidos em tecidos de raiz
e folhas de A. thaliana apoés inoculacdo com G. diazotrophicus PAL5 — GD-Kan (a). A rede de interagao
entre as proteinas induzidas nos tecidos de raiz (b) e folhas (c) foi determinada pelo banco de dados
STRING. O banco de dados STRING 9.1 prevé uma rede de interacdo entre as proteinas, conforme
mostrado na figura, para genes induzidos e reprimidos em raiz e folhas de A. thaliana inoculadas com G.
diazotrophicus PAL5 (GD-Kan). As arestas que conectam as esferas apresentam diferentes cores, as
quais estdo relacionadas com a evidéncia existente em cada interacdo. Aresta verde indica a proximidade
de localizacao das proteinas no organismo analisado e aresta vermelha indica a ocorréncia de fuséo entre
0s genes. J4 a aresta azul royal indica evidéncias de co-ocorréncia, aresta preta indica evidéncias de co-
expressdo, aresta roxa indica evidéncias experimentais sobre a relacdo entre as proteinas, aresta azul
turquesa indica evidéncia sobre a relacdo entre as proteinas baseada em informagdes disponiveis em
banco de dados, aresta amarela indica evidéncia resultante da mineracéo de dados existentes na literatura
e aresta cinza indica a existéncia de homologia entre as proteinas relacionadas. Os dados foram obtidos
por meio de uma andlise dos transcritos feita no banco de dados STRING 9.1, usando a ferramenta GO
Biological Processes.
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Além das diferengas encontradas entre as vias hormonais ativadas por G.
diazotrophicus nos diferentes tecidos de A. thaliana, os niveis de expressao génica
também se mostraram diferenciados. Apesar de haver apenas 3 genes da via de ET
induzidos em raizes, o fator de transcricdo ERF4 apresenta o maior nivel de inducao se
comparado aos demais genes (Fig. 5a). Em folhas nenhum gene foi induzido no mesmo
nivel de ERF4. No entanto, os padrées de inducao para ABA e SA foram superiores aos

observados em tecidos radiculares (Fig. 5b).

3,0 1

JA AUX

SA

|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
v

ABA

0,5

Log, fold change
£
w

3.0 -
SA

il

N O
'» S N
<)0+ <§’ @g “o Q*

ABA
2,5 -

Log, fold change

Jhd
;in" ]

Fig. 5 Analise dos niveis de indugdo dos genes relacionados aos fitormonios em tecidos de raiz (a) e
folhas (b) de plantas de A. thaliana inoculadas com G. diazotrophicus PAL5 (GD-Kan). As barras
representam os valores de inducéo, em log, fold change, obtidos apds sequenciamento.
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Ao analisar o conjunto génico que sofreu represséo, observa-se que em tecidos
de raiz o numero de genes relacionados com as diferentes vias hormonais foi
semelhante, porém nenhum gene da via de JA foi identificado (Fig. 6a). Os niveis de
repressao variam entre os genes sendo que os mais afetados sdo os que atuam na via
de SA. Nos tecidos foliares houve apenas 1 gene da via de JA e seu nivel de repressao
foi pequeno. Ja o gene LTP4, que esta diretamente relacionado com a defesa vegetal
através da via de ABA, foi fortemente reprimido (Fig. 6b).
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Fig. 6 Analise dos niveis de repressédo dos genes relacionados aos fitorménios em tecidos de raiz (a) e
folhas (b) de plantas de A. thaliana inoculadas com G. diazotrophicus PAL5 (GD-Kan). As barras
representam os valores de inducdo, em log, fold change, obtidos apds sequenciamento.
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G. diazotrophicus coloniza o xilema radicular de diferentes genétipos de A.

thaliana

Nossos resultados anteriores (Capitulo 1) demonstram que ocorre uma regulacao
da defesa vegetal por G. diazotrophicus em plantas de A. thaliana. Estes processos
geram gastos de energia, 0 que pode ocasionar uma reducdo do crescimento vegetal.
No entanto, a bactéria fornece outras vantagens como fixac&o bioldgica de nitrogénio e
producdo de fitormbnios que podem garantir a saude e o desenvolvimento da planta.
Devido a importancia das vias hormonais durante a interagdo entre G. diazotrophicus e
A. thaliana, demonstrada por meio dos dados de expresséo génica, buscou-se testar os
efeitos das mutacdes em tais vias sobre a colonizagdo bacteriana e a promocao do
crescimento vegetal.

