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RESUMO

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria endofitica fixadora de
nitrogénio, encontrada em plantas de cana-de-acucar, café, arroz, batata-doce,
dentre outras espécies vegetais. Tal bactéria possui uma destacavel
capacidade de sobrevivéncia em elevadas concentracées de sacarose, que
podem chegar a 30% em meio liquido,0 que indica indiretamente uma alta
tolerancia ao estresse osmoético. Neste sentido, o presente trabalho teve o
objetivo de caracterizar novos mecanismos moleculares envolvidos na
tolerdncia aos estresses osmotico e ibnico em G. diazotrophicus PAL 5.
Andlises de crescimento em um conjunto de 138 mutantes na presenca de
altas concentragdes dos agentes estressantes: NaCl (100 mM), Na>SO,4 (250
mM) PEG-400 (300 mM) e sacarose (600 mM), permitiram selecionar 4
mutantes defectivos para o crescimento na presenca de PEG e Na,SO,4. O
gene interrompido nestes mutantes foi identificado, revelando que todos
pertencem a via de biossintese e transporte de pirroloquinolina quinona (pqqB,
pqqC, pqqgE). Adicionalmente, dois mutantes que se mostraram sensiveis
apenas a PEG foram selecionados para andlise. A caracterizacao molecular de
cada mutante revelou que ambos foram afetados no gene acrA, componente
do transportador de membrana AcrAB. Juntos, estes dados revelaram que vias
especificas de resisténcia sao ativadas pelos diferentes estresses testados. Em
seguida, a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) em G.
diazotrophicus exposta aos quatro estresses foi analisada. Os ensaios
revelaram forte producdo de ERO na presenca de Na,SO,. Interessantemente,
na presenca de 100mM de PEG, ocorre inducdo de ERO no mutante acrA,
enquanto a cepa selvagem nao é afetada. Adicionalmente, andlises in silico
revelaram a presenca de provaveis sitios de fosforilizacdo nas proteinas Pqq e
AcrA, indicando que estas proteinas também podem participar da sinalizacao
celular ativada pelos estressores. Este é o primeiro estudo que revela o papel
do transportador AcrAB na resisténcia a PEG-400 em bactérias e caracteriza o

envolvimento dos genes pgq na resisténcia a estresses em G. diazotrophicus.

Palavras-chave: Gluconacetobacter diazotrophicus; osmotolerancia; estresse

oxidativo; mutagénese insercional, PQQ, AcrAB.
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ABSTRACT

Gluconacetobacter diazotrophicus is an endophytic nitrogen-fixing bacterium,
found in plants of sugar cane, coffee, rice, sweet potato, among other plant
species. This bacterium has a highlightable survival capability at high
concentrations of sucrose, which can reach 30% in liquid medium, which
indirectly indicates a high tolerance to osmotic stress. In this sense, the present
study aimed to characterize new molecular mechanisms involved in tolerance to
osmotic and ionic stress in G. diazotrophicus PAL 5. Analysis of growth in a
range of 138 mutants in the presence of high concentrations of stressors: NaCl
(100 mM), Na,SO4 (250 mM) PEG-400 (300 mM) and sucrose (600 mM),
allowed to select four mutants defective for growth in the presence of PEG and
Na.SO4. The disrupteds genes were identified in these mutants, showing that
they all belong to the biosynthesis and transport pathways of pyrroloquinoline
quinone (pggB, pqqC, pqqgE). In addition, two mutants sensitive only to PEG
were selected for analysis. Molecular characterization of each mutant revealed
that both were affected in acrA gene, a component of membrane transporter
acrAB. Together, these data revealed that specific resistance pathways are
activated by different stresses tested. Thereafter, the production of reactive
oxygen species (ROS) in G. diazotrophicus exposed to the four stresses was
analyzed. The tests revealed a strong production of ROS in the presence of
Na>SOs. Interestingly, in the presence of 100 mM PEG, induction of ROS
occurs in the mutant acrA” while the wild type is unaffected. Additionally, in silico
analysis revealed the presence of probable sites of protein phosphorylation in
the Pgg and AcrA, indicating that these proteins may also participate in cell
signaling activated by stressors. This is the first study revealing the role of the
transporter AcrAB in PEG-400 resistance in bacteria and characterizes the

involvement of the pqq genes in the resistance to stresses by G. diazotrophicus.

Keywords: Gluconacetobacter diazotrophicus; osmotolerance; oxidative stress;

Insertional mutagenesis, PQQ, AcrAB.
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1- Introducao

Os estresses salino e osmotico estdo constantemente no ambiente
atuando como fatores limitantes ao crescimento de diversos organismos vivos,
inclusive bactérias. Diversos mecanismos moleculares tém sido desenvolvidos
ao longo do processo evolutivo para contrapor os efeitos negativos do
desbalanceamento ibnico e das pressdes osmoéticas entre os ambientes intra e
extracelulares. A salinidade gera simultaneamente os estresses ibnico e
osmdtico, alterando o balango ibnico, o pH citoplasmatico, e a atividade de
diversas enzimas por indisponibilizar a 4gua livre do ambiente.

Além disto, a salinidade e o estresse osmotico geram alteracdées nos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), que se acumulam no interior
das células podendo causar toxicidade e provocar morte celular. As ERO sao
formas reduzidas de oxigénio molecular altamente reativas, que incluem o
anion superéxido (Oa¢-), peréxido de hidrogénio (H20,), radical hidroxil (*OH) e
oxigénio singleto ('O,). Elas estdo presente no interior das células como
subprodutos normais do metabolismo aerébico.

As bactérias controlam as ERO produzidas pelo metabolismo basal
através de sistemas antioxidantes, compostos por substancias hidrofilicas
como carotendides e glutationa, e enzimas como superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria promotora do
crescimento vegetal, que possui como principal caracteristica a capacidade de
fixar nitrogénio atmosférico. Durante este processo ocorre a indugcao da
expressao de genes envolvidos com a producao de enzimas antioxidantes para
prevenir a inibigdo da atividade da enzima nitrogenase causada por ERO.

Dada a importancia da fixacdo biolégica do nitrogénio em G.
diazotrophicus, diante de um acumulo excessivo de ERO gerado por estresses
ambientais, camadas adicionais de protecdo, compostas por moléculas
antioxidantes mais potentes e sistemas de efluxo eficientes podem ser
necessarias. Deste modo, este estudo teve como objetivo caracterizar novos
mecanismos envolvidos com a tolerancia ao estresse osmético e ibnico em G.

diazotrophicus PAI 5.



Um conjunto de 138 mutantes defectivos para os estresses ibnico e
osmdtico previamente isolados pela selecdo de uma biblioteca composta por
2227 mutantes foi analisado na presenca de altas concentragbes dos agentes
estressantes: NaCl, Na,SO4 , PEG-400 e sacarose. Tais mutantes foram
testados quanto aos niveis de sensibilidade a estes agentes estressantes
através da analise do crescimento em meio liquido e sélido. Visando a
caracterizacdo das vias afetadas nos mutantes mais relevantes, os genes
interrompidos foram clonados e sequienciados. Foram realizados testes de
fixacao bioldgica do nitrogénio nos mutantes selecionados. A produgcao de ERO
em G. diazotrophicus PAIl 5 provocada pelos agentes estressantes foi analisada
através de microscopia de fluorescéncia. Adicionalmente, as caracteristicas de
tais vias envolvidas na tolerancia aos estresses foram estudadas através de

analises de sequéncias por bioinformatica.



2- Revisao Bibliografica

2.1- Estresse osmotico em procariotos

Membranas bacterianas possuem alta permeabilidade a agua e
permitem esta passagem por meio de diversas rotas, como o transporte via
lipidio, onde a agua escapa do efeito hidrofébico da bicamada lipidica, o
transporte via aquaporinas que possibilita a passagem de agua mesmo contra
um gradiente osmatico, e ainda ha o transporte de agua via co-transportadores
€ uniporteres, os quais geralmente sdo estdo associados com outras funcoes.
Ainda que sejam prontamente permedveis a 4gua, as membranas representam
uma barreira efetiva para a maioria dos solutos. Portanto, quando a atividade
de agua (Aw) do ambiente extracelular sofre mudanga por aumento ou
diminuicdo nas concentragdes de solutos impermeaveis a membrana, a agua
se move para dentro ou para fora das células, respectivamente (CSONKA e
HANSON, 1991; ZEUTHEN, 2010).

O movimento da agua pela célula resulta em alteracbes no volume
celular e pressao de turgor. Uma diminuicdo na atividade de agua no meio
extracelular (condi¢cées hiperosmaticas) leva a um rapido efluxo de agua da
célula e perda do turgor. Em casos extremos, pode ocorrer plasmolise, que
corresponde a retragcdo da membrana plasmatica, de modo que esta se separe
da parede celular. No caso de um choque hipo-osmético, ocorre forte influxo de
agua, causando aumento do volume do citosol e da pressao de turgor, que é
exercida contra a membrana citoplasmatica gerando aumento do envelope
celular, necessario para o crescimento e divisdo da célula. No entanto, em
casos extremos, a situagao hipo-osmoética do meio pode levar ao rompimento
da membrana plasmatica (POOLMAN E GLAASKER, 1998; MORBACH e
KRAMER, 2003; PITTELKOW, 2011). Estudos demonstram que os estresses
hidrico e osmoético em bactérias aerdbicas também resultam na formacao de
ERO e subsequente dano a proteinas, membranas e DNA (SHIRKEY et al.,
2000; FRANGCA et al., 2007).



2.2- Mecanismos de tolerancia a estresse osmoético em procariotos.

Quando ocorre aumento ou decréscimo da pressdo osmética
extracelular, o fluxo de agua resulta na concentracéo ou diluicdo os solutos no
citosol, alterando a fungao e estrutura celular. As células respondem ajustando
ativamente o transporte seletivo de solutos através da membrana celular, a
biossintese de novos compostos, bem como o controle do fluxo de 4gua. Em
bactérias, estes solutos incluem K" e um grande espectro de osmdlitos
organicos que também sao estabilizadores de proteinas (geralmente acgucares
e polidis, tais como: trealose, glicerol, di-mio-inositol-1-1’-fosfato, manitol e
sorbitol), aminoacidos como prolina, glutamato e glutamina e derivados de
aminod&cidos como glicina-betaina , ectoina e carnitina (WOOD, 2006; SAUM e
MULLER, 2008; BURG e FERRARIS, 2008; ITURRIAGA et al., 2009; PASTOR
et al., 2010).

O acumulo de solutos em resposta a uma mudangca na osmolaridade
obedece a uma hierarquia. Tanto as bactérias Gram-negativas quanto as
Gram-positivas preferem solutos organicos zwitteribnicos como ectoina e
glicina-betaina em relagdo a solutos inorganicos como o K*. Provavelmente,
isto se deve ao desbalanceamento que este ion pode causar no equilibrio
ibnico da célula (WOOD, 1999; POOLMAN et al., 2002; WOOD, 2011).
Acredita-se que os compostos organicos sao mais compativeis com as funcoes
celulares. Deste modo, estas respostas osmorregulatorias contrapéem o fluxo
de agua, mitigando suas consequéncias (WOQOD, 2006).

Compostos orgéanicos que atuam como osmoprotetores sao definidos
como solutos compativeis, porque podem ser acumulados em altos niveis,
através de sintese de novo, sem interferir em processos celulares vitais. Muitos
compostos compativeis se mostraram estabilizadores efetivos de enzimas,
dando protecdo ndo somente em resposta a alta salinidade, mas também a
altas temperaturas, congelamento ou seca (POOLMAN E GLAAKER, 1998;
WEI et al., 2011). Contrapondo os efeitos benéficos, Singh e colaboradores
(2011) destacam que estes osmolitos também possuem caracteristicas de
desestabilizacdo de proteinas, dependendo da concentracdo e do solvente. Por
exemplo, o bem caracterizado soluto compativel trealose desestabiliza algumas

proteinas, quando em alta concentracdo ou elevado pH. Tais aspectos podem



modular muitos processos celulares, incluindo a regulacdo da homeostase
protéica (proteostase), interacdes proteina-proteina e interagdes proteina-DNA.
Outro mecanismo utilizado por células osmoticamente estressadas é a
modificacdo das membranas celulares. Isto se da por alteragbes em suas
estruturas de macromoléculas, incluindo a producdo de longas cadeias de
exopolissacarideos (EPS) e lipopolissacarideos (LPS) (VRIEZEN et al., 2007).

2.3- Transporte e acumulo de K*

O K* é o cation em maior concentracdo no citosol de procariotos e
eucariotos, onde desempenha diversas funcbes fisioldégicas ajustando o
potencial de membrana, atuando como molécula sinalizadora através da
ativacdo ou inducdo de enzimas, regulando a pressdo de turgor € o pH
intracelular e sendo a molécula-chave de alguns sistemas de transporte que
participam de mecanismos de osmoadaptagdo. Por K" ser virtualmente
impermeavel a membrana celular, transportadores especializados estao
envolvidos na assimilacdo deste ion. Bactérias podem acumular K™ através de
diferentes sistemas de transporte, que diferem entre si no tipo de regulacéo,
fonte de energia e cinética. O sinal para os transportadores pode ser ion-
especifico ou dependente de concentracao (EPSTEIN, 2003; CAO et al., 2011).

