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RESUMO

Plantas sdo reconhecidas como um nicho microbiano para inUmeras interacdes
benéficas e patogénicas. Estas interacbes ocorrem na superficie e no interior
da planta hospedeira. No curso temporal da interacdo, bactérias solitarias
aderidas a parede celular vegetal podem aumentar sua populacdo através de
divisdo celular, recrutamento de bactérias do meio e formacdo de agregados
bacterianos complexos, os biofilmes. Biofiimes sdo comunidades estruturadas
de células bacterianas aderidas a um substrato biético ou abiético, que estédo
inseridas em uma matriz polimérica, formada majoritariamente por substancias
extracelulares produzidas pelas préprias bactérias. Herbaspirillum seropedicae
€ uma bactéria endofitica gram-negativa, membro da subdivisdo & das
Proteobacterias. Tal bactéria € capaz de fixar nitrogénio e produzir
fitohormonios, que promovem o crescimento vegetal. Embora a formacéo de
biofilmes seja essencial para expressao dos efeitos positivos desta bactéria,
nao existem estudos com énfase no seu mecanismo molecular de formacéo de
biofilmes. Nesse trabalho avaliamos a cinética da formagéo in vitro de biofilmes
da bactéria, e avaliamos a expresséo global dos genes envolvidos na formacao
destes biofilmes utilizando RNAseq através da plataforma SOLID™. O
comportamento de H. seropedicae Smrl ao longo do cultivo foi avaliado na
presenca e auséncia de |& de vidro (substrato fisico para expressao do
biofilme) em meio JNFB por 36 h. A analise da formacao de biofilmes utilizando
uma estirpe marcada com proteina verde fluorescente foi verificada ao
microscopio de epifluorescéncia nas mesmas condi¢cdes do ensaio anterior,
permitindo definir 24 h como periodo de tempo em que biofilmes estdo
maduros. Assim, para andlise transcriptbmica, optou-se por definir dois
periodos para avaliacdo da expressao génica, 5 e 16 h,, respectivamente, para
eventos precoces e tardios para formacdo dos biofilmes e estado planctonico.
Os resultados mostraram que na curva de crescimento embora nao
significativo, o tempo de geracdo da bactéria crescida na auséncia da 1a de
vidro na fase exponencial foi levemente inferior quando comparado ao cultivo
com |a de vidro, o que indica uma imobilizacdo das células bacterianas no
substrato. A microscopia mostrou os eventos que envolvem a adeséo da célula
bacteriana a este substrato como passo inicial para a formacédo de biofilme,
seguido pelo estabelecimento de micro-colénias e maturacao final. Na analise
transcriptbmica, entre os genes diferencialmente expressos, foram encontrados
genes envolvidos na quimiotaxia, motilidade e producédo de exopolissacarideos
importantes para o estabelecimento do biofilme. Alguns genes de quimiotaxia
gue influenciam a rotacdo flagelar, como cheY, foram reprimidos no biofilme
maduro. A diminuicdo ou perda da rotacdo ocorre para estabilizar os agregados
e otimizar o investimento dos recursos. Genes envolvidos com a motilidade,
gue atuam na biossintese e funcionamento do flagelo, também foram em sua
maioria reprimidos, o que esta de acordo com a reducdo da atividade
metabdlica inerente a condi¢do de biofilme. Esses resultados contribuem para
o entendimento da fisiologia de H. seropedicae e oferece perspectivas aos
estudos interacdo da bactéria com a planta.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae, andlise transcriptbmica biofilme,
guimiotaxia, motilidade flagelar, exopolissacarideos.
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ABSTRACT

Plants are recognized as a microbial niche for numerous beneficial and
pathogenic interactions. These interactions occur at the surface and in the
interior of the host plant. In the time course of interaction, lonely bacteria
adhered to the plant cell wall can increase their population through cell division,
recruitment of bacteria from the formation of bacterial aggregates and complex
biofilms. Biofilms are structured communities of bacterial cells adhered to a
substrate biotic and abiotic stress, which are embedded in a polymer matrix,
formed mostly by extracellular substances produced by the bacteria
themselves. Herbaspirilum seropedicae endophytic bacterium is a gram-
negative member of & subdivision of Proteobacteria. This bacterium is able to
fix nitrogen and produce phytohormones that promote plant growth. Although
biofilm formation is essential for expression of positive effects of this bacteria,
there are no studies with emphasis on their molecular mechanism of biofilm
formation. In this work we evaluated the kinetics of in vitro formation of biofilms
of bacteria, and evaluate the global expression of genes involved in the
formation of these biofilms using RNAseq through the SOLID ™ platform. The
behavior of H. seropedicae SMR1 over cultivation was evaluated in the
presence and absence of glass wool (physical substrate for the expression of
biofilm) amid media JNFb for 36 h. The analysis of biofilm formation using a
strain labeled with green fluorescent protein was checked by epifluorescence
microscope under the same conditions of the preceding test allowing to
determine 24 hour period of time are mature biofilms. So for transcriptomic
analysis, we chose to define two periods for evaluation of gene expression, 5:16
h, respectively, for early and late events in biofilm formation and planktonic
state. The results showed that the growth curve although not significant, the
time of generation of the bacteria grown in the absence of glass wool in the
exponential phase was slightly lower compared to the cultivation with glass
wool, which indicates immobilization of the bacterial cells on the substrate .
Microscopy showed the events surrounding the bacterial cell adhesion to this
substrate as an initial step for biofilm formation, followed by the establishment of
micro-colonies and final maturation. In transcriptomic analysis between the
differentially expressed genes were found genes involved in chemotaxis,
motility and exopolysaccharide important for the establishment of biofilms.
Some of chemotaxis genes that influence flagellar rotation as Chey, were
repressed in mature biofilm. The decrease or loss of rotation is to stabilize
aggregate and optimize the investment of resources. Genes involved in motility,
acting in the biosynthesis and function of the flagellum, were also mostly
suppressed, which is consistent with the decrease in metabolic activity inherent
in the condition of biofilm. These results contribute to the understanding of the
physiology of H. seropedicae and offers perspectives to study the interaction of
bacteria with the plant.

Keywords: Herbaspirillum seropedicae, biofilm transcriptomics analysis,
chemotaxis,flagellar motility, exopolysaccharide.
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1 - INTRODUCAO

As bactérias colonizam o ambiente sobre diferentes superficies e em
algumas situagbes podem formar agregados multicelulares descritos
como biofilmes (RAMEY et al., 2004). Biofilme é definido como comunidade de
células bacterianas inseridas em uma matriz polimérica, formada
majoritariamente por substancias extracelulares produzidas pelas proprias
bactérias, aderidas a um substrato biético ou abidtico (PITON, 2007). Além de
polissacarideos, a matriz polimérica é formada por proteinas, acidos
nucléicos e lipidios. Tais moléculas fornecem estabilidade mecéanica ao
biofilme, mediando sua adesdoa superficiee formando uma rede
tridimensional, que interliga e imobiliza as células do biofiime (FLEMMING &
WINGENDER, 2010).