Primeiramente verificamos a capacidade da bactéria em colonizar os tecidos
radiculares de plantas de A. thaliana mutantes afetadas em diferentes vias hormonais:
aux 1.7 (resistente a AUX), ein 2.1 (insensivel ao ET), ein 3.1 (parcialmente sensivel ao
ET), sid 2.2 (producédo deficiente de SA), nprl (ndo expressao de proteinas PR), NahG
(ndo acumula SA), jarl (resistente ao JA) e abi4 (insensivel ao ABA). Para verificar o
comportamento endofito de G. diazotrophicus PAL5 no sistema radicular destes
materiais, as plantas foram inoculadas com bactérias que tinham sido previamente
transformadas com um plasmideo de expressdo de proteina fluorescente vermelha
(RFP). O resultado obtido revela a colonizagdo das raizes de A. thaliana em todos os
genotipos testados. A microscopia de epifluorescéncia mostrou agregados bacterianos
aderidos a parede celular secundaria do lumen do xilema radicular, apenas em plantas
inoculadas, aos 50 dias apdés a inoculacao (Fig. 7).

Adicionalmente, foi avaliada a concentracdo de bactérias presentes em parte do
tecido radicular por meio de contagem de unidades formadoras de colénias (CFU), 50
dias apos a inoculacao. O resultado obtido mostrou que G. diazotrophicus sobrevive e se
multiplica nas raizes de plantas de A. thaliana, em concentracdo aproximada de 10° CFU
g’. As diferencas encontradas entre a populacdo bacteriana presente nos diferentes
genotipos analisados nao foram significativas (Fig. 8). Adicionalmente, foi observado que
G. diazotrophicus coloniza tecidos foliares de plantas insensiveis ao ET (mutante ein
2.1) e deficientes no acumulo de SA (transgénico NahG) na mesma concentracao
encontrada nas raizes. Nos demais genoétipos a populacédo bacteriana parece restringir-
se ao sistema radicular ou esta presente nas folhas em concentracdo ndo detectaveis

pela técnica (dado ndo mostrado).
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Fig. 7 Colonizacéo endofitica das raizes de A. thaliana por G. diazotrophicus PAL5 (GD-F). Plantas de A.
thaliana foram inoculadas G. diazotrophicus PAL5 contendo a proteina rfp e crescidas por 50 dias.
Segmentos de raiz da planta inoculada apresentam a bactéria estabelecida no xilema radicular por
microscopia fluorescente 4 568 nm (aumento de 40X). Os segmentos radiculares de planta ndo inoculada
(a), tipo selvagem COL-0 (b), aux 1.7 (c), jarl (d), abi4 (e), ein 2.1 (f), ein 3.1 (g), NahG (h), nprl (i) e sid
2.2 (j) foram analisados.

Bacterial Number
[Logy,(CFU/g)]
N

COL-0 ein 2.1 ein 3.1 NahG nprl sid2.2 jarl aux 1.7 abi4

Fig. 8 Populacdo de G. diazotrophicus PAL5 (GD-Kan) obtida a partir dos tecidos radiculares de plantas
de A. thaliana em diferentes genétipos. Nas plantas ndo inoculadas nao houve deteccao de bactérias. Este
experimento foi repetido trés vezes e apresentou resultados similares. As barras representam o desvio

padréo.
Este resultado confirma a capacidade de G. diazotrophicus em colonizar

endofiticamente plantas de A. thaliana e demonstra que mutacdes em diferentes vias

hormonais n&o interferem nesse processo.
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Algumas mutacdes nas vias hormonais e de defesa favorecem a capacidade de G.

diazotrophicus em promover o crescimento

De posse dos dados mostrando que G. diazotrophicus coloniza os tecidos
radiculares de diferentes gendtipos de A. thaliana sem que a populacéo bacteriana sofra
alteracao decorrente das mutacfes existentes na planta, buscou-se avaliar a capacidade
da bactéria em promover o crescimento vegetal nos genétipos testados. Para tanto,
foram realizadas diferentes analises anatdomicas e morfolégicas nas partes aérea e
radicular. O registro da roseta foliar detectou diferencas fenotipicas interessantes entre
plantas inoculadas e nao-inoculadas. Nos genétipos ein 2.1, NahG, nprl, sid 2.2, jarl e
abi4, as plantas inoculadas apresentaram maior crescimento da roseta foliar, além do

tipo selvagem (Col-0), em relagdo a seus respectivos controles n&do inoculados (Fig. 9).