Embora a maioria dos ambientes apresentem baixas concentracées de
K* (0,1-10mM), as bactérias podem manter uma alta concentragéo intracelular
de K*, e para isso os sistemas de transporte sdo regulados de forma a nao
ocorrer um ciclo fatil de K* através da membrana (MCLAGGAN et al., 1994;
STUMPE et al., 1996; BALLAL et al., 2007). Os transportadores para efluxo de
K* em E. coli mais bem caracterizados sdo KefB e KefC (EPSTEIN, 2003).
Enquanto os trés principais transportadores para influxo de potassio sao TrK,
Kup e Kdp-ATPase (EPSTEIN, 2003; KITKO et al., 2010).

Os transportadores TrK e Kup sdo expressos constitutivamente e a
atividade desses transportadores aparenta envolver simporte de H,
requerendo forca préton-motriz para energizar o transporte sob condi¢cdes
anaerdbicas. Ambos sdo necessarios para a manutencao dos niveis de K" em
condigbes fisiologicas. Em condigbes de pH baixo durante o estresse
hiperosmético, o transporte de K™ por Kup corresponde a reducdo na fracdo de
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1:1 no efluxo de H', sugerindo que para que ocorra influxo de K' seja
necessdaria uma reducdo no efluxo de H* (ZAKHARYAN e TRCHOUNIAN,
2001; BALLAL et al., 2007; KITKO et al., 2010).

Sob condicdes aerbbicas o transporte de K' pelo sistema Trk é
dependente de forca préton-motriz e da ligacao de ATP que tem uma funcao
regulatéria. Contudo, sob condigcdes anaerdbicas, Trk pode formar um
complexo com FoF; ATP-sintase, o qual se propde atuar como um K*/H*
antiporter dependente de ATP. (TRCHOUNIAN e KOBAYASHI, 1999; KITKO et
al., 2010).

Cao e colaboradores (2011) revelaram a estrutura cristalina de TrkH de
Vibrio parahaemolyticus. TrkH € um homodimero e cada mondémero representa
um canal de permeacao de ions. Foi observado que TrkH é seletivo para K™ e
Rb* sobre ions menores como Na* ou Li*. Neste mesmo estudo foi revelado
através de mutacao sitio-dirigida que um residuo de arginina (Arg 468) é
responsavel pelo controle do influxo de K*, foi observado que no mutante onde
o residuo Arg 468 foi substituido por um residuo alanina ocorreu maior taxa de

influxo de ions.

Quando ocorre uma forte limitacdo de ions K" ou choque osmético,
ocorre expressao do transportador de alta afinidade Kdp-ATPase. O
transportador Kdp-ATPase de E. coli € o sistema Kdp mais amplamente
caracterizado. Este sistema é composto por 4 sub-unidades protéicas: KdpF,
KdpA, KdpB e KdpC. KdpF é importante para a estabilidade, KdpA liga e
transporta K*, KdpB é similar a outras ATPases tipo P, contendo um sitio de
fosforilacdo altamente conservado, e KdpC participa da montagem do
complexo Kdp-ATPase (GASSEL et al., 1999; BALLAL et al., 2007).

Em 1992, Polarek e colaboradores mostraram que a regulagdo do
operon kdpFABC que codifica o complexo KdpFABC é feita por duas proteinas
regulatérias da familia de sensores cinase: KdpD e KdpE. Zimmann e
colaboradores (1995) realizaram um estudo sobre a topologia de membrana da
proteina KdpD de E. coli e foi visto que sua estrutura consiste de um dominio
citosélico N-terminal e um dominio citosélico C-terminal (dominio cinase)

interconectado por quatro segmentos transmembranares. Nakashima e
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colaboradores (1992) demonstraram que a proteina reguladora de resposta
KdpE atua se ligando ao DNA, para regular a transcricado do operon kdpFABC
(BALLAL et al., 2007).

2.4- Transporte e sintese de osmoprotetores

As células, quando se encontram em situacdo de desidratacao,
acumulam solutos, através de sintese ou de transporte de tais compostos para
seu interior. O influxo de agua atua restaurando a hidratagdo e o volume
celular. As proteinas que respondem a desidratacdo, sintetizando ou
transportando solutos, sdo bioquimicamente e geneticamente controladas
(WOOQD, 2006). Tais solutos atuam diretamente como osmoprotetores, como a
glicina-betaina, ou podem servir como precursores, como ocorre com a colina,
que é convertida em glicina-betaina logo apds sua internalizacdo. O acumulo
de compostos absorvidos do ambiente é geralmente favorecido, pois esse
processo é muito mais econémico do ponto de vista energético que a sintese
de novo (CHEN e BEATTIE, 2008).

A sintese de novo de transportadores adicionais e enzimas
biossintéticas pode nao ser suficientemente rapida para ser efetiva contra uma
mudanca repentina de osmolaridade no ambiente externo a célula. Deste
modo, é comum encontrar sistemas de transporte de alta afinidade para solutos
compativeis que sao controlados diretamente pelas condigcdes osméticas que
permitem que esses microorganismos regulem rapidamente o nivel intracelular
destes compostos. Para acumular solutos compativeis apdés o choque
osmotico, as bactérias utilizam transportadores dependentes de ATP
(transportadores ABC) ou de forca ion-motriz (POOLMAN et al,. 2002;
EMPADINHAS e DA COSTA, 2008).

Outro importante composto osmoprotetor utilizado por microrganismos €
a trealose. Tal acucar € um dissacarideo nao-redutor formado por duas
moléculas de glicose que é sintetizado por uma ampla variedade de
organismos, de Eubacteria e Archea a fungos, plantas e invertebrados. Esta
molécula protege numerosas estruturas bioldgicas contra variados tipos de
estresses, incluindo dissecacao, oxidagao, calor, frio, desidratacao e condicdes
hiperosmoticas. Em organismos como E. coli e Salmonella typhimurium, a



trealose € acumulada via sintese de novo para sua utilizacdo como soluto
compativel. Tal sintese é ativada na auséncia de solutos compativeis no meio
externo tais como glicina betaina e prolina (KEMPF E BREMER, 1998; ELBEIN
et al., 2003; PEREIRA e HUNENBERGER, 2008; EMPADINHAS e DA COSTA,
2008).

Duas enzimas codificadas pelo operon otsBA determinam a sintese
osmorregulatéria de trealose. OtsA, a enzima trealose-6- fosfato sintase,
catalisa a condensacdo enzimatica dos precursores glicose-6-fosfato e UDP-
glicose. Entao trealose-6-fosfato é convertida em trealose livre pela acdo da
trealose-6-fosfato fostatase (OtsB) . Com o acumulo de trealose, E. coli é capaz
de suportar o estresse osmotico gerado por concentracées de até 0,5M de
NaCl em um meio basal (STROM e KAASEN, 1993; KEMPF e BREMER, 1998;
ITURRIAGA et al., 2009).

Em células de E. coli quando nao existem solutos compativeis
exégenos como, por exemplo, glicina-betaina e prolina, ocorre sintese de
trealose em resposta ao estresse osmoético que leva ao acumulo excessivo
deste acucar no citoplasma. O excedente produzido é excretado e convertido
em glicose pela acdo da trealase periplasmatica (TreA), e a glicose formada
pode ser consumida pela célula. A sintese de TreA é induzida por estresse
osmético mas nao por trealose (STYRVOLD e STORM, 1991; BURG e
FERRARIS; 2008).

2.5- Papel da salinidade na inducao do estresse osmético e seus efeitos

A salinidade é um tipo de estresse que esta envolvido diretamente com a
disponibilidade de agua no ambiente. Os solutos ibnicos contribuem
simultaneamente para ambos os estresses idnico e osmético, causando efeitos
ion-especificos na fisiologia das células e, em casos de salinidade alta, afeta os
processos bioldgicos por indisponibilizar a agua livre do ambiente, gerando
estresse osmatico, principal responsavel pelo efeito toxico sobre o crescimento
microbiano (TRIPATHI et al., 1998; MORADI et al., 2011).

Duas estratégias sdo mais utilizadas para permitir aos microrganismos
sobreviverem na presenca de estresse osmético inerente as elevadas

concentracdes salinas. A primeira € manter altas concentracdes de sais no seu



interior, no minimo equivalentes as concentragdes exteriores. Para tanto, todos
os sistemas intracelulares devem ser adaptados a presenca de altas
concentracdes de sais no citoplasma. A segunda estratégia € a utilizagdo de
solutos-compativeis organicos, que permitam que as células mantenham
baixas concentragdes de sais em seu citoplasma e, deste modo, ndo sejam
necessarias adaptacées nos sistemas intracelulares (OREN, 1999;
MUSTAKHIMOV, 2010).

Diferentes cepas de A. brasilense apresentam niveis de tolerancia a
NaCl variados. Observa-se que em algumas linhagens a producao de EPS e
agregados celulares é uma resposta fisiolégica ao estresse salino mais
consistente que a internalizacdo e osmoprotecao do soluto compativel glicina-
betaina (CHOWDHURY et al. 2007).

A resposta ao estresse gerado por NaCl pode ser mais complexa.
Estudos em Sinorhizobium apontam que alguns mutantes sao incapazes de
crescer em concentracdes elevadas de NaCl. Ha indicios que estas mutagdes
ocorreram em genes potencialmente envolvidos no metabolismo central, como
fatores de elongacao, DNA ligases, chaperonas e proteinas de divisao celular.
Estes achados demonstram que existe um nivel adicional de complexidade na
resposta ao estresse salino e osmético ainda por ser caracterizada (VRIEZEN
et al., 2007). Também tem sido demonstrado que o estresse salino causa
estresse oxidativo nas células através da indugao do acumulo de ERO e que a
protecdo contra o dano oxidativo € um aspecto crucial na tolerancia ao estresse

salino e osmotico (PAN et al., 2009).

2.6- Dano oxidativo induzido por estresses e os mecanismos celulares de
defesa.

O O, é utilizado tanto na producdo de energia através da cadeia
transportadora de elétrons na mitocéndria dos eucariotos, como na membrana
celular de muitas bactérias, e outras diversas vias metabdlicas. Em
contrapartida, sua utilizagdo gera substancias toxicas intra- e extracelulares,
fato conhecido como “paradoxo do oxigénio”. Essas substancias téxicas sao
geradas durante o transporte de elétrons, reacdes enzimaticas, reacbes de
auto-oxidacao e pelo grupo heme de proteinas, e sdo chamadas de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que sdo: o oxigénio singleto ('O.), o radical &nion
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superoxido (O2*’), o peréxido de hidrogénio (H-O.), o radical hidroxil (*OH), o
radical peridroxil (O2H*) e o0 0zbnio (O3) (SCANDALIOS, 2005; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

Dentre as ERO, algumas sao conhecidas como radicais livres, como por
exemplo, o anion superédxido e o radical hidroxil, enquanto outras sdo agentes
oxidantes ndo radicalares, como o perdxido de hidrogénio e o 0zbnio.Em
procariotos, essas ERO sao formadas através da reducdo sequencial do
oxigénio molecular catalisada por enzimas da cadeia respiratéria associadas a
membrana citoplasmatica (CASH et al. 2007). Algumas destas moléculas
reagem rapidamente apenas com algumas substancias, como ocorre com o
H.O,, enquanto o radical ‘OH, reage rapidamente com inumeras moléculas. Na
Tabela 1, sdo apresentadas algumas ERO e suas fontes conhecidas.

E importante ressaltar que ocorrem produgdo e agdo das ERO mesmo
em niveis fisioldgicos no interior das células, como produtos do metabolismo
basal. Por muito tempo, foi assumido que a producao de ERO gerava somente
efeitos negativos no organismo. No presente, é sabido que estas moléculas
assumem fungdes celulares essenciais. Por exemplo, algumas ERO participam
de atividades biomoduladoras e regulatérias em processos de sinalizacao
celular, através da modificacdo covalente de residuos de cisteina especificos
encontrados em proteinas alvo redox-sensitivas (DURACKOVA, 2010; FINKEL,
2011).

Tabela 1: Espécies reativas de oxigénio envolvidas em estresse oxidativo e suas fontes

Nome Férmula Fontes basicas

Oxigénio singleto '0, Fotoinibicdo, Radiag¢ao ultra violeta (UV),
Fotossistema I, reacdes de transferéncia de
elétrons (cloroplastos)
Anion superéxido Oy Reacdes de foto-oxidagéo, reacdo de Mehler nos
cloroplastos, reagdes de transferéncia de elétrons
em mitocéndrias, fotorrespiracao glioxissomal,
atividade peroxissomal, fixagao bioldgica do
nitrogénio, reacdes de O;e OH no espaco
apoplastico, defesa contra patégenos, oxidagdo

de xenobidticos
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Peréxido de hidrogénio H>05 Formado a partir de dismutagao do O, pela
enzima superéxido dismutase (SOD),
fotorrespiracao, beta-oxidagédo, decomposicao
proton-induzida de superéxido, defesa contra
patégenos
Radical hidroxil OH- Decomposicao de O3 no espacgo apoplastico,
defesa contra patégenos, reacdes de H,O,com
O, "(Haber-Weiss), reacdes de H,O, com Fe?*
(Fenton)
Radical peridroxil OzH- Formado pela protonagao do O, "através da
reacdo de Oz e OH no espaco apoplastico
Ozbnio O3 Radiacao UV e descargas elétricas na
estratosfera, reacdes envolvendo produtos de
qgueima de combustiveis fosseis, radiagdo UV na

troposfera

Fonte: SCANDALIOS, 2005

O estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre a
producdo e a remocao de ERO em favor do balanco pré-oxidante. Este
desequilibrio pode ser desencadeado por estresses ambientais, que levam a
producédo excessiva de ERO, causando dano oxidativo progressivo, que pode
ocasionar morte celular (POLJSAK e MILISAV, 2012; SHARMA et al., 2012).
Os danos gerados por ERO a biomoléculas podem ser separados em trés tipos
principais: oxidagao de proteinas, oxidagao de DNA e peroxidagéao de lipideos

de membranas (Figura 1).
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Figura 1: Representagdo esquematica de danos gerados por ERO a proteinas, DNA e lipidios.
Quando estresses ambientais induzem a formagéo exacerbada de ERO, podem ocorrer danos
a proteinas, lipidios e DNA se as defesas antioxidantes celulares ndo forem capazes de
neutraliza-las. O,e- Radical &nion superoxido; H.O,- Peroxido de hidrogénio; OH+ — Radical
hidroxil; Fe** — lon ferroso; SOD — Enzima superoxido dismutase; GPx —enzima glutationa
peroxidase; CAT — catalase (Adaptado de RAMAKRISHNAN et al., 2007).