Reconhecendo as plantas como um nicho microbiano para interacdes
benéficas e patogénicas, as mesmas podem ser superficial ou internamente
colonizadas por bactérias, estabelecendo interacfes epifiticas ou endofiticas,
respectivamente. No eixo vegetativo e reprodutivo das plantas, variacdes
morfo-estruturais e  fisico-quimicas  representam desafios  para o]
estabelecimento e atividade de bactérias, que devem entdo se organizar em
biofilme (JAMES & OLIVARES, 1998).

As propriedades da superficie do tecido vegetal, nutrientes e agua,
status fisiolégico e as inter-relacbes microbianas influenciam fortemente as
relacdes espaco-tempo na estruturacdo deste biofilme (RAMEY et al., 2004).No
curso temporal da interacdo, bactérias solitarias aderidas a parede celular
vegetal aumentam sua populacéo através da divisao celular e recrutamento de
outras bactérias do meio.A partir de uma determinada densidade populacional,
€ estabelecido o biofiime (JAMES & OLIVARES, 1998), imediatamente ap6s a
associacdo ou em estagios mais avancados, com potencial para modular a
fisiologia da interacéo planta-microbio (RAMEY et al., 2004).

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria endofitica capaz de fixar
nitrogénio atmosférico (N,) (BALDANI et al., 1986) e produzir os hormdnios

vegetais (BASTIAN et al., 1998). E encontrada em associacdo com culturas



economicamente importantes como arroz, milho, sorgo e cana-de-agucar
(BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1992).Tal bactéria tem sido
amplamente estudada quanto aos aspectos ecologicos e endofiticos,
resultando inclusive no seu aproveitamento na composicdo de um
bioinoculante recomendado para a cultura da cana-de-acucar (MONTEIRO et
al.,2012; OLIVEIRA et al., 2002). No entanto, aspectos basicos para sua
manipulacdo tecnoldgica como o mecanismo molecular de formagédo de
biofilme ainda séo pouco esclarecidos.

A publicacédo do genoma de H. seropedicae estirpe SmMR1(PEDROSA et
al., 2011) é um incentivo ao conhecimento da fisiologia da bactéria e oferece
perspectivas para um melhor entendimento da sua inter-relagéo com a planta e
a maximizacdo das respostas benéficas frente a inoculagdo. Seu genoma
consiste em um cromossomo circular unico totalizando 4.804 genes. Alguns
genes responsaveis pela motilidade e aderéncia a superficies relevantes na
formacéo de biofilme foram encontrados (PEDROSA et al., 2011). Mas ainda
nao ha estudos moleculares evidenciando o processo de formacéo de biofilme
em H. seropedicae.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a expresséo génica global de
H. seropedicae SmR1 quando a bactéria encontra-se estruturada em biofilme.
Para tanto, um ensaio in vitro foi conduzido, determinando a cinética de
formacdo de biofilme da bactéria. Foi observada uma fase precoce e outra
tardia do crescimento populacional em ambos os modos de vida solitario
(plancténico) ou em agregados (biofilme). Estas quatro fases foram definidas
para extracdo do RNA e a anadlise de transcritos diferencialmente expressos,

utilizando o sistema SOLID de sequenciamento de nova geracao.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1. Bactérias endofiticas

Diversos micro-organismos sdo encontrados em associagao com plantas
e animais, estimulando o crescimento, desenvolvimento e maquinaria de
defesa dos mesmos (HOOPER et al. 2001, DE MATOS NOGUEIRA et al.
2001). Em plantas sdo encontradas as bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV), que representam uma parcela funcionalmente ativa da biota
do solo presente na rizosfera, rizoplano e interior da planta hospedeira
(OLIVARES, 2009). Tais bactérias sdo chamadas de endofiticas, quando
habitam o interior da planta sem causar dano aparente ao hospedeiro
(PETRINI, 1991; HALLMANN, 1997; STURZ et al., 2000), e epifiticas, quando
crescem e vivem sobre a superficie vegetal (PETRINI, 1991; JACQUES &
MORRIS, 1995; REINHOLD-HUREK & HUREK, 1998; ANDREWS & HARRIS,
2000).

A entrada das bactérias endofiticas no tecido vegetal ocorre pelos
estdbmatos, feridas provocadas pela emergéncia das raizes laterais, atrito do
crescimento das raizes com o solo, através de insetos ou fungos ou ainda pela
acao de enzimas hidroliticas como pectinases e celulases (HALLMANN et al.,
1997; QUADT-HALLMANN et al., 1997; REINHOLD-HUREK & HUREK, 1998).
No interior da planta, as bactérias se concentram no ponto de entrada ou se
dispersam de forma sistémica (HALLMANN et al. 1997; ZINNIEL et al., 2002).
No meio ambiente, tais bactérias se disseminam através das sementes,
propagacdo vegetativa, partes mortas da planta ou carregadas por insetos
(BALDANI, 1997).



2.2. Promoc¢é&o do crescimento vegetal mediado por bactérias

A colonizacao endofitica pode causar efeitos benéficos para as plantas,
gue sao divididos em ac¢Oes diretas ou indiretas. Dentre os mecanismos de
acao direta estdo a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (BALDANI et al.,
1997), a producdo de reguladores de crescimento vegetal, como auxina e
giberelina (CASSAN et al., 2001), a solubilizacdo de fosfato inorganico
(VERMA et al.,, 2001), e a producdo de compostos volateis, como 2-3
butanodiol e acetoina (RYU et al., 2003). Como mecanismos de acéo indireta
tém-se o controle biolégico (KLOEPPER et al., 1999; BENCHIMOL et al.,
2000), a producado de sideréforos (LODEWYCKX et al., 2002), e inducédo de
resisténcia sistémica no hospedeiro (HALLMANN et al., 1997).

A FBN €& o mecanismo de promocdo do crescimento mais estudado
(BALDANI et al.,, 2005; BODDEY et al., 2003; SABOYA et al.,2013;
GUIMARAES et al.,2013). Sua importancia é dada por ser um elemento
essencial na estrutura de biomoléculas como proteinas, aminoacidos e acidos
nucléicos. No entanto, a maior parte do nitrogénio esta na forma gasosa (N»),
indisponivel para animais e vegetais (MAGNANI, 2005). Somente as bactérias
chamadas diazotroficas sdo capazes de fixar o N, em formas assimilaveis
pelos outros seres vivos, ou seja, realizar a FBN. Tal reacdo € catalisada por
um complexo enzimatico dimérico, a nitrogenase (YOUNG, 1992; BURRIS,
1991). Anadlises de quantificacdo da FBN pela populacédo natural de bactérias e
seu efeito através da inoculacdo de bioinoculantes bacterianos constataram
resposta positiva com aumento entre 30 e 60 % do nitrogénio acumulado na
planta (OLIVEIRA et al., 2006; URQUIAGA et al., 1992).

Bactérias diazotréficas tém sido isoladas de varias espécies de planta
com importancia econdmica como gramineas (BALDANI et al., 2005; SALA et
al., 2005), orquidaceas (LANGE & MOREIRA, 2002), tubérculos
(DOBEREINERet al., 1993), cafeeiros (SAKIYAMA,2011) e fruteiras (WEBER
et al., 1999). E dentre as bactérias isoladas encontra-se Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum spp. e Azospirillum spp. (JAMES & OLIVARES,
1998; BALDANI et al., 1997; JAMES, 2000; BODDEY et al. 2003).