Non-lnoculated

Non-lnoculated Inoculated

Inoculated

Fig. 9 Efeito da inoculacdo com G. diazotrophicus PAL5 na promocao do crescimento de plantas de A.
thaliana. Plantulas de 7 dias de idade foram inoculadas com G. diazotrophicus PAL5 (GD-Kan) na
concentracdo de 10° CFU mL™ e cresceram por 50 dias. O fenétipo de plantas inoculadas e néo-
inoculadas de diferentes gendtipos foi registrado. As barras equivalem a 1.0 cm.
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Para verificar esse resultado, foram realizadas andlises especificas para parte
aérea (roseta foliar) e radicular. Foi observado que a inoculagdo promove aumento no
namero de folhas da roseta para os mutantes ein 2.1, NahG, nprl, sid 2.2 e jarl, além
do efeito previamente observado para Col-0. Interessantemente, no mutante aux 1.7
houve reducdo do numero de folhas em consequéncia da inoculacdo (Fig. 10a). As
analises de éarea foliar total confirmaram parcialmente estes resultados, visto que no
mutante abi4, no qual ndo havia sido detectado aumento no niumero de folhas, houve
acréscimo na area foliar total das plantas inoculadas (Fig. 10b). Esse dado sugere que
na via regulada por ABA G. diazotrophicus ndo induz a formacao de novas folhas, mas

proporciona maior crescimento delas.
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COL-0 ein21 ein3.1 NahG npri sid2.2 jar

Fig. 10 Efeito na promocao do crescimento de A. thaliana inoculada com G. diazotrophicus. Plantulas de
diferentes gendtipos, aos sete dias de idade, foram inoculadas com GD-Kan (106 CFU mL"l). Foram
analisados o nimero de folhas (a) e a area foliar total (b) 50 dias ap6s a inoculacdo (dpi). Vinte plantas de
cada tratamento foram utilizadas para estas andlises. Os experimentos foram repetidos trés vezes e
apresentaram resultados similares. As barras de erros representam o desvio padrdo. Diferencas
significativas entre os tratamentos s&o representadas por * (ANOVA, p < 0,05).
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Para confirmar o efeito da promocéao do crescimento de A. thaliana causada por
G. diazotrophicus, foram verificadas as massas fresca e seca da roseta foliar e do
sistema radicular de todas as linhagens mutantes e transgénicas, além do ecétipo Col-0.
A linhagem transgénica NahG e o mutante ein 2.1 foram 0s gendétipos mais responsivos
ao efeito de G. diazotrophicus no @mbito da promocédo do crescimento da roseta foliar e

do sistema radicular (Fig. 11).
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Fig. 11 Impacto da inoculacédo de G.diazotrophicus no crescimento da roseta foliar e raizes de plantas de
A.thaliana. Plantulas de diferentes genétipos, aos sete dias de idade, foram inoculadas com GD-Kan (106
CFU mL'l). As massas frescas da roseta foliar (a) e do sistema radicular (b) foram determinados 50 dias
apos a inoculacdo (dpi). Vinte plantas de cada tratamento foram utilizadas para estas analises. Os
experimentos foram repetidos trés vezes e apresentaram resultados similares. As barras de erros
representam o desvio padrdo. Diferencas significativas entre os tratamentos s&o representadas por *
(ANOVA, p £0,05).
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O efeito benéfico da bactéria sobre o crescimento da roseta foliar também foi
comprovado nos mutantes nprl, sid 2.2 e jarl, além de Col-0 (Fig. 11a).
Interessantemente, o0 mutante ein3.1 ndo se mostrou responsivo a este efeito no ambito
da promocdo do crescimento vegetal. Em abi4 a diferenca observada entre plantas
inoculadas e néo-inoculadas nao foi significativa, enquanto para o mutante auxl1l.7 a
inoculacéo gerou inibicao do crescimento.

Quanto as andlises de peso fresco de raizes, novamente nao houve promocéo do
crescimento no mutante ein3.1, enquanto aux1.7 teve o crescimento radicular inibido
pela presenca da bactéria. Nas demais linhagens foi detectada a promocéo do
crescimento radicular decorrente da inoculagao (Fig. 11b).