Devido ao “paradoxo do oxigénio”, a célula estd munida de uma série de
defesas mitigadoras dos efeitos prejudiciais das ERO. Tais defesas sao
conhecidas como defesas antioxidantes, e podem ser produzidas
endogenamente ou adquiridas do ambiente. Estas defesas sdo resumidas em
trés formas principais de atuacdo: prevencdo da formacdao de ERO,
neutralizacdo de ERO e mecanismos de reparo dos danos causados por ERO.
Deste modo, o termo antioxidante define qualquer substancia que atrase,
previna ou remova o dano oxidativo de uma molécula-alvo (HALLIWELL et al.,
2007).

As defesas antioxidantes possuem componentes enzimaticos e nao-
enzimaticos, que contribuem para a manutencdo da homeostase redox
intracelular. Dentre esses, alguns possuem alto peso molecular como as
enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Outros
antioxidantes de alto peso molecular, porém néo-enzimaticos sdo as proteinas

albumina, transferrina e metalotioneinas. Antioxidantes n&o-enzimaticos de
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baixo peso molecular compreendem compostos hidrofilicos e lipofilicos, como
acido urico, acido lipbico, glutationa e ubiquinol, que podem ser sintetizados por
humanos. Algumas plantas e bactérias também podem sintetizar antioxidantes
nao-enzimaticos como vitamina C, vitamina E, carotendides, flavondides e
pirroloquinolina-quinona (PQQ) (RAJPUROHIT e MISRA, 2010; DURACKOVA,
2010; ROEHRS et al., 2011).

Em G. diazotrophicus, um exemplo destas defesas contra os efeitos das
ERO geradas pelo metabolismo aerdbico é a inducao da expressao de genes
envolvidos com a producdo de enzimas antioxidantes durante a fixacéo
bioldgica do nitrogénio. Acredita-se que estas vias antioxidantes sdo induzidas
para prevenir a inibicdo da atividade da enzima nitrogenase causada por ERO
(ALQUERES et al., 2010).

2.7- Pirroquinolina-quinona e suas funcoes nos sistemas biologicos

A pirroloquinolina-quinona (PQQ) foi descoberta a cerca de trés
décadas em bactérias metilotréficas atuando como cofator da enzima metanol
desidrogenase (SALISBURY et al., 1979; WESTERLING et al., 1979), mas sua
origem pode ser tdo antiga quanto o0 proprio universo, pois
surpreendentemente, esta molécula foi encontrada em graos de poeira
interstelar (KRUEGER et al. 2004). A estrutura quimica de PQQ é apresentada
na Figura 2.

Em bactérias, PQQ interage com diferentes enzimas, incluindo,
metanol desidrogenases, glicose desidrogenases, alcool desidrogenases e
aldeido desidrogenases, e estas proteinas que interagem com PQQ séao
classificadas como quinoproteinas (XIONG et al., 2011; MISRA et al., 2012).
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Figura 2: Estrutura quimica da pirroloquinolina-quinona (PQQ).

Ainda que a maioria das quinoproteinas sejam desidrogenases
bacterianas, um grande numero de outras enzimas tem sido relatado como
dependentes de PQQ como cofator. Dentre as mais importantes estdo as
amina oxidases e desidrogenases (MCINTIRE, 1994), serina/treonina quinases
de E. coli (KHAIRNAR et al., 2007) e Deinococcus radiodurans (RAJPUROHIT
e MISRA, 2010) e 2-aminoadipico,6-semialdéido desidrogenase, uma proteina
envolvida em adenocarcinoma em humanos que contém seis sitios de ligacao
para PQQ (WANG et al. 2005).

Diversas pesquisas tem mostrado que PQQ desempenha importantes
papéis no crescimento e desenvolvimento de todos os organismos testados,
porém a sintese de PQQ em organismos superiores ainda nao foi relatada
(MISRA et al., 2012). Kasahara e Karo (2003) propuseram que PQQ seja um
membro do grupo de vitaminas do complexo B, porem esta classificacdo tem
sido questionada (RUCKER et al, 2005).

Além da atuacao como cofator, a participacdo de PQQ na resisténcia a
estresses ambientais tem sido relatada. Foi demonstrado que PQQ estimula a
tolerdncia ao estresse oxidativo em E. coli (KHAIRNAR et al.,, 2003) e
mamiferos (HE et al., 2003). Condizentemente, foi observado que PQQ produz
adutos quimicamente inertes com ERO in vitro (MISRA et al, 2004).

Adicionalmente, pesquisas realizadas com a bactéria gram-positiva
Deinococcus radiodurans demonstraram que PQQ é um fator crucial na

resisténcia aos efeitos da radiacdo UV e v, e que esta resisténcia é dada pela
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protecao contra ERO gerada diretamente pela molécula PQQ e pela acao de
enzimas de reparo de quebra de DNA reguladas por PQQ (KHAIRNAR et al.,
2007; RAJPUROHIT et al., 2008; RAJPUROHIT e MISRA, 2010) .

Estudos com mutantes defectivos de Pseudomonas fluorescens nao
produtores de PQQ, revelaram que esta molécula € um potente promotor do
crescimento vegetal, e que esta caracteristica ndo é dada pela solubilizagéo de
fosfato, mas provavelmente, pela atuagdo de PQQ como um antioxidante,
sequestrando ERO (CHOI et al. 2008). Outro estudo mostrou que PQQ tem
papel fundamental na inducdo da resisténcia sistémica em plantas de tabaco
estimulada pela bactéria Enterobacter intermedium contra a bactéria
fitopatdgenica Erwinia carotovora. Neste mesmo estudo, foi observado que
mutantes de E. intermedium defectivos para a producado de PQQ perderam a
capacidade de inibir o crescimento do fungo patogénico de arroz Magnaporthe
grisea (HAN et al. 2008). Xiong e colaboradores (2011) observaram que a
administracdo oral de PQQ em camundongos protege estes animais dos
efeitos nocivos da radiacao y e prolonga a vida dos animais irradiados.

A fungéo de PQQ como molécula moduladora da sinalizag&o celular tem
sido relatada. Em Deinococcus radiodurans, mutantes defectivos para o gene
pqqE altamente sensivel a radiacdo v, radiacdo UV e estresse oxidativo,
apresentam niveis reduzidos de fosforilagdo em relacdao a cepa selvagem de
uma proteina quinase envolvida com mecanismo de reparo de DNA
(RAJPUROHIT e MISRA, 2010).

Tem sido mostrado que PQQ inibe processos neurodegenerativos. PQQ
bloqueia a formacgao de fibrilas amil6ides e diminui a citotoxicidade de variantes
da proteina alfa-sinucleina truncados na posicao C-terminal. Esses variantes
formam os amildéides que provocam danos em neurdnios dopaminérgicos e

levam ao estabelecimento da doenga de Parkinson (KIM et al., 2010).

2.8- Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria Gram-negativa,
endofitica e diazotrofica, que foi primeiramente isolada de raizes e colmos de
variedades brasileiras de cana-de-acicar (CAVALCANTE e DOBEREINER,
1988). Sua ocorréncia na rizosfera € pouco detectada, devido a dificuldades de

isolamento no solo e/ou a baixa sobrevivéncia da bactéria nesta condicédo
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(SARAVANAN et al., 2007). G. diazotrophicus bactéria também foi isolada de
varias outras espécies vegetais inclusive arroz e café, que possuem grande
importancia econdémica (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997; ANITHA e
THANGARAJU, 2010).

Devido ao comportamento endofitico, sugere-se que G. diazotrophicus
possa fixar nitrogénio mais eficientemente que outros organismos diazotréficos,
que permanecem somente na rizosfera (DOBEREINER et al., 1993). Acredita-
se que, nessa condicdo, a planta forneca fotossintetizados para a nutricdo da
bactéria. Somado a isso, a planta também oferece um microambiente pobre em
oxigénio, que é uma condicdo necessaria para a atividade da enzima
nitrogenase bacteriana. Deste modo, a bactéria endofitica ndo compete com
outros microrganismos por nutrientes como ocorre com bactérias rizosféricas
(REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998). Em contrapartida, a bactéria fixa
nitrogénio atmosférico e produz compostos promotores do crescimento vegetal
(FUENTES-RAMIREZ et al., 1993; ANITHA e THANGARAJU, 2010).

Estudos sobre os beneficios gerados por G. diazotrophicus sobre a
produtividade de cana-de-agclUcar revelaram que a inoculacdo em plantas
micropropagadas com a cepa PAIl 5 gerou um aumento do peso fresco da parte
aérea de 28% (BALDANI e BALDANI, 2005). G. diazotrophicus também
promove o crescimento de outras espécies economicamente como arroz
(ANITHA e THANGARAJU, 2010) e tomate (LUNA et al., 2011). O aumento da
biomassa de plantas ocasionado pela inoculacdo com G. diazotrophicus pode
ser atribuido a diferentes aspectos apresentado pela bactéria, tais como: a
fixacdo de nitrogénio, producdo de fitormbnios, solubilizacdo de nutrientes
minerais e supressao de patdégenos pela producdo de bacteriocinas (BLANCO
et al. 2005; SARAVANAN el al.,, 2007). Este conjunto de caracteristicas
permite que G. diazotrophicus seja classificada como uma bactéria promotora
do crescimento vegetal (SARAVANAN et al., 2008).

O crescimento 6timo de G. diazotrophicus € obtido em condi¢des
nutricionais semelhantes a composicdo do caldo de cana-de-agucar, com
concentracdes de sacarose em torno de 10% e pH proximo a 5,5. Entretanto,
glicose, frutose, galactose também podem ser usados como fontes de carbono
(CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988; STEPHAN et al., 1991). Outras fontes
de carbono consumidas por G. diazotrophicus sao gliconato, manitol,
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arabinose, meso-inositol, i-inositol, sorbitol e glicerol. Além destes, os
aminodcidos glutamato, serina, alanina e histidina podem ser utilizados como
fonte de carbono e nitrogénio. Com excec¢édo do acido 2-cetoglicbnico que é
comumente presente em plantas de cana-de-acucar, nenhum dos acidos
organicos mais comuns favorece o crescimento de G. diazotrophicus
(MUTHUKUMARASAMY et al., 2002).

Andlises fisiol6gicas e bioquimicas revelaram que G. diazotrophicus é
capaz de crescer em altas concentracdes de sacarose e baixos indices de pH,
fixando nitrogénio em meios de cultura com até 30% de sacarose e pH em
torno de 2,5 (STEPHAN et al., 1991). Esta capacidade de sobrevivéncia sob
grandes concentracbes de sacarose sugere uma alta tolerancia ao estresse
osmotico. Até o presente ndao € conhecido um sistema de internalizagdo de
sacarose em G. diazotrophicus, e 0 mecanismo proposto € o0 uso da enzima
levansucrase (LsdA), que é secretada para o espacgo periplasmatico e catalisa
a hidrolise da sacarose presente no ambiente (ARRIETA et al., 2004;
VELAZQUEZ-HERNANDEZ et al., 2011). Os produtos gerados da hidrélise da
sacarose, glicose e frutose, sdo consumidos como fonte de energia ou
utilizados como fonte de carbono para producdo de outros compostos
(MUTHUKUMARASAMY et al., 2002; VELAZQUEZ-HERNANDEZ et al., 2011).

2.9- Estresse osmotico em Gluconacetobacter diazotrophicus

No interior dos tecidos de cana-de-agucar, G. diazotrophicus tem como
principal sitio de colonizacdo o apoplasto, onde a concentracao de sacarose
varia em torno de 10%. Apesar de proporcionar o crescimento 6timo desta
bactéria, tal condicdo gera uma elevada pressao osmética, que é suficiente
para inibir o crescimento de varios outros microrganismos (REIS e
DOBEREINER, 1998).

G. diazotrophicus tem a capacidade de colonizar diversos tecidos de
cana-de-aguUcar, se estabelecendo nos espacos intercelulares, podendo entrar
em contato direto com o0s osmoprotetores produzidos pela planta. Tal
caracteristica de ampla distribuicdo nos tecidos da planta sugere grande
capacidade de osmoadaptacao pela bactéria. Por exemplo, G. diazotrophicus

se multiplica tanto no xilema, onde a concentracdo de sacarose é muito baixa,
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quanto no apoplasto, onde a concentracao deste acucar é elevada (JAMES et
al., 2001).

Em 2003, Tejera e colaboradores demonstraram que a atividade da
nitrogenase de G. diazotrophicus é severamente afetada por concentracdes de
150 e 200 mM de NaCl. Foi observado que as enzimas envolvidas no
metabolismo do carbono, como glicose desidrogenase e enzimas do ciclo dos
acidos tricarboxilicos também foram inibidas nessas condi¢des, limitando o
crescimento bacteriano. Neste mesmo trabalho, foi observado ainda que a
populacéo bacteriana decai em 95% no primeiro dia de ensaio de desidratacéo
por razdo do choque osmético. Porém, as bactérias que resistem se mantém
viaveis durante os 28 dias de ensaio subsequentes. Este resultado corrobora a
ideia de que é necessario um tempo entre a percepg¢do e as respostas de
adaptacao aos estresses ambientais (MITCHELL et al.,2009).