BENEDUZI et al. (2013) isolaram estirpes bacterianas de plantacbes de
cana de acucar com a finalidade de estudar a diversidade microbiana do solo e
testar caracteristicas de promoc¢do de crescimento. O isolamento foi realizado
com meios livres de formas nitrogenadas. Foram isoladas 516 bactérias, das
quais a producdo de compostos inddlicos foi identificada em 368, sendo 138
capazes de solubilizar fosfato e 390 produtoras de sider6foros. Os géneros
mais encontrados foram Achromobacter, Agrobacterium, Burkholderia,
Gluconacetobacter e Stenotrophomonas. A bactéria agronomicamente mais
eficiente foi Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe VI27, que resultou em
um aumento significativo do rendimento de cana-de-agUcar, com maior
germinacdo e aumento na produgdo de caldo. Os autores relacionaram tais
efeitos positivos com a capacidade da bactéria em fixar N, produzir
fitohdrmonios e solubilizar fosfatos.

No trabalho de PEREIRA et al.(2013), a mesma bactéria G.
diazotrophicus foi testada em conjunto com H. seropedicae, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Burkholderia tropica e Azospirilum amazonense em
variedades de cana-de-acucar. O estudo mostrou que a variedade mais
responsiva ao coquetel de bactérias diazotroficas foi a RB867515. Quando as
estirpes foram testadas individualmente, H. seropedicae promoveu aumento da
massa fresca de colmos e biomassa seca total na variedade RB72454. Esse
estudo demonstrou que a inoculacéo induz ganho de biomassa dependente da
interacdo entre 0 gendtipo da planta e da bactéria. Isto sugere que a promocéao
do crescimento é funcdo da presenca e expressdo de genes ainda nao
claramente elucidados na bactéria e planta.

Bactérias que possuem mais de um mecanismo de promocdo do
crescimento sdo desejaveis nos ensaios de selecdo de espécies e estirpes
bacterianas para compor o0s inoculantes microbianos para a agricultura
(VERMA et al.,, 2001). Além da etapa de selecdo, outro desafio resulta da
formulacdo e forma de aplicacdo do bioinoculante, que devem assegurar a
sobrevivéncia, competitividade e atividades dos micro-organismos
selecionados para obtencdo de respostas positivas e consistentes quanto a

promocéao do crescimento vegetal no campo (ARRUDA, 2012).



2.3. Herbaspirillum seropedicae

A primeira descricdo de H. seropedicae foi feita por BALDANI et al.,
1986, a partir de isolados obtidos em associa¢do com raizes de milho, arroz e
sorgo em Seropédica-RJ. Inicialmente, foi descrita como uma nova espécie do
género Azospirillum. Em seguida, tais isolados foram reclassificados por meio
de analises de hibridacdo RNA:RNA e DNA:DNA, onde ficou demonstrado que
se tratava de um novo género de bactéria diazotrofica (BALDANI et al., 1986).

H. seropedicae € uma Gram-negativa pertencente a subdivisdo & do filo
Proteobacteria, que € capaz de fixar N, em condi¢cdes microaerébicas e em
uma larga faixa de pH (5,3 a 8,0) (BALDANI et al., 1986). Além de fixar
nitrogénio, H. seropedicae possui caracteristicas de promocao de crescimento
importantes, que conferem melhor desenvolvimento da planta hospedeira como
a producdo de hormdnios vegetais, auxinas e giberelinas Al e A3 (BASTIAN et
al. 1998), e sideroforos (ROSCONI et al. 2012). Essa bactéria associa-se com
diversas plantas de interesse econémico, como milho (Zea mays), arroz (Oryza
sativa), sorgo (Sorghum bicolor), trigo (Triticuma estivum), cana-de-acucar
(Saccharum officinarum), bananeiras (Musa sp.), palmeiras (Roystonia sp.),
abacaxizeiros (Ananas comosus) e feijao (Phaseolus vulgaris) (BALDANI et al.,
1986; BALDANI et al., 1992; CRUZ et al., 2001; SCHMIDT et al.,2011).

Estudos de microscopia com plantas colonizadas por H. seropedicae,
mostram que o0 inicio da colonizacdo se da quando a bactéria se liga a
superficie vegetal e prolifera, formando agregados de diferentes tamanhos, que
podem evoluir a biofilme. Em seguida, a bactéria penetra em aberturas
efémeras da epiderme radicular causada pela emergéncia de raizes laterais.
Entdo, ocorre a ocupacdo dos espacos intercelulares das células do
parénquima cortical e subsequentemente, o cilindro central, feixes vasculares e
parte aérea (OLIVARES et al.,, 1995; RONCATTO-MACCARI et al., 2003).
Todavia, destaca-se que 0s avancos na descricao estrutural da interacdo com
as raizes do hospedeiro contrastam com a escassez de dados relacionados as
bases moleculares e bioquimicas do estabelecimento endofitico e devem
ganhar espaco nos proximos anos com as contribuicées da genémica estrutural
e funcional (MONTEIRO et al.,2012).



Em 2011, o genoma estrutural de H. seropedicae SmR1 foi
disponibilizado pelo Programa Genoma do Parand (GENOPAR)
(http://www.genopar.org). Deste modo, foi observado que a bactéria possui um
cromossomo circular de 5.513.887 pares de base com 63,4 % de conteudo
G+C. Um total de 4.735 Open Read Frames (ORFs) foi anotado, codificando
3.108 proteinas com func¢des conhecidas, 497 com previsao de funcdo geral e
1.130 sem funcao conhecida.

O estudo do genoma de H. seropedicae mostrou que esse micro-
organismo tem um metabolismo versatil, podendo degradar e sintetizar um
grande namero de compostos. Foram identificados também genes envolvidos
com a FBN e na interacdo entre a bactéria e a planta hospedeira (PEDROSA et
al., 2011).Com o genoma totalmente sequenciado, pode-se ter um melhor
entendimento da interacdo da bactéria com o hospedeiro e possibilitar a
construcdo de novas estirpes, podendo utiliza-las para o melhoramento de
plantas (PEDROSA et al.,2011).

2.3.1. Determinantes moleculares relacionados a colonizacéo

Alguns genes sao necessarios para a colonizacdo endofitica, por
exemplo, aqueles responsaveis pela infeccdo e os que permitem o crescimento
e sobrevivéncia da bactéria dentro dos tecidos vegetais (MONTEIRO et
al.,2012). Neste sentido, no genoma de H. seropedicae SmR1 foram
identificados componentes do sistema de secrecéo tipo Il (T3SS) e genes de
sintese de exopolissacarideos (EPS) e lipopolissacarideos (LPS) (PEDROSA
et al., 2011).

Muitas bactérias que interagem com organismos eucariotos contém um
aparato estrutural de natureza protéica capaz de translocar proteinas efetoras
para o interior do citoplasma do hospedeiro conhecido como T3SS (HE et al.
2004). O T3SS € encontrado em algumas Gram-negativas como o fitopatégeno
Pseudomonas syringae DC3000, que secreta em torno de 30 efetores no curso
do processo de infeccdo na planta (CHANG et al.,, 2005; BUTTNER et al.,
2006).