As analises de massas secas da roseta foliar permitiram confirmar um aumento
das folhas nos gendétipos ein 2.1, NahG e sid 2.2. Para nprl, jarl e abi4 o efeito de
promocdo do crescimento também foi notério (Fig. 12a). Ao contrario do que foi
observado para peso fresco, no mutante abi4 houve diferenca significativa das massas
secas entre plantas inoculadas e nao-inoculadas.

Através das andlises de massa seca das raizes foram detectados resultados de
promocéao do crescimento para a maioria das linhagens (Fig. 12b). Os resultados obtidos
para os mutantes ein 3.1 e aux 1.7 na analise de massa fresca do sistema radicular
foram confirmados apos as massas secas terem sido verificadas. O mutante ein3.1 nao
foi responsivo ao efeito da promocgao de crescimento induzido pela inoculagdo, enquanto
em aux1.7 houve inibicdo do crescimento.

A andlise de gendtipos contendo mutacbes em diferentes regides das vias
hormonais sugere que tais pontos das vias de resposta a estes hormoénios podem ser
moduladores negativos do desenvolvimento vegetal desencadeado por G.

diazotrophicus.
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Fig. 12 Efeito da inoculagdo de G.diazotrophicus no crescimento da roseta foliar e das raizes de plantas
dias apos a inoculagdo (dpi). Vinte plantas de cada tratamento foram utilizadas para estas andlises. Os
experimentos foram repetidos trés vezes e apresentaram resultados similares. As barras de erros
representam o desvio padrdo. Diferencas significativas entre os tratamentos sdo representadas por *
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DISCUSSAO

A utilizacdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal pode
desempenhar um papel importante no fornecimento de solu¢gdes viaveis para 0 uso
excessivo de fertilizantes. Para isso € necessario compreender e explorar 0os aspectos
moleculares que favorecem a interacdo com hospedeiros vegetais, a fim de desenvolver
métodos para monitorar seu desempenho (Timmusk e Behers 2012; Timmusk et al.
2013; Kim e Timmusk, 2013).

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica diazotréfica que
promove o crescimento vegetal por meio de diversos mecanismos, sendo um deles a
producado de fitormbnios (Fuentes-Ramirez et al. 1993; Bastian et al. 1998). Em nosso
trabalho anterior (em publicacdo) observamos que G. diazotrophicus PAL5 coloniza
endofiticamente raizes de A. thaliana (tipo selvagem, Col-0) e promove seu crescimento,
melhorando as taxas fotossintéticas e a eficiéncia do uso da agua. A. thaliana constitui,
portanto, uma ferramenta Util para estudos moleculares da interacdo entre plantas e
bactérias promotoras do crescimento vegetal (Rangel de Souza et al. 2015).

No presente trabalho, buscamos estudar a regulacdo da expresséo génica de A.
thaliana por G. diazotrophicus, através de andlises transcriptdmicas de amostras
extraidas de raizes e folhas da roseta de plantas inoculadas. Os dados revelaram
inducdo de varias vias de regulacdo de processos biologicos, como aquelas
relacionadas com transporte e metabolismo de nitrogénio, vias hormonais e de defesa
vegetal. Considerando a importancia da regulacéo destas vias, foi analisado o efeito de
mutacbes nas mesmas sobre a capacidade de G. diazotrophicus em colonizar e
promover o crescimento de A. thaliana. Os resultados obtidos mostraram que a
concentracdo bacteriana nas raizes foi similar em todos os genétipos, entretanto as vias
hormonais parecem afetar de modo diferencial a promog¢ao do crescimento vegetal.

A presenca de PGPB em interagdes com plantas tem sido relacionada com o
favorecimento da capacidade vegetal na assimilacdo de nitrato (Kraiser et al. 2011;
Mantelin e Touraine, 2004). Em nosso trabalho, os dados de transcriptdmica sugerem
gue isto ocorre porque G. diazotrophicus induz a expressao de genes relacionados com
proteinas transportadoras de nitrato, tais como NRT2.4, NIR1, ATNRT2:1 e NRT1.