Mufioz-Rojas e Caballero-Melado (2001) apontam uma diminuigdo
drastica na populagdo de G. diazotrophicus nos tecidos internos com o
aumento da idade da planta de cana-de-acucar. Estes pesquisadores sugerem
que o efeito no balanco osmético gerado pelo aumento da concentracido de
sacarose e consequente diminuicdo da atividade de agua no interior dos
tecidos vegetais seja a causa de reducao da populacéo bacteriana.

Boniolo e colaboradores (2009) testaram o efeito de glicina betaina
como osmoprotetor em G. diazotrophicus. Neste estudo foi visto que glicina
betaina atenua os efeitos do estresse salino pela adicdo de NaCl. Os efeitos de
concentracdes de até 100 mM de NaCl sobre o crescimento da bactéria sao
revertidos pela adicdo de 20 mM de glicina betaina. No entanto, efeitos de
concentragdes maiores de NaCl causam mudangas drasticas no crescimento e
morfologia das células bacterianas, que nao puderam ser revertidas por glicina
betaina.

Em estudo recente, utilizando mutantes defectivos em condi¢cées de
estresse  osmotico, Veldzquez-Herndndez e  colaboradores  (2011)
demonstraram o papel da levansucrase (LsdA) na osmoadaptacdo de G.
diazotrophicus. Foi revelado que o levan formado pela agdo desta enzima atua
como osmoprotetor e também é substrato para a formacédo de biofilme, que

protege a bactéria do agente estressor.
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Muitos aspectos da resisténcia de G. diazotrophicus aos estresses
osmético e idnico ainda nao foram esclarecidos. Sabe-se que a levansucrase
ndo protege esta bactéria contra os efeitos nocivos de PEG-400 (VELAZQUEZ-
HERNANDEZ et al., 2011), porém ainda ndo foram relatados mecanismos
moleculares envolvidos diretamente com a resisténcia contra este agente
estressor.
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3- Objetivo

Identificar novos mecanismos moleculares envolvidos na tolerancia a
estresse osmatico e iGnico em Gluconacetobacter diazotrophicus PAI5, através

do estudo de um conjunto de mutantes de inser¢cao previamente identificados.

3.1- Objetivos especificos

e Caracterizar os niveis de sensibilidade de 138 mutantes de G.
diazotrophicus PAl 5 pela analise do padrdao de crescimento em
meio de cultivo liquido na presenca dos agentes estressantes:
PEG-400, sacarose, NaCl e Na SOy;

e Selecionar aqueles mutantes que apresentem padrdes
especificos de sensibilidade aos agentes estressantes testados;

e Avaliar o numero de inser¢cées do transposon Tn5 no genoma dos
mutantes selecionados por “Southern Blotting”;

e Identificar os genes mutados através do seqlenciamento das
bordas do transposon;

e Caracterizar a funcdo dos genes identificados pela andlise “in
silico” das sequéncias protéicas codificadas;

e Avaliar a sensibilidade dos mutantes selecionados em meio sélido
sob estresse com PEG-400, sacarose, NaCl e Na;SOy;

e Avaliar a produgédo de ERO em G. diazotrophicus PAI5 selvagem
induzida pelos agentes estressantes.

e Avaliar a capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio nos
mutantes selecionados, utilizando ensaio de formacéao de pelicula

aerotaxica;
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4- Material e métodos

4.1- Microorganismo

Foi utilizada a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PAI 5
cedida pelo professor Dr. Fabio Lopes Olivares do Laboratério de Biologia
Celular e Tecidual LBCT/CBB/UENF.

4.2- Colecao de microrganismos utilizados

Os mutantes de insercao utilizados neste trabalho foram provenientes da
biblioteca de mutantes armazenada na UENF sob responsabilidade do
professor Dr. Gongalo Apolinario de Souza Filho. Estes mutantes de G.
diazotrophicus PAI 5 foram gerados utilizando o kit EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-
2>Tnp Transposome (Epicentre, Madison, WI, USA), conforme descrito por
Intorne e colaboradores (2009). A biblioteca de mutantes contendo 2227
bactérias foi submetida a triagem para selecdo de mutantes sensiveis a
estresse osmotico e idnico. Para realizagdo da triagem voltada para estresse
osmético e ibnico, os mutantes foram submetidos a cinco tratamentos: meio
sélido LGIm sem adicdo de agentes estressantes e meio sélido LGIm contendo
600 mM de sacarose, 100 mM de NaCl ou 200 mM de Na,SO4. Apds 6 dias de
cultivo, o crescimento das colbnias foi avaliado em comparacdao com a bactéria
selvagem e foram selecionados 138 mutantes defectivos (de OLIVEIRA, 2012).
No presente trabalho, estes 138 mutantes previamente selecionados foram
avalidos quanto a tolerancia aos estresses salino e osmoético como descrito a

seqguir.

4.3- Meios de cultivo e solutos

Foi utilizado o meio LGlI (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988)
modificado com 10mM (NH4).SO, e 1% glicose, para todas as analises
realizadas neste trabalho. O pH inicial dos meio foi ajustado para 5,5 com KOH.
O meio modificado serd mencionado como LGIm (Tabela 2). Para os ensaios
de estresse osmético e i6nico, o meio foi preparado duas vezes concentrado
para permitir a adicdo de diferentes solutos. As solucdes estoques dos solutos
utilizados também foram preparadas duas vezes concentradas. Os solutos
utilizados foram NaCl (100mM), Na>,SO,4 (250mM), sacarose (600mM) e PEG
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400 (300mM). O meio e os solutos foram esterilizados por meio de
autoclavacéo.

Para o cultivo da bactéria Escherichia coli, foi utilizado o meio LB Miller
(Tabela 2) (MILLER, 1972) e este cultivo foi realizado em estufa e/ou agitador
orbital a 37°C. Nos cultivos em meio sélido foram adicionados 15 g/L de &gar

bacterioldgico. Canamicina 50 pug.mL™ foi utilizado quando necessario.

Tabela 2: Composi¢do do meio LGIm.

Componente Concentracéo (g.L™”)

CaCl,.2H,0 0,002
FeClz.6H,0 0,001
K.HPO, 0,02
KH,PO, 0,06
MgS0,.7H.0 0,02

NaMo0O,.2H.0 0,0002

(NH4)2S04 0,132
Glicose 10
Para meio solido foi acrescentado
Agar 15

Azul de bromotimol 5mL

Modificado de Cavalcante e Débereiner, 1988

Tabela 3: Composi¢édo do meio LB Miller.

Componente Concentracéo (g.L")
Extrato de levedura 5
Triptona 10
NaCl 5
Para meio solido foi acrescentado
Agar 1,5
Miller, 1972

4.4- Selecao dos mutantes por ensaios de estresse osmético e i6nico
Cinco porcento de células a partir de um estoque em glicerol de G.
diazotrophicus PAI 5 selvagem e 138 mutantes foram inoculados em 400 pL de

meio LGIm em placas de 96 pocos. As culturas foram incubadas a 30°C sob
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condicées controladas, em agitador orbital com agitacdo de 200 rpm. Os
in6culos foram cultivados até atingir DO 600 de 0,5 para utilizacdo em ensaios
posteriores.

Para os ensaios em meio liquido, 5% da cultura foi inoculada em meio
LGIm duas vezes concentrado e misturada com igual volume de solucao
estoque do soluto requerido. Os ensaios foram realizados em placas de 96
pocos com 2 mL de volume/poco (“MEGA titer plate”). seladas com adesivo
(“Adhesive Sealing Films for Microplates”- Simport, Beloeil QC, Canada) sob
agitacao constante (200 rpm, 30 °C). Foi utilizado 400 pL de volume de cultura
por pocgo. Os resultados foram avaliados ap6s 48 h de cultivo. 200 pL da cultura
foram transferidos para placas transparentes de 96 pocos de fundo reto e a
absorbancia foi mensurada em de microplacas (Synergy HT, BioTek
Instruments, Winooski, VT) a 600 nm. Uma equacéo de regresséo linear (r2=
0,997) foi aplicada para converter os valores obtidos em valores de
espectrofotometro de cubeta. Os dados obtidos para os mutantes foram
comparados com o padrao de crescimento da bactéria selvagem nas mesmas
condi¢cdes para a visualizacdo daqueles mutantes mais afetados pelos agentes
estressantes. Seis mutantes que confirmaram o fenoétipo afetado foram
selecionados para analises de verificacdo do numero de insercées do
transposon, sequenciamento da regido interrompida pelo inserto e ensaios de
estresse em meio sélido e analises microscopicas.

Para a realizacdo dos ensaios em meio sélido, a cultura foi transferida
para placas de 96 pocos com fundo em “U” e as células foram plaqueadas com
o auxilio de um replicador de 96 pinos (Boeke, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)
no meio soélido contendo diferentes concentragdes de agentes estressantes. As
placas foram mantidas em estufa bacteriolégica a 30 °C. Apds 72h, os
resultados foram registrados. Os ensaios foram conduzidos em triplicata.

4.5- Analise do numero de insercoes do transposon tn5 no genoma dos
mutantes selecionados por “Southern blot”

4.5.1 - Extracao de DNA genémico
Para extracdo de DNA gendmico foi utilizado o reagente para extracao
Plant DNAzol (Invitrogen®). As bactérias foram cultivadas em meio liquido até
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o final da fase exponencial e entdo submetidas a centrifugacdo. Aos
sedimentos bacterianos obtidos foi acrescido o reagente de extracdao e o
protocolo seguiu de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

Ap6s a extracao, as amostras obtidas foram quantificadas utilizando
NanoDrop e avaliadas por eletroforese em gel de agarose (1 %) e TAE 1X
(SAMBROOK e RUSSEL , 2001).

4.5.2- Hibridizacao DNA/DNA para verificacao do numero de insercoes do
transposon

O numero de inser¢des do transposon em cada mutante selecionado foi
verificado através de ensaio de “Southern Blotting”. Um micrograma do DNA
extraido foi digerido com a enzima de restricdo EcoRI (New England Biolabs) e
submetido a eletroforese em gel de agarose e posterior transferéncia para
membrana de nylon (HYBOND® N+, Pharmacia Biotech) para realizacdo da
hibridizacdo (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). A sonda utilizada foi o fragmento
de 2.001 pb relativo ao transposon “EZ-Tn5™ <R6Kyori/KAN-2>". O fragmento
foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e marcado
utilizando o kit AlkPhos Direct Labelling Reagents (GE Healthcare, UK).

4.6- ldentificacao das sequéncias interrompidas nos mutantes de unica
insercao

Para identificacao das sequencias flanqueadoras ao sitio de insercao do
transposon foi realizada digestdo enzimatica do DNA gendmico de cada
mutante com a enzima EcoRI e posterior auto-ligacdo dos fragmentos obtidos.
O produto de tal ligacdo foi utilizado para a eletroporacdo em células
competentes de E. coli TransforMax EC100D (pir) (Clontech, USA) seguindo
as instrucées do kit EZ-Tn5<R6Kyori/KAN-2>Tnp Transposome. Em seguida,
as células eletroporadas foram plaqueadas em meio LB sélido suplementado
com canamicina (50 pug.mL"). A extracdo dos plasmideos das coldnias
selecionadas foi feita por lise alcalina (SAMBROOK e RUSSEL , 2001).

A obtencao das sequéncias de nucleotideos das regides interrompidas
pelo transposon foi realizada no sequenciador automatico ABI 3130 (Applied
Biosystems Inc., CA, USA) utilizando o kit Big Dye Terminator (Applied
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Biosystems Inc., CA,USA) seguindo as instrucdes do fabricante. Para a reacao
de sequenciamento foram utilizados os iniciadores especificos KAN-2-FP-1 (5' -
ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC - 3) e KAN-2-RP-1 (5" -
CTACCCTGTGGAACACCTACATCT - 3') do kit EZ-Tn5<R6Kyori/KAN-2>Tnp

Transposome.

4.6.1- Caracterizacao funcional dos genes identificados através de analise
in silico

Posteriormente, foram feitas analises por alinhamento de sequéncias
para identificacdo de homodlogos e predicao funcional através do programa
BLAST do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI). As
sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas pelos genes estudados
no presente trabalho foram utilizadas para a busca de sequéncias similares em
outras espécies bacterianas através do uso da ferramenta ‘blastp’ nos bancos
de dados GenBank-NCBI. Tais sequencias foram alinhadas pela utilizacao
ferramenta “Create Alignment” do programa CLC Main Workbench 6.7 e para a
deteccao de motivos foi utilizada a ferramenta “motif search” do programa CLC
Main Workbench 6.7.

Para os alinhamentos referentes as proteinas PqgB, PqqC e PggE foram
utilizadas sequéncias de proteinas homologas das seguintes espécies:
Gluconacetobacter xylinus NBRC 3288, Gluconacetobacter hansenii ATCC
23769, Acetobacter aceti NBRC 14818, Gluconobacter oxydans 621H,
Chromohalobacter salexigens DSM3043, Magnetospirillum magnetotaticum
MS-1, Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC33913, Bradyrhizobium
japonicum USDA 6, Pelagibacterium halotolerans B2, Azospirillum lipoferum 4B
e Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.