Determinados efetores funcionam como enzimas, que controlam
atividades da célula hospedeira importantes para a ativacdo da resposta imune
(SHAN et al., 2007). A subversédo destes mecanismos garante a multiplicacéo
bacteriana nos tecidos vegetais e o desenvolvimento da doencga via supressao
da resposta imune da planta (HAUCK et al., 2003; KIM et al., 2005).

O T3SS nao é restrito a patdgenos, bactérias simbidticas e insetos
também usam esse sistema para interagir com seus hospedeiros (VIPREY et
al., 1998; DALE et al.,2001). Os genes que codificam o T3SS foram
primeiramente identificados por Lindgren e colaboradores (1986), como um
cluster para reacao de hipersensibilidade e patogenicidade em Pseudomonas
syringae. Os genes hrp/hrc codificam proteinas que compdem este sistema, e
sdo responsaveis pela passagem de proteinas através das membranas
bacteriana e eucarittica das células hospedeiras (BUTTNER & BONAS 2002).

H. rubrisubalbicans contém um conjunto de 26 genes hrp/hrc, que
codificam proteinas do T3SS. Schmidt e colaboradores (2012) investigaram a
contribuicdo do T3SS no processo de interacdo planta-bactéria. Foram gerados
estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans para os genes hrpE e hrcN, que foram
incapazes de produzir lesbes em folhas de Vigna unguiculata e em provocar
doenca em uma variedade de cana-de-acucar suscetivel. Em arroz e milho, tais
mutantes tiveram sua capacidade de colonizacdo reduzida, o que sugere que
estes genes sdo importantes para a interacéo bactéria-planta.

Andlises do genoma de H. seropedicaeSmR1 identificaram uma regiéo
de cerca de 28 Kb contendo genes envolvidos com o sistema de secrecdo. Sao
eles: 8 genes hrp, 7 genes hrc, e 13 genes codificantes para proteinas
hipotéticas, que podem fazer parte da maquinaria de injecdo ou constituirem
novas proteinas efetoras (MONTEIRO et al., 2012).

Dois conjuntos de polissacarideos da superficie celular de algumas
espécies bacterianas tém sido estudados pelo seu envolvimento nos eventos
iniciais de adesdao e infeccdo, desenvolvimento do nédulo e especificidade do
hospedeiro. Sdo os EPS e os LPS (TADRA-SFEIR, 2011).

Os EPS sédo importantes na manutencdo da viabilidade celular da
bactéria no modo de vida livre, possibilitando a aderéncia e colonizacdo de
superficies sdlidas, onde ha acumulo de nutrientes (COSTERTON, 1987). O

trabalho de microscopia de raiz apresentado por Michiels et al. 1991, mostra



gue em plantas colonizadas por Azospirillum sp., a bactéria possui matriz. Isto
sugere que na fase inicial de interacdo, tal bactéria se liga a superficie sélida
da planta através do EPS.

Alguns estudos com H. seropedicae indicam que a bactéria utiliza EPS
no seu processo de colonizacdo. Através de microscopia eletrénica de
varredura, foi mostrado que H. seropedicae produz uma substancia
mucilaginosa e um material fibrilar durante a colonizacdo da superficie do
sistema radicular de milho e sorgo (GYANESHWAR et al., 2002; RONCATO-
MACCARI et al., 2003).

No genoma de H. seropedicae, € observada uma regido de 31 Kbp
contendo genes relacionados com a biossintese e secrecdo de EPS. As
analises destes genes sugerem que o EPS produzido por esta bactériaé
composto de galactose, manose e glicose (MONTEIRO et al.,2012).

LPS sdo macromoléculas de estrutura complexa, que se localizam
exclusivamente formando a monocamada da membrana externa de Gram-
negativas (COLLINS & FERRIER, 1995). Os LPS exercem papel importante na
comunicacdo entre planta e bactéria, formando uma interface da célula
bacteriana com o ambiente (KANNENBERG et al. 1998).

TADRA-SFEIR et al., 2011 mostraram que o silenciamento do gene
ampG, que codifica uma muropeptideopermease, causou mudancas
significativas nos perfis de LPS em H. seropedicae. A proteina AmpG é
encontrada na membrana de Gram-negativas e € indispensavel para a
reciclagem do peptideoglicano presente na parede celular. Sua auséncia
parece afetar a sintese ou estruturacdo do LPS em H. seropedicae. Estas
alteracoes diminuiram em 10 vezes a capacidade de colonizacdo endofitica em
plantas de milho pelas estirpes mutantes, confirmando a importancia do LPS

durante a colonizacéo por H. seropedicae.

2.4. Biofilme

O biofilme é outro componente importante no processo de interacédo

planta-bactéria. Como discutido anteriormente, ja foi verificado que o inicio da
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colonizacdo de plantas por H. seropedicae ocorre a partir da ligagdo da
bactéria a superficie vegetal, formando agregados, que podem evoluir a
biofilme (OLIVARES et al.,1995; RONCATTO-MACCARI et al.,2003). No
entanto, seus determinantes moleculares nao sao conhecidos em H.
seropedicae.

O conceito de que as bactérias vivem preferencialmente em uma matriz
ligada a superficie surgiu aos poucos, mas progrediu bastante durante as
tltimas décadas (COSTERTON & WILSON, 2004).

Os micro-organismos ndo vivem somente na forma de células isoladas,
eles podem formar agregados em diferentes tamanhos e complexidade
fisiologica (WINGENDER &FLEMMING, 1999).

Normalmente, as bactérias formam biofilme em resposta a uma condicéo
ambiental especifica, que varia entre 0s organismos. Por exemplo,
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens formam biofilme em
quase todas as condi¢gdes de crescimento (O'TOOLE & KOLTER, 1998). Por
outro lado, algumas estirpes de Escherichia coli K-12 e Vibrio cholerae néo
formam biofilmes em meio minimo suplementado com aminoacidos (PRATT &
KOLTER, 1998; WATNICK et al.,1999). Fatores como pH, difusdo de oxigénio,
fonte de carbono e osmolaridade também podem controlar o desenvolvimento
de biofilme (KASNOWSKI et al.,2010)

A formacdo do biofilme inclui um ciclo que compreende as seguintes
fases: iniciacdo, maturacdo, manutencao e dissolucéo. Na iniciacdo, as células
individuais se ligam a uma superficie bidtica ou abidtica, formando uma
associacao estavel com esse substrato e com outros organismos previamente
aderidos. Este primeiro passo, que € muitas vezes reversivel, pode exigir
motilidade ou ser concebido por contatos aleatdrios. Em seguida, ocorre a
adesao dessas células através de apéndices superficiais ou pela producéo de
substancias poliméricas extracelulares. Durante a proliferacdo, as células
crescem formando microcolonias. Logo, no desenvolvimento do biofilme, a sua
estabilidade é dada por interaces célula-célula e por substancias poliméricas
circundantes, que integram a biomassa microbiana. Com o biofilme ja maduro,
algumas bactérias podem se dissociar e aderir em outro substrato, iniciando
um novo ciclo como mostra a figura 1 (MOLIN & NILSEN, 2003).
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No processo de adesédo e formacao de biofilme, algumas estruturas do
micro-organismo sdo importantes, como o pili, que é caracteristico de Gram-
negativas. Tal estrutura participa do processo de adeséo inicial, assim como da
motilidade a bactéria sobre a superficie sdélida. O tipo de motilidade que essa
estrutura oferece ao micro-organismo, o permite se mover em superficies
variadas (BOARI, 2008). A colonizacao através de pili de um tipo especifico,
tipo 1V, abrange o contato célula-célula, fazendo com que a bactéria se oriente
pela presenca de nutrientes e através de sinalizadores quimioatrativos, ou seja,

um gradiente quimico, que é conhecido por quimiotaxia (MATTICK, 2006;
BOARI, 2008).