A localizacdo de G. diazotrophicus no xilema radicular induziu a expressao de
genes especificos, como o NCED3 e IRX1, que atuam na fixacdo de componentes da
parede celular secundaria e consequente producdo de vasos do xilema (Endo et al.
2008; Hernandez-Blanco et al. 2007). Outro gene induzido, CYP707A3, regula os niveis
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sistémicos de ABA no tecido vascular em resposta as condi¢des ambientais (Okamoto et
al. 2009). A inducdo do gene de tecido vascular AGP31, relacionado com a via de JA,
sugere seu envolvimento tanto na resposta de defesa quanto no desenvolvimento
vegetal (Liu e Mehdy, 2007). Estes dados corroboram com o fato de G. diazotrophicus
estar confinada nos vasos xilematicos dos genétipos analisados. No entanto, os efeitos
causados pela presenca da bactéria na raiz da planta diferem entre eles. Esta analise
revelou que certas mutacfes nas vias hormonais favorecem o efeito benéfico quanto ao
desenvolvimento vegetal, mas outras prejudicam. Tais resultados sugerem gue as vias
hormonais sao essenciais ndo por modular a populacdo bacteriana dentro da planta,
mas para melhorar sua capacidade em responder ao estimulo benéfico proporcionado
pela bactéria no ambito da promocéao do crescimento e da fisiologia vegetal.

Através da andlise de transcritos regulados, observou-se a indugcdo de genes
relacionados com os horménios ABA, JA, ET e AS. Em raizes as vias relacionadas com
ABA e JA foram fortemente induzidas. O gene OST1, que codifica a proteina quinase
SnRK2, controla a resposta de ABA no crescimento radicular de Arabidopsis e medeia a
maior parte da sinalizagcdo deste hormoénio (Cramer et al. 2011; Fujii e Zhu, 2009). De
modo semelhante, os genes MYC2 e NCED3 atuam nas respostas primarias
relacionadas com o crescimento vegetal (Harb et al. 2010). Sendo estes genes da via de
ABA diretamente envolvidos no crescimento e desenvolvimento da planta, justifica-se o
modesto efeito da promoc¢édo do crescimento por G. diazotrophicus no mutante abi4.
Outro gene da via de ABA envolvido no crescimento vegetal € o CYP707A3, que atua no
crescimento da planta pos-germinacao (Okamoto et al. 2009). O gene CESA4, induzido
por brassinosterdides, fitorménios que desempenham importantes papéis na regulacao
do alongamento e tamanho das células, contribui para o crescimento secundario (Xie et
al. 2011). A expresséo destes genes em plantas inoculadas com G. diazotrophicus PAL5
confirma a ativacao de vias que favorecem a promoc¢ao do crescimento vegetal. Dentre
0S genes reprimidos em raizes destaca-se o PDR12, membro da familia AtPDR, que
participa da regulacdo do crescimento mediada pela sinalizacdo e transporte de
fitormdnios (Migocka et a. 2012) e o gene ST, que atua na resposta vegetal a infeccéo
por microrganismos e no estabelecimento da SAR (Pathange et al. 2010). A repressao
da defesa vegetal mediada por SA parece ser fundamental para o efeito da bactéria na
promocao do crescimento vegetal.

Em folhas é evidente a inducdo de genes relacionados com as vias de SA,
sugerindo que a presenca de G. diazotrophicus regula de forma diferenciada as vias
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hormonais nos diferentes tecidos. O desenvolvimento de uma resisténcia sistémica
adquirida (SAR) em plantas dicotiledéneas como Arabidopsis € mediada por SA (de Vos
et al. 2006; Durrant e Dong, 2004; Pieterse et al. 1996; Vlot et al. 2009). Dados
existentes na literatura tém demonstrado que o tratamento com ABA suprime a indugéo
de SAR, independentemente das vias de sinalizacdo mediadas por ET e JA. Por outro
lado, a ativacdo da SAR suprime a expressao de genes relacionados com a biossintese
de ABA e a ele responsivos, em um processo que conta com a contribuicdo de NPR1
(Yasuda, 2008). Nossos dados de transcriptoma revelam que a inoculagéo de A. thaliana
com G. diazotrophicus induziu a expresséo de 6 genes da via de ABA e apenas 1 gene
relacionado com a via de SA, em raizes, corroborando com esta hipotese. Pode ser que,
na auséncia de ABA (mutante abi4) ocorra atuacao efetiva da SAR, reprimindo o efeito
bacteriano na promogé&o do crescimento vegetal. Na auséncia de SAR (mutante nprl) a
atuacao bacteriana no ambito da promocéo do crescimento parece ser favorecida. Nos
outros genotipos deficientes na producdo ou acumulo de SA (NahG e sid 2.2) G.
diazotrophicus também promove o crescimento de maneira eficiente. Interessantemente,
este hormoOnio participa ativamente na defesa vegetal contra microrganismos
patogénicos. Na auséncia dele os patdgenos obtém sucesso na coloniza¢do. No
entanto, esta via também parece estar envolvida na atuagdo benéfica de G.
diazotrophicus durante a interacdo com A. thaliana, o que também ja foi descrito para
outros microrganismos benéficos (Pieterse et al. 2014). Adicionalmente, a inducao de
varios genes da via de SA em folhas, os quais sdo envolvidos na defesa contra
bactérias, justifica a auséncia de G. diazotrophicus neste tecido.