Para o alinhamento referente a proteina AcrA foram utilizadas
sequencias homoélogas encontradas nas bactérias Escherichia coli K12,
Salmonella enterica subsp. enterica pv. typhimurium LT2, Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286, Pantoea vagans (C9-1,
Pseudomonas stutzeri ATCC 14405, Pseudomonas syringae pv. syringae 642,
Gluconacetobacter xylinus NBRC 3288, Gluconacetobacter oboediens 174Bp2,
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769, Zymomonas mobilis subsp. mobilis
ZM4.,
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4.7- Microscopia de fluorescéncia para deteccao de ERO

Para os ensaios de deteccao da producdo enddgena de ERO, G.
diazotrophicus PAl 5 selvagem foi cultivada em meio LGIm como controle e
meio LGIm acrescido de Na.SO4 (250 mM), NaCl (100 mM), sacarose (600
mM), e Polietilenoglicol-400 (PEG-400) (300 mM). Para os ensaios com o
mutante GDP12EOQ3 (acrA), foi utilizado meio LGIm como controle e meio LGIm
acrescido de PEG-400 (100 mM). Nestes ensaios, o cultivo destas bactérias foi
realizado em placas de cultura de tecidos de fundo chato com 6 pocos (TPP,
Switzerland) e as culturas (2 mL) foram incubadas a 30°C durante 48h
(selvagem) ou 24h (acrA), em agitador orbital (New Brunswick, USA) com
agitacao de 200 rpm. Apds o tempo de cultivo as células foram tratadas com
diclorofluoresceina diacetato (5mM), e permaneceram sob agitagdo durante 15
minutos no escuro. Apds este periodo, estas células foram transferidas para
laminas e cobertas com laminulas, e analisadas em um microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX60) utilizando filtros para deteccao de fluoresceina
(excitacao, 450-490 nm; emissao, 500 nm). Os resultados obtidos representam

um experimento em triplicata.

4.8- Avaliacao comparativa da fixacao bioléogica do nitrogénio nos
mutantes selecionados

Para verificar possiveis alteracées na fixacao bioldgica de nitrogénio nos
mutantes selecionados neste trabalho, G. diazotrophicus e os mutantes
GDP12F06, GDP01F02, GDP13G12, GDP04A11, GDP12E03 e GDP28B08
foram cultivados em erlenmeyers de 250 mL contendo meio LGIm (30°C / 200
rpm) até atingir DO600 1. Em seguida, 100 uL desse cultivo foram adicionados
no centro de frascos contendo cinco mililitros de meio LGIm sem nitrogénio
semi-sélido (1,6 g/L agar bacteriol6gico). Apds 6 dias de cultivo em estufa

microbiblogica (30°C) a formagéao de pelicula aerotaxica foi avaliada.
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5- Resultados

5.1- Selecao de mutantes com elevada sensibilidade ao estresse osmético
e iénico

Para determinar quantitativamente os niveis de sensibilidade aos
diferentes agentes indutores de estresse osmético e idnico, foi realizado o
cultivo em meio LGIm liquido dos 138 mutantes de G. diazotrophicus PAI 5 na
presenca de NaCl, sacarose, Na,SO, e PEG-400. Foram tomados os valores
das densidades oOticas, observando-se que os mutantes apresentavam
diferentes padrdes de crescimento e niveis de sensibilidade quando expostos
aos agentes estressantes (Anexo 1). Oitenta mutantes apresentaram
sensibilidade acima de 80% a no minimo um dos agentes utilizados. Dentre
estes 80 mutantes, 45 tiveram o crescimento prejudicado quando cultivados na
presenca de sacarose e somente seis por NaCl (Figura 3).

Na,S0O,

NacCl

Sacarose

Figura 3: Representacao grafica do agrupamento dos 80 mutantes selecionados cuja inibigao
do crescimento na presenca de agentes estressantes foi acima de 80%. O cultivo dos 138
mutantes de G. diazotrophicus PAI 5 foi realizado em meio LGIm liquido na presenga de NaCl
(100 mM), sacarose (600 mM), Na,SO, (250 mM) e PEG-400 (300 mM) durante 48h.
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Em seguida, foram selecionados seis mutantes para analise. Dentre
estes, quatro apresentaram padrdo peculiar de resposta aos estresses,
demonstrando forte inibicdo do crescimento (superior a 80%) na presencga de
PEG-400 e/ou NaxSO4 porém nado sendo afetados por sacarose e NaCl
(GDP12F06, GDPO01F02, GDP13G12 e GDP04A11). Ja GDP12E03 e
GDP28B08 foram selecionados por apresentarem forte sensibilidade a PEG-
400 (99% de inibi¢éo).

Um outro aspecto interessante a ser observado na figura 4, é o fato de
que Na.SO, favoreceu o crescimento da bactéria selvagem, resultando em

maior concentracao celular que aquela observada na auséncia de estresse.

LJJ

EDP12F06 GDPO1FO2 GDP13G12 GDPO4AL1 GDP12EO3 GDP28B08

Nacl

B SACAROSE

H Na2s04

Inlblglio em %
—

- EPEG

Figura 4: Taxa de inibicdo de Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 selvagem (WT) e
mutantes (GDP12F06, GDP01F02, GDP13G12, GDP04A11, GDP12E03 e GDP28B08
respectivamente) cultivados na presenga de NaCl (100mM), sacarose (600mM), Na2SO4
(250mM) e PEG-400 (300mM).

5.2- Os mutantes selecionados possuem uma unica insercdo do
transposon

A verificagdo do numero de insergcbes do transposon no cromossomo
dos seis mutantes selecionados foi realizada através de “Southern Blotting”,
utilizando a sequéncia do transposon como sonda (Figura 5). Os ensaios de
hibridacdo permitiram verificar a presenga de uma banda Unica para todos os
seis mutantes. Quanto a bactéria selvagem nao foi observada a presenca de
nenhuma banda ap6s a hibridacdo como esperado (Figura 5).

28



A)

B)

-y - ™

Figura 5: “Southern Blotting” dos mutantes selecionados. A) Gel de agarose 1% das digestdes
transferidas para a membrana usada na hibridagéo. B) O DNA gendmico de Gluconacetobacter
diazotrophicus PAl 5 selvagem e dos 6 mutantes selecionados foi isolado e digerido por EcoRl.
O fragmento do transposon (2001 pb) marcado com fosfatase alcalina foi utilizado como sonda
na hibridagéo 1 a 6: mutantes GDP01F02, GDP04A11, GDP12E03, GDP12F06, GDP13G12 e
GDP28B08, respectivamente; 7: cepa selvagem.

5.3- Identificacao dos genes mutados pqq e acr

Os DNAs gendmicos dos mutantes selecionados foram extraidos e
digeridos para subsequente identificacdo das regidbes gendmicas que
flanqueam a insercéao do transposon (Figura 6). O DNA digerido foi recuperado
por auto-ligacao e clonado em E. coli (pir-). Apds a extragcdo de DNA plasmidial
foi feito o sequenciamento das regides flanqueadoras e a identidade do gene
interrompido em cada mutante foi revelada através de andlise “in silico” (Tabela
4).
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A)

Figura 6: Extracao e digestdo do DNA genémico dos mutantes. A) Confirmagéao da extragao do
DNA gendmico por eletroforese em gel de agarose 1% para os 6 mutantes selecionados de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 com o reagente Plant DNAzol. B) Padréo eletroforético
da digestao enzimatica por EcoRl em gel de agarose 1%. 1 a 6: mutantes GDP0O1F02,
GDP04A11, GDP12E03, GDP12F06, GDP13G12 e GDP28B08, respectivamente.

Tabela 4: Mutantes selecionados quanto a sensibilidade a estresse osmaético.

Mutantes  Sitios Alvos A+T (%) GenelD® Gene Proteina®

GDP12F06 CCCGGCGGG 0 5792150 pqqB Pirroloquinolina-quinona sintase (putativa
GDPO1F02 CGCCCACCA 222 5792149 pqgqC Pirroloquinolina-quinona sintase (putativa
GDP13G12 ACGCCACCC 22,2 5792149 pgqC Pirroloquinolina-quinona sintase (putativa
GDPO04A11 GCGGACAGC 22,2 5792147 pqqE Pirrologuinolina-quinona sintase (putativa
GDP12E03 TTCTGGAAC 22,2 5792164 acrA Proteina de resisténcia a acriflavina
GDP28B08 AACATGGAC 44,4 5792164 acrA Proteina de resisténcia a acriflavina

)
)
)
)

2. GenelD de acordo com a base de dados do NCBI. °: Anotacdo de acordo com a base de
dados do NCBI

Pode-se observar que os sitios alvos do transposon foram diferentes
entre os seis mutantes sequenciados, indicando um padrdo aleatério de
insercdo no genoma de G. diazotrophicus PAIl 5 (Tabela 4). Isto é confirmado
pelo conteldo A+T, que também variou entre os mutantes selecionados. Os
quatro mutantes que apresentaram resultados de sensibilidade semelhantes
para todos agentes estressantes foram identificados na mesma regido
gendmica organizados lado-a-lado (pqqB, pqqC e pqqE) (Figura 7). Dentre
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estes, dois mutantes (GDP01F02 e GDP13G12) possuem insercoes em
diferentes pontos do mesmo gene (pgqC). Os outros dois mutantes
(GDP12E03 e GDP28B08) que apresentaram fendtipo similar durante os
ensaios de estresse também foram interrompidos no mesmo gene (acrA) em
pontos distintos (Tabela 4 e Figura 7). Este gene acrA encontra-se ao lado de
outro gene acr, acrB. No entanto, este gene nao foi encontrado entre os

mutantes selecionados que foram sequenciados.

A) GDPQ4A11 GDPO1F02 GDP13G12 GDP12F06
nt. nt.
1266785 1268909
PaqE paqD PqqC PaqB PqqA
B) GDP12E03
nt. nt.
1281207 > > 1157051
acrA acrB oprit
GDP28B08

Figura 7: Organizagdo genbmica dos genes interrompidos em Gluconacetobacter
diazotrophicus PAl 5. A) “Cluster” génico flanqueando pqqB, pqqC e pqqE; B) “Cluster” génico
flanqueando acrA As setas indicam o sentido da transcricdo destes genes. nt: nucleotideo;
setas pretas: genes interrompidos neste estudo; setas cinzas claro: genes nao interrompidos;
triangulos de borda preta: posicao relativa da insergao tn5. Adaptado da base de dados NCBI.

5.4- As proteinas mutadas sao conservadas em bactérias Gram-negativas

5.4.1- PqqB

No alinhamento das sequéncias protéicas homologas de PqgB fica
evidenciada a maior conservacao de aminoacidos nas regiées N-terminal e C-
terminal, com excec¢do a PqgB de M. magnetotaticum MS-1, onde é inserido
um “gap” na regidao N-terminal. O ndo pareamento na regidao central também é
devido a insercédo de “gaps”. Outra caracteristica evidente ao longo de toda a
proteina € a conservacao de carga e principalmente hidrofobicidade dos
aminoacidos. Quando nao ocorre pareamento, aminoacidos carregados
positivamente (R, K, H) sdo trocados entre eles nas diferentes espécies. O
mesmo ocorre para 0s aminoacidos carregados negativamente (D, E), os de
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cadeia lateral

hidrofdbica alifatica

aromatica (F,W,Y) (Figura 8).
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Figura 8: Alinhamento da proteina PqgB em diferentes bactérias Gram-negativas. Foi utilizada
a ferramenta “Create Alignment” do programa CLC Main Workbench 6.7 com parametros
padrdes pré-determinados. A sequéncia em negrito,
comparacgdes, representa uma sequéncia consenso das espécies. As barras mostram o nivel
de conservagao de cada residuo de aminoacido. Residuos em fundo vermelho representam
regides mais conservadas da proteina e em azul, regides menos conservadas. (-) Espacgos
foram introduzidos para melhorar o alinhamento.
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Também foi realizada a predicdo de “motivos” na proteina PqgB. Foram
encontrados dois “motivos” conservados em todas as sequéncias de proteinas
utilizadas no alinhamento (Figura 9). Um “motivo” refere-se ao sitio alvo de
fosforilacdo da proteina quinase C e o outro a um possivel sitio de N-
glicosilacdo. Adicionalmente, foi feita predicdo de dominios de PqgB
apresentadas no banco de dados Pfam do “Wellcome Trust Sanger Institute”.
Foi encontrado que o dominio metalo-beta-lactamase (PF00753) é comum a
todos as proteinas analisadas. Este dominio se encontra na posicao central de
PqgB em G. diazotrophicus PAl 5 (Figura 10) e demais homologos estudados
(dados ndo mostrados).

G. diazotrophicus PqqB
40

20
1 1 I |
MIDLIVLGAAAGGGFPOWNSNAPACRRARADDPAAPSRTQAS IAVSGDGAHWFVVNASPDLRAQIGQTPALHPRHGLRST

100 120 140 60

I I I
PIAGVILTGGEVDTVTGLLEﬁ}ERQPFTLLATPPVLDLLDANPIFEALDRSIVPRVPLALDQPFALALPDGTPAGLTITP
180 200 220 240

60 80

1 [ I I
FAVPGKVPLYAESGPDPAAIVENGET IGLAMTDGVRHAYF I PGCARMTGPLRARLRGADLVFFDGTLWTDDEMLRAGVGQ
260 280 300
I

I I
KTGAQRMGHMSVSGDGGT IDAFADLDVRRKVL IHINNSNPLLLADSPERQVAHQAGWEVSFDGMRITT

Figura 9: Sequéncias de aminoacidos de PqgB em Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5.
Foi utilizado o programa CLC Main Workbench 6.7 com parametros padroes pré-determinados.
Em destaque sdo mostrados os “motivos” referentes ao sitio alvo de fosforilagdo da proteina
quinase C (seta ndo-preenchida) e ao sitio de N-glicosilacdo (seta cinza-claro).