Adesdo reversivel Adesao irreversivel Proliferacdo
-
~\ o - -\-Q =
\'Q — —> (=] —>

- S

=
a2 D PN S RS "&:&

Biofilme maduro Desintegracao

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento do biofilme. Adaptado de MOLIN & NILSEN, 2003.

O flagelo é outra estrutura importante na colonizacdo e na adesao das
bactérias. Alguns estudos evidenciaram que mutacbes produzidas na
montagem da estrutura flagelar prejudicam a formacdo de biofilme (PRATT &
KOLTER, 1998; VALLET et al., 2001). Tal estrutura também é regulada por
quimiotaxia, WADHAMS & ARMITAGE, 2004; SOURJIK & WINGREEN, 2011;
GUTTENPLAN & KEARNS, 2013). Algumas proteinas da via de quimiotaxia
interagem com proteinas flagelares, podendo ativar a rotacdo do flagelo, no

caso de um biofilme em formacé&o, onde a motilidade celular € muito importante
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(FRANCO et al.,, 2010; BREN & EISENBACH, 2000). E também podem
interagir reduzindo a rotacdo, como ocorre durante a maturacdo do biofilme,
guando a motilidade parece ser perdida ou, pelo menos, reduzida
(GUTTENPLAN & KEARNS, 2013; ABSALON et al., 2011).

Em grande parte dos biofilmes, as células sdo responsaveis por menos
de 10 % da massa seca, enquanto a matriz corresponde a mais de 90 % dessa
massa (FLEMMING & WINGENDER, 2010). A matriz extracelular € em maior
parte produzida pelos proprios micro-organismos do biofilme. Sua composi¢éo
€ dada por EPS, responsaveis pela aderéncia e coesdo dos biofilmes, bem
como efluxo e influxo de substéncias, e sinais entre 0os membros da
comunidade formadora do biofilme (FLEMMING & WINGENDER, 2010). Por
isso, a formagdo e manutencdo da comunidade microbiana estruturada em
biofiimes depende da producéo e quantidade de EPS (SUTHERLAND, 2001).

A arquitetura do biofilme é influenciada por muitos fatores, incluindo as
condicdes hidrodinAmicas, concentracdo de nutrientes, motilidade,
comunicacao intercelular, bem como os EPS e proteinas (FLEMMING &
WINGENDER, 2010). No entanto, € valido destacar que ndo ha biofiime sem
uma matriz de EPS. Esse componente promove um estilo de vida que €
inteiramente distinto do estado plancténico (FLEMMING & WINGENDER,
2010).

No trabalho de Meneses e colaboradores (2011), ficou demonstrado o
papel do EPS na formacao do biofilme da bactéria endofitica diazotrofica G.
diazotrophicus. A partir de uma insercdo no gene gumbD, que é responsavel
pela formacdo de EPS, o mutante ndo foi capaz de produzir EPS. Quando
colocado em meio de cultura com substrato fisico e na presenca das raizes de
planta, ndo ocorreu a adesao e, consequentemente, a formacéo do biofilme. A
aplicacdo de EPS no meio de cultura na presenca da bactéria mutante e das
raizes da planta restituiu parcialmente o fenétipo de agregacao, evidenciando a
essencialidade do EPS nos eventos iniciais para formacgao do biofilme.

Em H. rubrisubalbicans, foi demonstrado que os genes de sintese de
celulose tém participacdo na formacdo de biofilme. Uma mutacdo no gene
wssD reduziu a producdo de EPS e celulose. Houve alteragéo na producéo de
biofiime e na motilidade da estirpe mutante, indicando que a biossintese de

celulose pode ser importante para esses dois processos (TULESKI, 2013). Ja
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em estirpes de V. cholerae ndo produtoras de EPS, observou-se que a adeséo
a superficie ndo foi afetada, porém a capacidade de formar biofilme foi
comprometida, comprovando sua importancia para o desenvolvimento da
estrutura tridimensional do biofilme (WATNICK e KOLTER, 1999).

Existe uma gama de ganhos seletivos na direcdo da persisténcia e
aumento da atividade de uma comunidade bacteriana quando estruturada em
biofilme, tais como protecdo contra dessecacdo, predacdo, exposicdo a
radiacdo UV e agentes bactericidas (COSTERTON et al., 1995, DAVEY
&TOOLE, 2000). A tabela 1 evidencia aspectos relacionados a funcionalidade
gerais dos biofilmes bacterianos e suas vantagens como modo de vida, embora
as interacdes moleculares e a secrecdo de polimeros ainda sejam pouco
compreendidas (KARATAN & WATNIK, 2009).



Tabela 1 | Fun¢do do EPS em biofilmes bacterianos
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Fungéo Relevanciaparabiofilmes Componentes envolvidos por EPS
Adesao Permite os passos iniciais na colonizagdo em superficies bidticas e . ] ,
o ) ) e - Polissacarideos, DNA, proteinas e
abidticas através de células planctonicas, e a adesao de longo i e
o i, moléculas anfifilicas
tempo de biofilmes completos sobre superficies.
Agregagao das . . T .
g g ¢ Permite a ponte entre as células, a imobilizagao temporéria das . ] .
células . ) Polissacarideos, proteinas e DNA.
. populagdes bacterianas.
bacterianas
Forma uma rede de polimero hidratado (matriz do biofiime), . ,
~ . o s o \ Polissacarideos neutros e
Coesao dos mediando a estabilidade mecanica dos biofilmes, € através da ]
- . o : carregados, proteinas (como
biofilmes estrutura do EPS determina a estrutura do biofilme, e permite o .
L ) amil6ides e lectinas) e DNA.
comunicagéo célula — célula.
~ Mantém um ambiente altamente hidratado em torno dos . ] -
Retengao de . L e i Polissacarideos hidrofilicos e
. organismos do biofilme, elevando sua tolerancia de dessecagao . ,
agua : e 4 possivelmente proteinas.
em ambientes com déficit de agua.
Confere resisténcia a hospedeiros especificos e ndo especificos
. durante a infecgo, e confere tolerancia a diversos agentes
Barreira L . . . . ; ,
e antimicrobianos (por exemplo, desinfetantes e antibiticos) assim Polissacarideos e proteinas
como protege a nitrogenase de cianobactérias dos efeitos danosos
do oxigénio e protege contra alguns protozoarios.
Sorgéo de Permite o acumulo de nutrientes do meio ambiente e absorgéo de . .
s L . R : Polissacarideos carregados ou
compostos xenobiéticos (contribuindo assim para a desintoxicagéo do meio . .
A . hidrofobicos e proteinas.
organicos ambiente)

Sorcao de ions
inorganicos

Atividade
enzimatica

Fonte de
nutrientes
Troca de
informagao
genética
Elétron doador
ou aceptor

Exportagdo de
componentes
celulares

Ligagao de
enzimas

Promove a formag&o de polissacarideos, troca iénica, formagéo
mineral e acumulo de ions metalicos toxicos (assim contribuindo
para a desintoxicagdo ambiental)

Permite a digestdo de macromoléculas exdgenas e aquisi¢éo de
nutrientes e a degradacéo do EPS, permitindo a liberagéo de
células do biofilme.