Em raizes o Unico gene da via de SA induzido foi o HSPROZ2. Dados da literatura
revelam que na presenca de ET e JA a expressao deste gene nao ocorre devido a
regulacdo negativa destes horménios. Além disso, nos mutantes ein2 e jarl a expressao
de HSPRO2 ocorre apds um ataque patogénico. (Murray et al. 2007). Em nosso trabalho
observamos que a indugao deste gene por G. diazotrophicus parece nédo atenuar o efeito
da bactéria na promocao do crescimento vegetal, visto que nos mutantes ein 2.1 e jarl a
mesma foi evidente. Diversos trabalhos tém demonstrado que ET e JA estéo envolvidos
na defesa contra microrganismos benéficos do solo (Van Wees et al. 2008; Pineda et al.
2010; Zamioudis e Pieterse 2012; Pieterse et al. 2014). No entanto, para G.
diazotrophicus ndo ha relatos sobre a participacdo destas vias hormonais no processo
de colonizacédo, apesar de ja ter sido demonstrado que, em cana-de-agucar, a

inoculagdo com esta bactéria induz a expresséo de genes envolvidos na sintese de ET
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(Cavalcante et al. 2007). Adicionalmente, em nossas analises identificamos genes das
vias de ET e JA gque séo importantes no estabelecimento da ISR, tais como MYC2, cuja
ativacdo induz uma cascata de sinalizacdo envolvendo fatores de transcricdo (TFs)
como ERF4, que atuam no antagonismo entre JA/ET e SA (Dombrecht et al. 2007). Em
mutantes de Arabidopsis que ndo produzem ET, o basidiomiceto mutualistico P. indica
nao consegue estabelecer uma colonizagcdo simbidtica das raizes, a qual depende dos
genes CHIB (quitinase) e ERF1 (Khatabi et al. 2012). Ja o fungo mutualistico L. bicolor
regula genes das vias de ET/JA e AS nos estagios finais da interacdo, sendo que na
presenca de ET e JA a colonizagdo radicular é dificultada, havendo aumento da
expressao do fator de transcricdo ERF1 (Plett et al. 2014). Nossos resultados mostram
gue na auséncia de ET (mutante ein 2.1) a promocédo do crescimento desencadeada por
G. diazotrophicus € fortemente favorecida durante sua associagdo com A. thaliana. Em
interacdes com bactérias patogénicas, a perda de funcdo de EFR4 causa resisténcia do
patdgeno, visto que a resposta imune da planta fica limitada (Ofate-Sanchez et al.
2007). Considerando que a presenca de G. diazotrophicus induz a expressédo de
diversos genes tipicamente expressos em resposta a bactérias patogénicas, é possivel
gue sua interacdo com fatores de transcricdo da via de ET ocorra de modo semelhante
ao que acontece com patdégenos. MYC2 também induz deposicao de calose pela via de
ABA como uma resposta sistémica desencadeada pela ISR apdés o contato entre
microrganismos benéficos e a raiz da planta (Wager e Browse, 2012). Este gene se liga
a EFR4 e ambos passam a regular tanto a defesa vegetal quanto o crescimento
radicular (Figueroa e Browse, 2012). A expressao do gene ORA47 pode ser justificada
pela forte participacdo de MYC2, ao qual ele é responsivo, no estabelecimento da
colonizacdo de A. thaliana por G. diazotrophicus.