Lactamase_B
i w
|

MIDLIVLGAAAGGGFPOWNSNAPACRRARADDPAAPSRTOASIAVSGDGAHWFVVNASPDLRAQIGQTPALHPRHGLRST
Lactamase_B

PIAGVILTGGEVDTVTGLLTLRERQPFTLLATPPVLDLLDANPIFEALDRSIVPRVPLALDQPFALALPDGTPAGLTITP
Lactamase_B

FAVPGKVPLYAESGPDPAAIVENGETIGLAMTDGVRHAYFIPGCARMTGPLRARLRGADLVFFDGTLWTDDEMLRAGVGQ
Lactamase_B
280 300

| |
KTGQRMGHMSVSGDGGTIDAFADLDVRRKVLIHINNSNPLLLADSPERQVAHQAGWEVSFDGMRITT

Figura 10: Representagdo esquematica de PqgB em Gluconacetobacter diazotrophicus PAIl 5,
destacando a posigcao do dominio metalo-beta-lactamase.
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5.4.2- PqqC

O alinhamento dos homdlogos de PqqC demonstraram alta porcentagem
de conservacao, principalmente na regido central da proteina. Porém, nao
foram observados “motivos” conservados (Figura 11). Interessantemente,
dentre as proteinas analisadas, foi encontrado somente em integrantes da
familia Acetobacteraceae um dominio aminotransferase | e Il na regido N-
terminal de PgqC. Em G. diazotrophicus PAI 5 e A. aceti NBRC14818, além
deste dominio, foi predito outro dominio também localizado na regido N-
terminal, que é o dominio receptor regulador de resposta (PF00072), anotado
como envolvido na sinalizacao de resposta a estresses gerais (Figura 12).
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Figura 11: Alinhamento da proteina PgqqC em diferentes bactérias Gram-negativas. Foi
utilizada a ferramenta “Create Alignment” do programa CLC Main Workbench 6.7 com
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Continuacao: parametros padrdes pré-determinados. A sequéncia em negrito, indicada nas
linhas inferiores as comparagdes, representa uma sequéncia consenso das espécies. As
barras mostram o nivel de conservacao de cada residuo de aminoacido. Residuos em fundo
vermelho representam regides mais conservadas da proteina e em azul, regides menos
conservadas. (-) Espacos foram introduzidos para melhorar o alinhamento.
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Figura 12: Representacao esquematica de PqqC em Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5,
destacando a posicdo do dominio aminotransferase | e Il (Aminotran_1_2) e do dominio
receptor regulador de resposta (Response_reg).

5.4.3- PqqE

Assim como observado para PgqC, o alinhamento de sequéncias dos
homélogos PggE obteve maior porcentagem de conservagédo na regiao central
da proteina (Figura 13). Foram encontrados diversos “motivos” relativos a sitios
de fosforilagdo da proteina quinase C em todos homdlogos estudados.
Todavia, apenas um destes “motivos” se mostrou altamente conservado entre
as espécies, estando localizado préximo a regiao N-terminal de PqqE (Figura
14). Foi possivel observar que nesta posicdo o “motivo” [S|T-x-R|K] referente
ao sitio de fosforilacdo da proteina quinase C estda acompanhado a montante
por um residuo de &cido glutdmico (E) seguido de um residuo de leucina (L),
isoleucina (I) ou valina (V) (aminoacidos de cadeia lateral ramificada) e a
jusante pela sequéncia [C-P-L] (Figura 14). Também foi encontrado em todos
os homodlogos de PggE um dominio conservado Radical SAM (PF04055)
(Figura 15).
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Figura 13: Alinhamento da proteina PqgE em diferentes bactérias Gram-negativas. Foi

utilizada a ferramenta “Create Alignment”

do programa CLC Main Workbench 6.7 com

parametros padroes pré-determinados. A sequéncia em negrito, indicada nas linhas inferiores
as comparacoes, representa uma sequéncia consenso das espécies. As barras mostram o
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Continuacao: nivel de conservacdo de cada residuo de aminoacido. Residuos em fundo
vermelho representam regides mais conservadas da proteina e em azulregides menos
conservadas.

. G. diazo:‘.mp‘toncus PqqE o w0
I I I I

MSLLAELTHRCPLQCPYCSNPLALDGREGELSTAEWRRVLDQAAELGVLQVHFSGGEPMARADLPDLVRHAAGRGLYTNL
100 120 140 160
I I

I I
ITSGVLLTEATFRALADAGLDHVQLSFQDVDAAPAET IGGMKGAQAKKLAAARIVVADGMPLTLNFVIHRGNAARIPRML

180 200 220 240
I I | 1

DLAVTLGARRVEIAHTQYYGWGLVNRGALMPTRAQLDEATRAVEDARARLGPALAIDYVTPDYYADQPKPCMGGWGRRFV

260 280 300 320
I | I

I
NVSPAGRVLPCHAAETIKGVPMPD I RAAGLGE IWADAPLFRLFRGTDWMPEPCRGCDLREQDWGGCRCQALALLGDAAAT
340

I
DPVCARSPAHARITEILDSLPDTPPQLVYRRFGNTPV

Figura 14: Sequéncias de aminoacidos da proteina PqqE de Gluconacetobacter diazotrophicus
PAIl 5. Foi utilizado o programa CLC Main Workbench 6.7 com parametros padrbes pré-
determinados. Em destaque sdo mostrados os “motivos” referentes ao sitio alvo de fosforilagao
da proteina quinase C (setas cinza-claro). Entre estes estd destacado o “motivo” altamente
conservado na proximidade da regido N-terminal (sublinhado).
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NVSPAGRVLPCHAAETIKGVPMPD IRAAGLGE IWADAPLFRLFRGTDWMPEPCRGCDLREQDWGGCRCOQALALLGDAAAT
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Figura 15: Esquema indicando a posicdo do dominio Radical SAM na proteina PqqE de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5. O dominio Radical SAM tem a maior parte
concentrada proximo a regido N-terminal da proteina PqqE de G. diazotrophicus.

5.4.4- AcrA

O alinhamento das sequéncias de AcrA revelou maior similaridade na
regiao central da proteina, porém é notavel a presenca de duas regides de
baixa similaridade na porcao central bastante evidente entre as espécies da
familia Acetobacteraceae e do género Pseudomonas (Figura 16). Diversos
sitios de fosforilacdo da proteina quinase C foram encontrados, mas apenas
um se mostrou altamente conservado, estando localizado na regido central de
AcrA. Nesta posicao, o motivo [S|T-x-R|K] estda acompanhado a montante pelos

residuos [P-1] e a jusante pelos residuos [I-G] em todos os homdlogos de AcrA
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estudados (Figura 17). Nao foi possivel encontrar nenhum dominio

todos os homélogos de AcrA.
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Figura 16: Alinhamento da proteina AcrA em diferentes bactérias Gram-negativas. Foi utilizada
a ferramenta “Create Alignment” do programa CLC Main Workbench 6.7 com parametros

padrdes pré-determinados. A sequéncia em negrito,

indicada nas

linhas

135
136
148
133
133
129
130
139
139
139
139

215
216
228
213
213
202
203
219
219
219
219

294
296
308
293
293
282
283
298
298
298
298

374
376
388
373
373
362
363
378
378
ars
378

inferiores as

comparacgdes, representa uma sequéncia consenso das espécies. As barras mostram o nivel
de conservagao de cada residuo de aminoacido. Residuos em fundo vermelho representam

regides mais conservadas da proteina e em azul, regides menos conservadas.
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VMVVGADSKVATRMITTGAAVGTDWIVTDGLKPGDRVVVSGLQKIHPGDTVAPTEVAQGGAPQDQGKAG

Figura 17: Sequéncias de aminoacidos da proteina AcrA de Gluconacetobacter diazotrophicus
PAI 5. Setas cinzas: “motivos” referentes ao sitio alvo de fosforilagdo da proteina quinase C
(setas cinza-claro). Sublinhado: “motivo” altamente conservado na regido central da sequéncia.

5.5- A sensibilidade dos mutantes pqq e acr aos agentes estressantes em
meio soélido

Depois de analisar as sequéncias interrompidas em cada mutante
selecionado, realizou-se testes de sensibilidade em meio LGIm sélido com as
diferentes cepas, utilizando-se os agentes estressantes NaCl, sacarose,
Na.SO, e PEG-400.Para representar ApgqC e AacrA, foram escolhidos os
mutantes GDP13G12 e GDP12E03 respectivamente, pois nestas cepas
obteve-se 0os menores valores de desvio padrdo nos testes realizados em meio
liquido, quando comparados a GDP01F02 e GDP28B08, respectivamente.

Foi observado que ApqqB, ApqqC e ApqqE nao apresentaram aumento
de sensibilidade na presenca de NaCl, em comparacdao com a cepa selvagem.
Pelo contrario, niveis discretos de crescimento foram observados para tais
mutantes na presenca de 150 mM de NaCl, onde nao foi observado
crescimento para a cepa selvagem e para AacrA, corroborando os dados
obtidos em meio liquido. Também foi possivel notar que ApqqgB, ainda que
fortemente inibido, é capaz de crescer na concentragdo de 200 mM de NaCl
(Figura 18A).
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ApgqE

dacrA
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Figura 18: Teste de sensibilidade em meio LGIm soélido com diferentes concentragdes de
agentes estressantes. A) NaCl, B) sacarose, C) Na,SO, e D) PEG-400. As fotos foram
registradas apés 72h de cultivo.

Quando cultivados na presenca de sacarose, ApqgB, ApqqC e ApqqE
tiveram maior crescimento de colénia em comparacao a bactéria selvagem
(WT) e AacrA. Esta vantagem dos mutantes pqq se tornou evidente quando as
bactérias foram cultivadas em 750 mM de sacarose (Figura 18B). Novamente,
os dados em meio solido corroboraram os resultados obtidos em meio liquido
(Figura 4).

Ao investigar a influéncia de Na>SO4 no crescimento celular das cepas,
notou-se que as concentracbes de 50 mM e 150 mM nao afetaram o
crescimento das colénias (Figura 18C). Porém, a presenca de 250 mM de
Na,SOy inibiu fortemente o crescimento dos mutantes pgqg, enquanto WT e
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AacrA sé tiveram o crescimento prejudicado em 350 mM (Figura 18C). Deste
modo, nao foi verificado maior sensibilidade de AacrA em comparagao a WT
como obtido em meio liquido (Figura 4).

O efeito da adicdo de PEG-400 ao meio de cultivo apresentou
diferencas entre 0 meio solido e o liquido quanto aos mutantes pgq. Conforme
mostrado previamente, nos ensaios em meio liquido, PEG-400 causou inibicdo
no crescimento de ApqgB, ApqqC e ApgqE tao severa quanto a causada por
Na.SO,. Porém, em meio sélido esta inibicdo nao foi observada para o mutante
ApQqQgB, e € muito mais branda para os mutantes ApqqC e ApqqE (Figura 18D).
Quanto ao mutante acrA, nao foi notado crescimento celular na presenca de
300 mM de PEG-400, corroborando os dados obtidos em meio liquido (Figura 3
e 18D). E possivel verificar que ja ocorre forte inibicdo do crescimento deste
mutante na presenca de 200 mM de PEG-400, enquanto em WT o efeito
negativo de PEG-400 é pouco aparente (Figura 18D). Deste modo, os dados
indicam um papel crucial da proteina AcrA na resisténcia a PEG-400.

5.6- Na,SO, induz a producio de ERO em Gluconacetobacter
diazotrophicus PAI 5

Para investigar a ocorréncia de alteracdes fenotipicas em G.
diazotrophicus PAlI 5 selvagem pela adicdo dos agentes estressantes e a
inducao da producéao de espécies reativas de oxigénio (ERO), foram realizados
cultivos da cepa selvagem sob estresse e microscopia 6tica de campo claro
efluorescéncia. Foi observado que células cultivadas em meio LGIm (controle)
apresentaram bastante mobilidade, aspecto de bacilos curtos isolados, ou em
menor numero, diplobacilos (Figura 19A). Bactérias cultivadas na presencga de
250 mM de Na,SO4 organizaram-se em diplobacilos com mobilidade bastante
reduzida (Figura 19C).Em 100 mM de NacCl, observaram-se grandes mudangas
no aspecto das bactérias. As células se apresentaram bastante alongadas e
sem mobilidade. Muitas bactérias aparentavam estar rompidas (Figura 19E).
Também foram notadas diferengas visuais nas células cultivadas na presenca
de 600 mM de sacarose. Em geral, as células se apresentavam como
diplobacilos e formavam alguns pequenos grumos (Figura 19G). As células que

ndo estavam em grumos tinham mobilidade semelhante a observada nas
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células ndo estressadas. Foram detectadas deformacdes nas bactérias
cultivadas na presenca de PEG-400 (300 mM), aparentemente algumas células
foram rompidas, e alguns grumos também foram formados (Figura 19l). Quanto
a producao de ERO, foi possivel visualizar emissao de fluorescéncia somente
nas células tratadas com Na,SO, (Figura 19D), nas demais condi¢coes nao foi
observado nenhuma resposta (Figuras 19B, 19F, 19H e 19J).