Fornece uma fonte de carbono e fésforo contendo compostos para
utilizagdo pela comunidade do biofilme.

Facilita a transferéncia horizontal de genes entre as células do
biofilme.

Permite atividade redox na matriz do biofilme

Libera material celular e como resultado turnover metabdlico.

Resulta no acumulo de retengéo e estabilizagao de enzimas
através de sua interagdo com polissacarideos

Polissacarideos e proteinas, incluindo
substituintes inorganicos, como
sulfato e fosfato.

Proteinas.

Potencialmente todos os
componentes do EPS.

DNA

Proteinas e possivelmente
substancias hiimicas
Vesiculas de membrana contendo
acidos nucleicos,
enzimas,lipopolissacarideos e
fosfolipidios.

Polissacarideos e enzimas.

*EPS- exopolissacarideos

Adaptado de FLEMMING & WINGENDER,2010

Em plantas, a formacédo de biofiimes tem sido observada em folhas,

superficie radicular e dentro dos espacos intercelulares dos tecidos vegetais
(MORRIS & MONIER,2003). Os micro-organismos se adaptaram a cada um

destes microambientes, e os biofimes formados refletem a natureza de seus

locais de colonizagéo.
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Alguns micro-organismos promotores do crescimento vegetal vém sendo
estudados quanto a formacgdo de biofilme. A bactéria diazotréfica endofitica
Azospirillum brasiliense pode ser encontrada em raizes de trigo em forma de
microcolbnias ou agregados bacterianos na zona de elongamento, pélos
radiculares e tecidos internos das raizes (ASSMUS et al., 1995). Em Bacillus
subtillis ja foi demonstrado sua capacidade de proteger a planta Arabidopsis
thaliana contra a bactéria patogénica Pseudomonas syringae, formando
biofilme em suas raizes (BAIS et al., 2004).

Em um estudo conduzido por BALDOTTO & OLIVARES, 2008, 50
espécies botanicas foram observadas quanto a colonizagdo epifitica no
microscopio eletrénico de varredura. Os autores evidenciaram que as maiores
densidades de colonizacdo da superficie da folha por bactérias estavam
associadas a formacéo de biofilmes bacterianos, em sua maioria, envolvendo
comunidades microbianas entre bactérias e fungos. Isto ressalta a ocorréncia
natural e a importancia estratégica destas estruturas complexas para inter-
relacéo ecoldgica e possivel papel funcional em associacdes ecoldgicas.

Aproximadamente 1-10 % dos transcritos bacterianos séo
diferencialmente regulados entre bactérias planctbnicas e bactérias
estruturadas em biofilmes (BELOIN & GHIGO, 2005; SCHEMBRI et al. 2003).
Os padroes de expressado dos genes e do metabolismo também podem variar
durante os distintos passos do desenvolvimento do biofilme (BELOIN &
GHIGO, 2005; SCHEMBRI et al. 2003;. WEBB et al. 2003).

2.4  Trascriptébmica

7

Transcriptoma é o estudo do conjunto de RNA mensageiros (MRNA)
produzidos por um organismo como resultado da expressao génica (DO AMARAL et
al., 2006; van VLIET,2010).Desde o principio da biologia molecular, cientistas
tém um grande interesse na compreensdo da mecanica e controle da
transcricdo, j& que modificacbes nos niveis transcricionais sdo um dos
mecanismos primarios de iniciagdo de processos adaptativos na célula (van
VLIET, 2010).
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Com o advento da gendmica funcional, suas diferentes tecnologias
revolucionaram a compreensao da transcricao (HINTON et al., 2004). Existem
diversas metodologias para a andlise de expressao génica e identificacdo de
transcritos de RNA. Dentre essas técnicas se destacam Northern blot (ALWINE
et al., 1977), Differential Display (LIANG & PARDEE, 1992), , Representational
Difference Analysis (RDA) (LISITSYN et al.,, 1993), Serial Analysisof Gene
Expression (SAGE) (VELCULESCU et al., 1995), producao em larga escala de
Expressed Sequence Tag (ESTs) a partir de bibliotecas de cDNA (HILLIER et
al., 1996), e RT-PCR quantitativo em tempo real (Real time RT-PCR) (LEE et
al., 1993; LIVAK et al., 1995).

O microarranjo € uma técnica que foi bastante utilizada e permite
monitorar os niveis de expressao das células abrangendo milhdes de genes
simultaneamente (YANG, et al.,2002).Todavia, nos Ultimos anos os estudos de
expressao g@énica baseados em microarranjos estdo sendo substituidos pelo
sequenciamento de ultima geracédo (RNA-seq), ja que esse método pode identificar e
guantificar transcritos raros e sem o prévio conhecimento do gene. Também pode
fornecer informagBes sobre splicing alternativo e variacdo na sequéncia dos genes
identificados (METZKER, 2010). Na técnica de RNA-seq, os RNAs celulares séo
transformados em cDNA e submetidos a sequenciamento de alta
produtividade. As sequéncias sdo mapeadas contra algum genoma para
originar um mapa transcriptdmico, refletindo um determinado estado celular
(MARDIS, 2008).

A primeira plataforma de sequenciamento de nova geracdo disponivel
comercialmente foi o sistema GS FLX GenomeAnalyzer (Roche-454)
(RONAGHI et al., 1998). Nesse sistema as leituras sdo feitas por um
combinado de reacdes enzimaticas, que tém inicio com a liberacdo de um
pirofosfato proveniente da adicdo de um desoxinucleotideo a cadeia. Logo
depois, esse pirofosfato é transformado para ATP, pela ATP sulfurilase, que
sera usado pela luciferase para oxidar a luciferina. Como resultado, um sinal de
luz sera capturado pela camera charge-coupled device (CCD) conectada ao
sistema. Nessa plataforma o tamanho dos reads (fragmentos curtos de
sequéncia) é de 400 pb (CARVALHO, et al. 2010).

O sequenciamento na plataforma lllumina Solexa 1G sequencer, assim

como o sequenciamento de Sanger, é realizado por sintese usando DNA
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polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluoréforos.
O seu diferencial consiste na clonagem in vitro dos fragmentos em uma
plataforma soélida de vidro, que também é conhecido como PCR de fase sdlida.
O tamanho médio de reads obtidos € de 75-100 pb (FEDURCO et al., 2006;
TURCATTI et al., 2008)

O sistema SOLID (Applied Biosystems) (MCKERNAN et al. 2006) se
difere dos outros processos, pois sua reacdo de sequenciamento € catalisada
por uma DNA ligase, e ndo uma polimerase. O DNA alvo é mecanicamente
fragmentado em tamanhos de 60- 90 pb para as bibliotecas de tags Unicas, ou
1-10 Kb para as bibliotecas de tags duplas (mate-pair). Os fragmentos de 60-90
pb sédo ligados a adaptadores universais (P1 e P2) nas duas extremidades
(CARVALHO, et al. 2010). Em cada corrida séo utilizadas duas laminas ou
chips, cada um com capacidade atual para 100 mil microesferas. Um ponto
importante desse equipamento é que, embora as microesferas sejam
colocadas de forma aleatéria sobre o chip, cada chip pode ser dividido em oito
areas, as quais podem ser utilizadas na andlise de oito bibliotecas diferentes de
forma simultanea (CARVALHO, et al. 2010) (Figura 2). Uma das vantagens do
SoLiD é a alta fidelidade das sequéncias obtidas, o que torna a tecnologia
adequada para a andlise de Single Nucleotide Polymorphism (SNP) (variacdo
de um Unico nucleotideo), e a geracdo de grandes conjuntos de dados (6-15
Gbp por corrida) (van VLIET,2010).