Além dos genes cujos efeitos estdo relacionados com respostas sistémicas
adquirida (SAR) e induzida (ISR), nossas andlises de expressao génica revelam que G.
diazotrophicus induz a expressao de genes envolvidos com resposta de defesa inata,
tanto em folhas quanto em raiz. Esses dados sugerem que, embora G. diazotrophicus
seja uma bactéria benéfica, ela ativa o sistema de defesa da planta, sendo que os
conjuntos génicos regulados diferem entre os tecidos. Nos tecidos foliares, todos os
genes induzidos estéo relacionados com defesa contra patdgenos, defesa em geral ou
morte celular, sendo a maioria deles envolvida na defesa contra bactérias patogénicas.
O gene WRKY46 atua na via de sinalizacdo mediada por SA, regulando a resisténcia
basal da planta contra o patégeno P. syringae (Hu et al. 2012). Possivelmente G.
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diazotrophicus ativa a producdo de SA pela planta como uma resposta de defesa que,
por sua vez, induz a expressdao de WRKY46. A via de resposta ativada por SA é
tipicamente (mas ndo exclusivamente) efetiva contra patégenos biotréficos (Glazebrook,
2005; Pieterse et al. 2014). Ambos os genes IRX1 e NCED3 induzem ativagcédo da defesa
vegetal e consequente producdo de compostos antimicrobianos (Hernandez-Blanco et
al. 2007; Sanchez-Vallet et al. 2012). Outro indicio de ativacdo da defesa da planta é a
producdo de glucosinolatos (metabdlitos antimicrobianos requeridos para a resposta
imune vegetal), a qual é induzida pelos genes TGG2 e CYP79B3 (Barth e Georg Jander,
2006; Islam et al. 2009; Mikkelsen et al. 2003; Clay et al. 2009; Hiruma et al. 2013).
Dentre os genes reprimidos nas folhas da roseta de plantas inoculadas LTP4 foi o que
apesentou maior nivel de repressao. Este gene esta relacionado com a via de ABA e
atua diretamente no estabelecimento da defesa vegetal (Brotman et al. 2012). Nossos
dados sugerem que, quando raizes de A. thaliana s&o inoculadas com G. diazotrophicus
ocorre ativacdo das mesmas vias reguladas por P. syringae, quando infiltrada em
tecidos foliares, confirmando que o sistema de defesa na folha é claramente ativado pela
presenca da bactéria na raiz.

Apesar de haver efeito de promocao do crescimento na maioria dos genoétipos
analisados, nos mutantes ein 3.1 e aux 1.7 a mesma néo ocorreu. O fator de transcricéo
EIN3 é um regulador negativo da imunidade ativada por PAMPs e repressor do gene
ICS/SID2, causando um acumulo reduzido de SA (Chen et al. 2009). Nosso dado sugere
gue no mutante ein 3.1 a defesa passa a ser desreprimida, prejudicando a acéo de G.
diazotrophicus no ambito de seu efeito promotor do crescimento, apesar de haver
colonizacdo. O fator de transcricdo EIN3 mostra-se, portanto, essencial para a promocao
do crescimento, visto que na auséncia dele a mesma néo ocorre. J4 os genes CYP79B3
e YUCCA5 estdo envolvidos na producdo de AUX e resposta a estimulos
desencadeados por este horménio, o qual desempenha um papel critico em diversos
aspectos do crescimento e desenvolvimento da planta (Jones et al. 2010; Kim et al.
2007). A represséao do desenvolvimento vegetal observada no mutante aux1.7 suporta a
hip6tese de que a percepcao deste horménio é importante para a modulacdo da defesa
contra a bactéria. Na auséncia desta percep¢do de AUX, a presenca da bactéria poderia
gerar um efeito deletério para o crescimento vegetal, sendo evidente a importancia deste
fitormbnio para a interacdo. Neste sentido, € possivel especular que vias hormonais
podem atuar de forma positiva ou negativa no ambito da promoc¢do do crescimento

vegetal, a depender do papel de cada hormonio nos mecanismos de defesa vegetal.
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CONCLUSAO