42



A
Q@
o
=
C .
@)
O
C D
<t
@)
28 .
O
Z
¥
E F
O
O
pd
*G
0]
(%)
o
O
@)
O .
wn
| J
O
LLI
o

Figura 19: Microscopia do ensaio de estresse osmético e salino em Gluconacetobacter
diazotrophicus PAI 5 selvagem. Bactéria incubada em meio LGIm (controle) (A, B) eadicionado
de 250mM de Na2S04 (C, D) e 100mM de NaCl (E, F), 600 mM de sacarose (G,H) e 300 mM
de PEG-400 (l,J) por 48 h. As células foram tratadas com diclorofluoresceina diacetato (5mM)
para detecgao de ERO. A, C, E, G e | representam imagens de campo claro. B, D, F, H e J séo
as imagens de fluorescéncia. Foi utilizado tempo de exposicao de 1 s e aumento de 600x.

43



5.7- PEG-400 induz producao de ERO em AacrA

Para analisar a importancia do gene acrA na resisténcia a PEG-400 e o
mecanismo de acao deste composto sobre as células de G. diazotrophicus,
foram realizados cultivos da cepa selvagem e AacrA na presenca de 100 mM
de PEG-400 e AacrA na auséncia de PEG-400, seguido de microscopia otica
DIC e fluorescéncia. A cepa selvagem apresentou diplobacilos com discreta
diminuicdo da mobilidade em relagcdo ao cultivo no meio LGIm sem adicao de
PEG-400, nao sendo observada nenhuma fluorescéncia (Figura 20A e B). Em
AacrA houve diminuicdo da mobilidade em relacdo a cepa selvagem cultivada
na mesmas condigcdes e as bactérias também se organizaram em diplobacilos
tanto nas células cultivadas com PEG-400 ou sem este polimero (Figura 20C e
E). Foi observada ainda, intensa producdo de ERO através da emissao de
fluorescéncia em AacrA cultivada na presenca de PEG-400 (Figura 20D) e

nenhuma fluorescencia é vista na auséncia de PEG-400 (Figura 20F)
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Figura 20: Microscopia do ensaio de estresse oxidativo em Gluconacetobacter diazotrophicus
PAIl 5 selvagem (A, B) e AacrA (C, D) incubadas em meio LGIm adicionado de 100mM de PEG-
400 por 24h e AacrA em meio LGl ndo adicionado de PEG-400 (E,F). As células foram tratadas
com diclorofluoresceina diacetato (5mM) para detec¢do de ERO. A, C e E representam
imagens de DIC. B, D e F sdo as imagens de fluorescéncia. Foi utilizado tempo de exposicao
de 1 s e aumento de 600x.
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5.8- Mutacoes nos genes pqq inibem a fixacao bidlogica de nitrogénio
Devido a relevancia do carater diazotréfico e a sensibilidade da
nitrogenase a ERO, foi testada a influéncia das mutagbes no metabolismo de
nitrogénio de G. diazotrophicus PAl 5. As cepas mutantes foram testadas
qualitativamente quanto a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico em meio
de cultivo LGI semi-sélido sem adicao de nitrogénio. No ensaio foi observada a
formacao de pelicula aerotaxica tipica e alteracdo da coloragdo do meio de
cultivo devido a acidificacdo em WT (Figura 21A) e AacrA (Figura 21E). Em
ApQqqB, verificou-se um fendtipo intermediario (Figura 21B) com uma formacao
prejudicada da pelicula e coloragdo entre o verde e o amarelo. J& ApqqC
(Figura 21C) e ApqqE (Figura 21D) ndo formaram pelicula aerotaxica, o que
indica que esses mutantes nao fixam nitrogénio do ar. Deste modo, pode-se
concluir que 0s genes pgq sédo essenciais para o funcionamento da nitrogenase

em G. diazotrophicus PAI 5.
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Figura 21: Teste de fixagdo bioldégica do nitrogénio. O ensaio foi realizado avaliando a
formagdo de pelicula aerotaxica tipica em meio de cultivo LGl semi-sélido sem adi¢cdo de
nitrogénio. A) Cepa selvagem, B) ApqgB, C) ApqqC, D) ApqqE, E) AacrA e F) solugéo salina.
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6- Discussao

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria endofitica capaz de
sobreviver em concentracoes elevadas de até 30% de sacarose (STEPHAN et
al., 1991), 200mM de NaCl e 300mM de PEG-400 (VELAZQUEZ-HERNANDEZ
et al.,, 2011). Recentemente, foi revelado que a enzima levansucrase
desempenha um importante papel na tolerancia a altas concentracées de NaCl
e sacarose, através da producao do polimero de frutose levan, que atua como
um osmoprotetor ndao acumulativo. Neste mesmo trabalho também foi
esclarecido que a levansucrase nao esta envolvida na resisténcia a PEG-400
(VELAZQUEZ-HERNANDEZ et al., 2011). Estes dados sugerem uma forte
tolerancia aos efeitos do estresse osmatico e ibnico por esta bactéria. Porém,
0S mecanismos envolvidos na resisténcia a estes estresses ainda nao foram
totalmente elucidados. Para identificar novos mecanismos de resposta e
tolerdncia de G. diazotrophicus aos estresses osmoético e i6nico, foram
utilizados neste trabalho NaCl, Na,SO, sacarose e PEG como agentes
estressantes.

Nossos resultados mostram que 80 dos 138 mutantes analisados tem a
multiplicacdo celular fortemente inibida (superior a 80% de inibicdo) quando
submetidos aos agentes estressantes testados, sendo que o estresse
provocado por sacarose afetou o maior nimero de mutantes, seguido por
Na,SO, PEG e NaCl. Possivelmente, isto reflete a adaptagcdo de G.
diazotrophicus ao seu nicho ecolégico mais comum, o interior de plantas ricas
em sacarose (MUTHUKUMARASAMY et al.,, 2002). Além disso, quando
submetida a altas concentracdes de sacarose (20%) ocorre aumento da fixacéo
de nitrogénio em relagcdo a baixas concentracées (1%), o que reforca sua
adaptacao a altas concentracoes deste acucar (HARTMANN, 1991). Portanto,
€ compreensivel que esta bactéria possua vias diversificadas envolvidas na
resposta aos estresses idnico e osmoético, e que a maioria dos genes medeie a
resisténcia a sacarose.

Ap6s a analise em larga escala, foram realizados estudos mais
aprofundados com seis mutantes. Foram selecionados quatro mutantes
sensiveis a Na;SO4 e PEG-400 e que possuem resisténcia a NaCl e sacarose,
e outros dois mutantes sensiveis a PEG-400. A identificagcdo dos genes
mutados através de sequenciamento dos sitios de inser¢cdo do transposon
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revelou que os quatro primeiros mutantes pertencem a via de sintese do

cofator PQQ e os outros dois foram interrompidos no mesmo gene acrA.

6.1- O papel da molécula PQQ

Os alinhamentos de sequéncias de aminoacidos revelaram que as
proteinas envolvidas na sintese de PQQ em G. diazotrophicus sao altamente
conservadas em bactérias Gram-negativas. E evidente a conservacdo de
aminoacidos de mesma carga, hidrofobicidade e tamanho de cadeia lateral em
muitas posi¢coes das proteinas analisadas. Este resultado indica que a sintese
da molécula PQQ utiliza vias semelhantes entre as diferentes bactérias
analisadas. Isto chama atencao para a importancia desta molécula, que precisa
de sua estrutura mantida para realizagéo do seu papel fisiolégico.

A acdo de PQQ na resisténcia a estresses ambientais tem sido
relatada. PQQ estimula a tolerancia ao estresse oxidativo em E. coli
(KHAIRNAR et al., 2003) e produz adutos quimicamente inertes com ERO in
vitro (MISRA et al, 2004). Adicionalmente, pesquisas realizadas com a bactéria
Gram-positiva D. radiodurans revelaram um papel crucial de PQQ na

resisténcia aos efeitos da radiacdo UV e v. Em tais trabalhos, foi demonstrado

que esta resisténcia é dada pela caracteristica de protecdo contra ROS gerada
diretamente pela molécula PQQ e pela acdo de enzimas de reparo de quebra
de DNA, reguladas por PQQ (KHAIRNAR et al.2007; RAJPUROHIT et al.,
2008; RAJPUROHIT e MISRA, 2010) .

Além das propriedades antioxidantes da molécula PQQ, as proteinas
envolvidas em sua sintese podem desempenhar outros papéis importantes
para o desenvolvimento da resisténcia a estresses abidticos. Em D.
radiodurans, mutantes defectivos para o gene pqqE, que apresentam maior
sensibilidade a radiacao v, radiacdo UV e estresse oxidativo também tém
alteragbes negativas na sinalizacdo celular envolvida em mecanismos de
reparo de DNA (RAJPUROHIT e MISRA, 2010). Nossos resultados corroboram
estes dados, pois as analises in silico apontaram diversos sitios de fosforilagao
altamente conservados em sequéncia e posicao nas proteinas que sintetizam
PQQ. Esta sinalizacdo celular pode ser essencial para a ativacdo dos
mecanismos de resisténcia a estresses abioticos em G. diazotrophicus.
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Através de analises in silico também foi encontrado um possivel sitio
de N-glicosilagao na proteina PqgB de G. diazotrophicus. Em procariotos, a
ocorréncia de N-glicosilacdo é descrita em proteinas da membrana
periplasmatica envolvidas no transporte de produtos do metabolismo celular
(WEERAPANA e IMPERIALI, 2006). Além disso, tem sido descrito que
mutantes defectivos para PqgB produzem PQQ no citosol, porém néo secretam
para o periplasma (PUEHRINGER et al.,, 2008). Tomados juntos, estes
resultados indicam que PggB nao participa diretamente da sintese de PQQ,
mas pode atuar como um carreador de PQQ, responsavel pelo transporte desta
molécula para o periplasma, através da membrana plasmatica.

As andlises realizadas por microscopia ética de fluorescéncia indicaram
que Na>SO4 na concentracao de 250 mM, induz o acumulo de ERO em G.
diazotrophicus, o que nao ocorreu com NaCl, PEG-400 e sacarose. Esse
resultado evidencia a geracdo de estresse oxidativo por Na;SO4 na condicao
testada, Quanto aos demais agentes estressantes novos experimentos sao
necessarios para avaliar concentracdes diferentes das ja testadas. Também
seria interessante utilizar um marcador de viabilidade celular, ja que eventuais
danos nas membranas, que aumentam a permeabilidade, podem gerar
extravasamento de ERO, impedindo sua deteccao. Estd bem caracterizado que
o acumulo de ERO é uma consequéncia comum ocorrida em organismos
submetidos a estresse salino (PAN et al., 2009) e hidrico-osmético (FRANCA et
al., 2007; GULEZ et al., 2012). Portanto, a protecao contra o dano oxidativo é
um dos fatores determinantes para a tolerancia e sobrevivéncia de organismos
diante desses estresses. Aparentemente, a protecdo contra Na,SO, em G.
diazotrophicus é dado pela molécula de PQQ através de sua agao antioxidante.

Testes realizados para verificar possiveis alteracées na fixacao
bidlogica do nitrogénio nos mutantes selecionados demonstraram que ApqqC e
ApqqE sao bastante prejudicados na sua caracteristica diazotréfica. Isto ocorre
pela auséncia de PQQ, que atua como cofator da enzima PQQ-glicose
desidrogenase (PQQ-GDH). Tal enzima é necessaria para a conversao de
glicose em &cido glucbnico, que ocorre no periplasma da bactéria. A enzima
PQQ-GDH é responsavel por prover a grande quantidade de energia que é
utilizada por G. diazotrophicus durante a FBN (GALAR e BOIARDI, 1995). Na
auséncia do cofator PQQ, a oxidacdo da glicose em gluconato pode estar
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sendo realizada pela enzima GDH citoplasmatica (INTORNE et al., 2009). Esta
intensa atividade respiratéria pode produzir ERO, o que inibe a atividade da
nitrogenase e impede a FBN (ALQUERES et al., 2010). Neste sentido,
podemos inferir que as mutagdes nos genes pqqC e pqqE, impossibilitam a
producdo de PQQ durante a respiracao citoplasmatica, impedindo que esta
molécula atue como antioxidante durante a FBN em G. diazotrophicus.

Interessantemente, ApqqB foi pouco afetado quanto a FBN em relacao
aos outros mutantes pqq analisados. Além disso, tal mutante promoveu
acidificacao parcial do meio de cultivo, quando comparado com a bactéria
selvagem. Considerando as evidéncias fornecidas pelas andlises in silico de
que pqqB codifica um transportador de PQQ para o periplasma, podemos
concluir que tal mutante acumula PQQ no citosol, porém nao o transporta para
o periplasma. Assim, tal composto ndo esta acessivel para a enzima GDH
periplasmatica, inviabilizando a producdo de acido glucbnico. Neste caso, a
degradacao da glicose passaria a ocorrer no citosol, implicando em acumulo de
ERO. Podemos especular que, neste caso, o PQQ sintetizado no citosol é
suficiente para sequestrar grande parte destas EROs, evitando danos a
atividade da nitrogenase.

Tanto em nossos ensaios de crescimento em meio sélido quanto em
meio liquido, foi perceptivel uma maior tolerdncia a sacarose dos mutantes
pqq em relagdo a cepa selvagem. Esta é a primeira demonstragdo de que
mutacdes nas vias de producdo de pgq contribuem para a resisténcia a
sacarose em bactérias. Torna-se interessante a realizacao de futuros ensaios

gue permitam analisar os mecanismos envolvidos em tal processo.