Primeira Etapa de Sequenciamento

POH
Primer (n) mm + m
g (n) AT *
. 3
Adaptador P1 L Sequencia alvo
Excitagdo Fluorescéncia Clivagem do fluordforo
x” i
AT
Ll gd % P
SARMAARALARNAASJRARRARRAR IR . “l.ll.lﬂlll.llll.ll.llnnllll. 3
TA

Informagio da sequencia alvo — cinco etapas com sete ciclos de hibridizagio

Bases In 12]3]a)s)e] 7] 8] orolr|12]13[14f15]16f1 7| 18f 1of20] 21| 22| 23] 24] 25| 26) 2
1 R Primer (n) » |o ole ole eole ole -
2 " Primer (n-1) I. M sls e N0 sle sls
3 ; Primer (n-2) ole eole ole eole ele
4 3 Primer (n-3) ole ele ole eole e e
5 : Primer (n-4) I. ° ole N ele ele

® Bases Identificadas Ciclos de hibridizagio 23 4

Ciclos de hibridizagio

3

Segunda Etapa de Sequenciamento

T T e e T T iy e ¥HITE
Primer (n-1)

3 Desnaturagiio

18

Dinucleotideos possiveis para cada sinal de cor
Segunda base
B Sequencia de bases do alvo

9 A€ G T

2| @ @ ® O

£l ¢ AT AC AA GA

2 L—— @ cA cc TcC

E G GC GT GG AG

£ . . . [ TA TG TT cT
o /

Cada base ¢ lida 2x

A.’._ l,.g.?.(_.,l N

Leitura do sinal em cada ciclo de hibridizagdo das etapas de sequenciamento

@ . -
e °00"0
L L o
*s 00 (
3 L ]
e ® e ® 0@
o ® ¢
e ® & 2 o @

Sequencia de cores do alvo

Decodificagiio do sinal de cor
Primer (n)

Ciclo 1 . ‘

Primer (n-1) ~
T AC aa (on

Quadro de decodificagio

Ciclo 1 7

S GC CA T
Primer (n-2) ,S\ C

Ciclo 1 G GT (GG) AG

Basel AT )TT a

ATY \(\/

AT G GA

Primer (n-3)

Ciclo | Sequencia possivel

Sequencia do alva

Figura 2. Plataforma SOLiID. Os fragmentos de DNA s&o originados e ligados ao adaptador P1, que se liga especificamente a microesfera. O

sequenciamento ocorre por hibridizagdo de sondas fluorescentes com o alvo em cinco etapas. Na primeira, o primer (n) é usado, liberando as bases iniciais

da sequéncia alvo para hibridagdo com a sonda. Uma das sondas do pool encontrara similaridade e se ligara ao alvo. E feita a leitura do sinal de

fluorescéncia, e as trés dltimas bases da sonda, incluindo o fluoréforo, séo retiradas. O segundo ciclo de hibridac&o € inicializado e assim por diante, até que

0 alvo seja todo coberto (35 pb). A sequéncia fita dupla é desnaturada, e uma nova etapa de sequenciamento € iniciada com o primer (n-1). Ocorre uma

repeticdo dos ciclos, provendo informacado de outras bases da sequéncia alvo. S&o realizadas novas etapas de sequenciamento com os primers (n-2), (n-3),

e (n-4) para que a sequéncia alvo seja toda determinada. Todas as possiveis combina¢@es de dinucleotideos séo marcadas nas sondas com apenas quatro

fluoréforos. Desse modo, duas leituras séo indispensaveis de cada base para que a sequéncia do dinucleotideo da sonda seja definida. O processo tem

inicio com o conhecimento da primeira base do alvo na segunda etapa de sequenciamento (primer n-1), que libera para hibrida¢cdo com a sonda uma base
conhecida, a Ultima base do adaptador (Adaptado de CARVALHOG&SILVA, 2010).
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Diversos trabalhos tém empregado o uso de sequenciamento de nova
geracdo para visualizar a forma e complexidade dos transcriptomas
bacterianos. Embora, os primeiros estudos tenham sido realizados em células
eucaritticas, em funcdo da facilidade de isolamento dos mRNAs com poli-
A caudas, atualmente, as tecnologias de RNA—-seq também tém sido muito
aplicadas em bactérias (TADRA-SFEIR,2011). Tais trabalhos tém se mostrado
importantes para a compreensado da fisiologia bacteriana e para aprimorar o
entendimento da estrutura gendmica, permitindo uma melhor qualidade da
anotacao (PINTO et al., 2011).

Passalacqua e colaboradores (2009) estudaram o primeiro transcriptoma
bacteriano obtido pelo sistema SOLID. Os transcritos de Bacillus anthracis
foram comparativamente avaliados em diferentes fases de crescimento e
condi¢cbes ambientais. Os resultados forneceram um mapa preciso de elevada
resolucdo quanto aos locais de inicio da transcri¢céo, estrutura de operons e do
genoma como um todo. Também foi possivel aumentar a exatidao da anotacéo
do genoma ja existente e fornecer estimativas de transcricdo. O estudo
conseguiu demonstrar uma visao inédita da expressédo génica e regulacdo de
uma ceélula bacteriana, utilizando sequéncias curtas de 35 nucleotideos,
mapeando cerca de 39 milhdes de sequéncias.

Outros estudos de transcritos em bactérias foram feitos com RNA-seq.
Podemos citar os trabalhos realizados com Burkholderia cenocepacia (YODER-
HIMES et al., 2009), Listeria monocytogenes (OLIVE et al, 2009), Neisseria
gonorrhoeae (ISABELLA & CLARK, 2011), Staphylococcus aureus (BEAUME
et al., 2011).