Ao colonizar endofiticamente raizes de A. thaliana e promover o crescimento
vegetal, G. diazotrophicus ativa importantes vias metabdlicas, dentre as quais destacam-
se as respostas hormonais e 0s mecanismos de defesa. Nossas analises de expressao
génica revelaram forte inducdo de genes envolvidos nas vias de ABA e JA em raizes e
de genes relacionados com ativacdo da defesa vegetal pela via de SA em folhas.
Apesar de colonizar raizes de plantas com mutacfes nas vias hormonais, os padrées de
promocao do crescimento sdo diferenciados entre os mutantes testados. Este trabalho,
portanto, abre interessantes perspectivas para o estudo dos mecanismos moleculares
gue envolvem a interacéo entre plantas e PGPB, visando maior esclarecimento sobre as

principais vias reguladas durante a interacgéo.
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CONCLUSAO GERAL

Este trabalho dedicou-se a analise de diversos aspectos envolvidos na interacao
entre Arabidopsis thaliana e a bactéria endofitica diazotréfica Gluconacetobacter
diazotrophicus, isolada de espécies economicamente importantes, que promove o
crescimento vegetal gracas as suas caracteristicas e potencialidades, constituindo um
interessante modelo para pesquisas relacionadas a PGPB. O estudo dos mecanismos
moleculares que permeiam a interagdo entre plantas e bactérias promotoras do
crescimento vegetal € uma ferramenta que permite potencializar estas associacoes,
fundamentais as demandas agronémicas.

O primeiro artigo resultante desta tese, em fase de publicacdo pela revista Plant
and Soil, mostra que G. diazotrophicus é capaz de colonizar tecidos de A. thaliana,
promovendo o crescimento, garantindo maior capacidade fotossintética e tornando as
plantas mais eficientes no uso da agua. Além disso, foi demonstrada a participacdo da
via de sinalizacdo mediada por SA e ativacdo da defesa vegetal nas fases iniciais da
interacdo entre A. thaliana e G. diazotrophicus. Este foi o primeiro trabalho mostrando
gue esta bactéria coloniza endofiticamente raizes de A. thaliana e promove seu
crescimento. Esta associacdo constitui, portanto, um sistema modelo promissor para
estudo dos aspectos moleculares relacionados com o mecanismo de interacdo entre
microrganismos endofiticos e plantas economicamente importantes.

Nossos estudos posteriores (Capitulo 1) dedicaram-se a investigar a regulagéo da
expressao génica promovida por G. diazotrophicus em folhas e raizes de plantas de A.
thaliana. As analises revelaram que G. diazotrophicus regula conjuntos génicos distintos
nos diferentes tecidos, ativando vias de defesa relacionadas com diferentes hormaonios.
Posteriormente investigamos a importancia destas vias no estabelecimento da
colonizacdo e promocao do crescimento vegetal, por meio do uso de diferentes
genotipos. Os resultados obtidos mostraram que os hormdnios etileno, auxina e acido
abscisico sdo cruciais para o sucesso da interacdo, sendo que na auséncia deles nao
ocorre promoc¢ao do crescimento, ainda que a bactéria seja capaz de colonizar os
tecidos internos da planta. Em contrapartida, outros atuam como reguladores negativos
durante a interacdo, com énfase ao acido salicilico, na auséncia dos quais os efeitos
benéficos proporcionados pela bactéria sado favorecidos. Embora analises confirmatorias
da expressdo génica ainda necessitem ser realizadas, as informacfes obtidas até o
momento contribuem para a elucidagdo dos mecanismos moleculares envolvidos na

associagao entre plantas e PGPB, com énfase na bactéria G. diazotrophicus.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Confirmar a inducéo dos principais genes de A. thaliana regulados positivamente

em decorréncia da inoculagcdo com G. diazotrophicus;

Validar a importancia de genes relacionados com processos metabdlicos
essenciais durante a associacao entre A. thaliana e G. diazotrophicus, através da

analise da interacdo entre esta bactéria e mutantes vegetais especificos;

Analisar a populacdo bacteriana presente no sistema radicular completo dos
diferentes linhagens vegetais afetadas em vias hormonais, em diferentes fases da
interacdo, a fim de estudar a dinamica da colonizacdo de A. thaliana por G.

diazotrophicus e entender a influéncia dos hormonios neste processo;

Avaliar a aplicabilidade de A. thaliana como modelo de estudo da interacdo com
outras bactérias promotoras do crescimento vegetal, tais como Herbaspirillum

seropedicae e Azospirillum brasilense;

Estudar os mecanismos especificos de defesa vegetal ativados durante a
interacdo com G. diazotrophicus, a fim de potencializar a associacdo desta
bactéria com seus principais hospedeiros.
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