6.2- Papel de AcrA na resisténcia ao estresse oxidativo

O sistema de efluxo AcrAB é composto por um transportador da familia
RND (Resistance-Nodulation-Division), e uma proteina periplasmatica
acessoéria AcrA .Os genes acrA e acrB formam um operon. Além destes
compontentes € necessario o recrutamento de uma proteina ligada a
membrana externa, TolC. Em E. Coli, TolC é codificada por um gene que nao
esta localizado proximo ao operon acrAB (NIKAIDO e ZGURSKAYA, 2001). Em
G. diazotrophicus, a jusante do operon acrAB existe um gene ortdlogo de tolC,
chamado oprM, que pode fazer parte de um operon junto acrA e acrB. De
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maneira semelhante, em Pseudomonas aeruginosa os genes mexA e mexB,
ortélogos de acrA e acrB nesta bactéria, estdo contidos em um operon junto
com o gene oprM (STARR et al, 2012).

O transportador AcrAB utiliza forga proton-motriz para externalizar
diversos compostos toxicos para a célula, como por exemplo: antibiéticos,
detergentes, brometo de etidio e solventes organicos (KRISHNAMOORTHY et
al, 2008; POS, 2009; STARR et al, 2012). No presente trabalho, verificou-se
que mutagdes no gene acrA impedem o crescimento celular de G.
diazotrophicus PAI 5 em concentracdes de 200 mM de PEG, enquanto a cepa
selvagem pode se multiplicar em concentracbes de até 300 mM deste
composto. As propriedades antibacterianas de PEG tem sido relatadas ha
quase trés décadas (CHIRIFE et al, 1983) e acredita-se que seu efeito
antimicriobano seja dado por diminuicdo da atividade de agua no ambiente
(AMBROSE et al, 1991). Este efeito pode ocorrer diretamente no interior das
células bacterianas. Um estudo com a bactéria fermentadora de PEG,
Pelobacter venetianus, afirma que moléculas de PEG de massa molecular de
até 20 kDa podem atravessar as membranas biolégicas e serem degradadas
no citoplasma (SCHMID et al., 1991).

Atualmente, PEG é bastante utilizado em conjunto com agentes
antimicrobianos. No entanto, Siedenbiedel e Tiller (2012) descrevem que 0 uso
de PEG nem sempre é vantajoso, pois alguns antibiéticos polimerizados com
PEG tém diminuicdo da atividade antimicrobiana. Isto sugere que, em
bactérias, exista algum mecanismo de defesa contra PEG ainda nao descrito.

Nossos resultados mostram acumulo de ERO em AacrA na presenga
de 100 mM de PEG, o que néao foi observado na cepa selvagem. Sugere-se
que este estresse oxidativo ocorra devido a intoxificacao da bactéria com PEG-
400. Na auséncia deste transportador, a bactéria seria incapaz de bombear
PEG-400 para o ambiente exterior, considerando assim que AcrAB atue como
um transportador de efluxo ativo desta molécula em G. diazotrophicus PAIl 5.
Deste modo, o resultado obtido para bactéria selvagem na mesma
concentracao justifica-se pela eficiente detoxificagcdo da célula mediada por
AcrAB, o que evita a formacédo exacerbada de ERO proveniente do estresse
hidrico provocado por PEG-400. Em concentragbes acima de 100mM nao

ocorre crescimento de AacrA e nao é observada producdao de ERO na cepa
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selvagem. O uso de um marcador de viabilidade celular pode ser necessario
para a confirmacéao dos dados nestas condicdes.

Ferndndez e colaboradores (2012), demonstraram a participacao
conjunta do transportador ttgABC, ortélogo de acrAB-oprM, e genes da via de
producdo de PQQ na resisténcia de Pseudomonas putida KT2440 ao
antibiético gerador de estresse oxidativo cloranfenicol. Deste modo, na
auséncia de um mecanismo de defesa o outro atua na protecédo contra o dano
oxidativo. O transportador evita um acumulo excessivo do antibiotico no interior
das células, enquanto PQQ sequestra as ERO formadas, mitigando seus
efeitos téxicos. Esses dados mostram que existem diferentes linhas de defesa
na resisténcia ao estresse oxidativo, e que estes mecanismos podem atuar

concomitantemente a fim de proteger a viabilidade celular.
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7- Conclusoes

1- G. diazotrophicus PAl 5 possui mecanismos moleculares de defesa
especificos para os estresses provocados por NaCl, Sacarose, PEG-400,
Na,SOq.

2- As vias de biossintese e transporte de PQQ sdo componentes essenciais da
tolerancia a PEG-400 e Na,SO4 em G. diazotrophicus.

3- Os genes pqqC e pqqE sao esséncias para a fixacao biolégica de nitrogénio,
enquanto pgqgB nao. Portanto, a disponibilidade de PQQ no citosol é essencial
para a atividade da nitrogenase.

4- A exposicao da cepa selvagem G. diazotrophicus PAI 5 a Na,SO,4 resulta em
inducdo do acumulo de ERO.

5- Nossos resultados sugerem que a molécula PQQ atue como antioxidante em
G. diazotrophicus PAl 5. PQQ pode ainda ter agao indireta como cofator de
enzimas envolvidas na detoxificacdo e reparo dos efeitos do dano oxidativo
provocado pelos estresses osmético e salino em G. diazotrophicus PAI 5.

6- O transportador AcrAB ¢é essencial para a tolerdncia a PEG-400. Na
auséncia do gene acrA, G. diazotrophicus PAlI 5 acumula elevadas
concentracdes de ERO em resposta a exposicao a baixas concentracoes deste
estressor. O transportador pode atuar na detoxificacao celular, evitando o dano
oxidativo provocado pelos estresses osmoético e salino em G. diazotrophicus
PAI 5.
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9- Anexo

Tabela 5: Taxa de inibicdo de G. diazotrophicus PAL5 selvagem (WT) e mutantes cultivados
em meio liquido suplementado com NaCl (100mM), sacarose (600mM), Na,SO, (250mM) e
PEG-400 (300mM). Valores expressos em porcentagem.

NaCl SACAROSE Na:SOa PEG

WT 43.9 57.6 -39 47.1
GDP12F06 3.8 47.7 92.1 88.3
GDPO1F02 16.5 264 85.4 87.6
GDP13G12 12.7 13.4 84 83.2
GDPO4AT11 15.3 17.8 97 86.3
GDP12E03 11.9 70.3 68.5 99.4
GDP28B08  38.1 74.6 55.6 99.3
GDP02D03  33.8 78.0 45,8 73.2
GDPO2E03  37.7 78,1 55,2 68.4
GDPO3B11 3.6 78,7 70,3 74,8
GDPO3D10 17,0 92,3 654 73.9
GDPO3E09? 96,3 71,7 95,1 81.9
GDPO3F10  30.7 74,2 90.8 81.3
GDPO4AQ9 3.7 80.0 69.4 73.9
GDP04B02 17.7 66,1 52,5 74,1
GDPO4F11 2372 68.4 -70.9 62,1
GDP06CO07 27,6 67.7 86.0 674
GDP06GO3 170 72,1 85,1 68,1
GDP07A04 -18,9 77.1 59.6 73.3
GDP0O7BO1 -3.8 66,2 51.9 76,0
GDPO7B11 19.6 66.8 32,2 744
GDPO7E03 60,7 81.6 99.0 94,5
GDPO7E09  27.1 70,1 96,7 704
GDPO9A11  -246 56,5 92.8 65.4
GDP09D04 464 76,1 36,5 73.3
GDPO9EO2 13,2 73,2 48,8 77.5
GDPO9EO8  30.1 712 44,5 76,0
GDP09G02 2938 74,0 63,1 69.5
GDP10C04 354 68.5 54,6 644
GDP10G02 418 74,1 48,0 60,6
GDP14A01 54,7 73.0 79.8 70,6
GDP14A02 433 78.6 48,5 71,5
GDP14A09 199 73.2 71,1 70,9
GDP14B02 40,8 764 64,7 719
GDP14B07 129 70,6 43,9 48,2
GDP14E07 31,3 75,1 98.8 78,1
GDP14E08 -17.3 58.5 37.8 65,5
GDP14F09 26,6 71,7 99.2 68.4
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GDP14G01
GDP14G09
GDP14H08

GDP15B08
GDP15D06
GDP15D07
GDP15E05
GDP15E08
GDP15E11

GDP15F11

GDP15G05
GDP15G11
GDP15H03
GDP17A07
GDP17C04
GDP19B01

GDP21A03
GDP21B05
GDP21D11
GDP21F03
GDP21HO07
GDP22A06
GDP22C06
GDP22H09
GDP23A12
GDP23C05
GDP23E10
GDP25C03
GDP25D02
GDP25D10
GDP25F03
GDP25F06
GDP25F10
GDP25G07
GDP25G09
GDP25H10
GDP26A04
GDP26B01

GDP27F06
GDP28A07
GDP28C07
GDP28D03
GDP28D07
GDP28E03
GDP28E07
GDP28G03

33.6
38.9
48,0

37.2
23.8
21,2
1.7
0.2
31.7
26,2
55,3
41,7
23.9
48.6
27.2
264
10,2
31,7
31.9
48.8
29,7
8.3
24,2
17.3
215
304
275
31,5
33.5
26,9
21,6
4.9
18.4
0.5
34,3
37.9
35,2
18,1
20,6
14,2
91.2
48.8
99.8
40,8
95,9
67,1

72,0
75,9
76,9

792
75,2
69.8
61.3
60.7
719
69.9
81.9
79.8
774
80.8
73.3
95,8
57,1
77.9
772
89.6
72,0
62,2
66.6
66,9
87.1
75,0
74,1
69.8
75,2
81,8
63.2
60,5
72,8
57.2
77,7
75,9
80.7
72,5
71,1
69.2
80.3
78,1
719
76,8
73.2
Q1.7

68

-56.2
98.7
63.9

77,7
61,7
12,1

1.7
35,2
51,7
60,6
97.9
52,1
48,9
96,5
29,1
99.3
-4.4
70,5
49,1
46,5
48,3
210
53.7
344
77,0
58.5
38,0
38,1
37.9
93.9
38.8
42,7
89.1
69,1
60,0
47,0
26,5
34,2
494
47 .8
51.9
55,8
45,6
55,1
59.3
98.7

60,5
68.7
66.8

73.2
71,7
62,1

70.8
62,3
83.2
67,1

79.5
70,1

99.7
66,0
68,0
734
12,1

67,0
66,5
66.3
67.6
64,5
70,6
70,0
84,7
47 .8
65,3

764
59,1

68.6
98.9
654
77.5
64,9
69.4
78.2

64,1

75,0
77.8
77.1

70,5
72,0
68.5
100.0
68.5
86.2



GDP28H11

GDP29D03
GDPO1B03
GDP0O1B09
GDP0O1CO05
GDP0O1C12
GDPO1F07
GDP03D09
GDPO3HO07
GDP04D08
GDP04H07
GDPO6F04
GDP07D04
GDP07G09
GDPO8AO09
GDP08CO07
GDP08D08
GDP08D11

GDPO8F06
GDPO8H10
GDP09C02
GDP10C08
GDP10C04
GDP11A09
GDP11G06
GDP12B05
GDP12C03
GDP12F10
GDP12G09
GDP12H02
GDP13D05
GDP13HO1

GDP14B08
GDP16B03
GDP16B08
GDP16E02
GDP18D03
GDP21EO1

GDP21G06
GDP23A05
GDP23G07
GDP24D01

GDP24E04
GDP24G06
GDP25B03
GDP25C08

98,1
43,5
28,0
40
274
9.6
17.1
20,4
22,0
18,5
38,1
36,5
284
41,2
46,0
44,3
27,2
27 .4
34,7
70,8
28,8
32,0
36,3
36,1
50,9
53,2
25,9
7,
12,8
27,8
37.0
7.7
19,3
9,1
44,1
5,7
32,1
56,4
26,2
12,1
256
23,7
19,5
23,0
2,0
14,5

72,0
87.2
69.2
79.2
754
68.3
729
86.4
76,0
73.6
82,1
76,9
87.6
81.8
76,3
81,2
77.6
73.5
74,0
764
773
74,4
74,5
68.6
81.7
844
78.6
68,1
772
72,6
85.2
69.0
65.3
59.3
63.6
70,6
96,4
96,3
79.9
75,2
76,3
87.2
814
69.1
81,9
75,9

69

29,7
92,7
71,5
50,6
57.9
73,7
65.2
76,5

87.9
65,5
519
91,0
58,7
53.3
74,3
54,1
49,6
64,3
93.9
47.6
52.8
74,5
44,8
30.7
59.0
58.6
-14
84,0
42,1
50.2
54,3
60,6
28,7
90,5
81.0
50.2
91.3
94,5
85,1
60,1
80,1
46,2
29,0
65,9
13.8

65,1
744
76,8
76,7
67.8
73,7
79.4
77,1
59.6
100,0
76,1
70,0
50.2
74,4
75,6
75.8
86.5
61,1
63.3
719
75,1
772
68.3
76,0
72,4
79.5
784
75,7
51.6
99.8
69.1
49,5
78.1
57.0
65,1
67.7
773
91.9
94,0
67.7
78.1
67.7
84,0
764
73.7
75,0



GDP25C10
GDP25D04
GDP25G06
GDP27A09
GDP27CO01
GDP28B09
GDP28D11
GDP28H05
GDP29G06

7.7
24,2
28,7
41,2
26,8
33.0
17.8
19.4
29,2

78.8
85,3
77,7
83.6
83.1
81,2
88.7
80.7
79.8

20,5
76,3
71,6
68,1
54,0
57.7
00

61.8
18.0

78,1
79.1
78.5
77,0
76,5
56,5
24,2
77.8
70.3
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