Em 2011, TADRA-SFEIR determinou a expresséo génica diferencial em
H. seropedicae SmR1 através da andlise por RNA-seq, utilizando o sistema
SoLiD, na presenca e auséncia de naringenina, que € um flavondide com
importante papel na interacao bactéria-planta. Pode-se observar que dos 4.804
genes presentes no genoma da bactéria, 3.711 genes S0 expressos nha
auséncia de naringenina e 3.672 genes na presenca. Com isso, também foi
possivel uma anotacdo gendémica mais refinada, analisando-se o comeco e o
final da transcricdo e também autenticar ou ndo regiées genémicas transcritas
(TADRA-SFEIR, 2011).
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E indispenséavel conhecer as bases moleculares que regulam a interagéo
bactéria-planta. Assim, conseguiremos maximizar as respostas positivas da
planta hospedeira e contribuir para a consolidacdo da tecnologia de inoculacao
com micro-organismos na agricultura. Também reduziremos as demandas de
fertilizantes minerais oriundos de recursos nao-renovaveis, contribuindo para a

sustentabilidade dos sistemas de producao agroflorestais.
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3 - HIPOTESE

Biofilmes bacterianos tém sido reconhecidos como uma das mais
bem sucedidas formas de vida do planeta, com impactos importantes em
diferentes dominios da ciéncia e tecnologia. Aspectos moleculares e
fisiolégicos da conversdo de células isoladas em comunidades estruturadas
tém sido explorados no campo da bacteriologia médica e um volume
significativamente menor de informagbes tem sido obtido para interacdes
bactéria-planta. Especificamente em Herbaspirillum seropedicae, ainda nao foi
elucidado o mecanismo de formagdo de biofilme. Portanto, a partir de
abordagem transcriptbmica de Ultima geracdo, espera-se encontrar genes
relacionados a formacéo e dinamica de formacédo e maturacédo de biofilme na

bactéria.
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4 - OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a expressao global dos genes envolvidos na formacédo de
biofilme da bactéria diazotrofica endofitica Herbaspirillum seropedicae Smrl,

utilizando sequenciamento de nova geracao.

4.2. Objetivos Especificos

a) Monitorar a dinamica populacional e a cinética temporal de formacdo e
maturacdo de biofilme na bactéria através de curva de crescimento na

presenca de |a de vidro;

b) Avaliar a cinética temporal de adeséo, agregacao e formacéo do biofilme na
presenca de la de vidro através de ensaio espectrofotométrico, utilizando cristal

violeta;

c) Avaliar a formacéo deste biofilme por meio de microscopia de luz;

d) Realizar a extracdo do RNA total nas condi¢cBes de biofilme e plancténico,
precoce e tardio, respectivamente, isolarmRNA e produzir bibliotecas de cDNA

para analise transcriptbmica em larga escala;

e) Analisar a expressao de genes diferencialmente expressos em biofilmes na
comparacdo com células planctdnicas, avaliando o efeito da dimensdo do

tempo (crescimento precoce e tardio) através do sistema SOLID;
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f) ldentificar genes envolvidos na formacédo do biofilme H. seropedicaeSmrl,

utilizando ferramentas de bioinformatica.

5. MATERIAL E METODOS

5.1.Bactérias, meios e condi¢fes de cultivo

A estirpe utilizada para analise do transcriptoma e avaliagdo da
formacé&o de biofilme foi Herbaspirillum seropedicae estirpe SmR1 (MACHADO
et al.; 1996). SmR1 é um mutante espontaneo resistente a estreptomicina da
cepa Z78 (ATCC35893) (BALDANI, et al.1986), que foi isolado de raizes
desinfestadas superficialmente de Sorghum bicolor no Brasil, em 1982.

Nos ensaios de microscopia foi utilizada a bactéria Herbaspirillum
seropedicae estirpe RAM10, que tem uma insercao transposicional do gene
gue codifica a Green FluorescenceProtein(GFP). Tal estirpe derivada de H.
seropedicae ZA95 isolado a partir de plantas de arroz (BALDANI, et al.1986).

No presente trabalho foram utilizados os meios de cultivo descritos
abaixo (Tabelas 2, 3 e 4). O cultivo em meio liguido foi realizado em frascos
Erlenmeyer com agitacédo orbital (130 rpm). No meio sdlido, as placas de Petri
foram incubadas em estufa microbiolégica. A temperatura de crescimento

utilizada em ambas as condic¢des de cultivo foi 30 °C.



Tabela 2. Meio JNFB (BALDANI, et al.1986)
Acido malico 5¢g.L"

KH2PO4 solucdo 10% 18 mL

NaCl solucdo 10% 1mL

FeEDTA solucdo 1,64%

Vitamina para meio de cultura

Cloreto de Amonio

Tabela 3. Meio Nutrient Broth (NB)
Caldo nutritivo 8g.L™

Tabela 4.Meio DYGS(RODRIGUES NETO et al., 1986)
Glicose 2g.L"

Peptona bacteriologica 159.L

K2HPO4 0,5g.L°

Acido glutamico 159.L
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Tabela 5. Meio NFbHP(KLASSEN et al., 1997)

Acido malico 50g.L"
MgS04.7H,0 0,2g.L™
NaCl 0,1g.L™
CaCl; 0,02g.L™
Acido nitrilo-triacético 0,056 g.L™
FeS0,4.7H,0 0,02g.L™
NaMo0O4.2H,0 2mg.L™
MnS0,.H,0 2,35mg.L™
H3:BO3 2,8 mg.L"
CuS04.5H,0 0,08mg.L™
ZnS04.7H,0 2,4mg.L"
Biotina 0,Amg.L™
Solucéo de fosfato:

KzHPO4* 17,8g.L™
KHoPO4* 159,5 g.L™*
pH 6,5

*A mistura de fosfato foi autoclavada separadamente e adicionada fria ao

meio em um volume de 50 mL.L™.
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5.2.Anélise da formacéo de biofilme

5.2.1. Monitoramento da densidade populacional

O crescimento de H. seropedicae Smrl foi avaliado na presenca e
auséncia de 0,1 g de la de vidro utilizada como substrato fisico para a formacao
do biofilme. Para tanto, a bactéria (estocada em agua-ultra pura) foi ativada em
cultivo em frasco de 50 mL contento 20 mL de meio DYGS (Tabela 4) durante
24h. Apoés esse periodo, foi retirada uma aliquota de 20 uL e a suspensao
bacteriana foi inoculada em 6 frascos de 500 mLvidro (3 com e 3 sem |a de
vidro) contendo 150 mL de meio JNFB liquido (Tabela 2). A cultura foi agitada

por 40 h. A densidade éptica das bactérias foi medida em espectrofotdmetro
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(UVmini 1240) a 460nm dedem 4 h. A cada leitura foi feita uma diluicdo
seriada, seguida de plagueamento em meio de cultivo sélido NB realizado em
triplicata (Tabela 3). Apos o cultivo por 24 h, foi realizada a contagem das

col6nias referentes a cada diluicdo nas placas.

5.2.2- Monitoramento das etapas de desenvolvimento do biofilme

Para avaliar a cinética temporal de adesao, agregacao e formacdo do
biofilme na presenca de 1& de vidro, foi realizado ensaio espectrofotométrico,
utilizando cristal violeta. Tal ensaio se baseia na afinidade crescente ao corante
basofilico cristal violeta como funcéo do incremento das bactérias aderidas a la
de vidro.

Apoés ativacdo como explicado anteriormente, uma aliquota de 20 pL da
cultura bacteriana foi utilizada para aplicacdo em meio JNFb liquido (Tabela 2),
contendo 0,25 g de la de vidro. No periodo de 0, 8,16 e 24 h apds a inoculagcéo
foram colhidas amostras para quantificacdo do biofiime (ROUWS et al.,
2008).Entéo, o meio de cultura foi removido e a Ia de vidro corada com solucao
de cristal violeta 1 % durante 10 min. ApGs lavagem, o corante foi extraido a
partir da 1& de vidro com 4mL de etanol 95 % e quantificado por medicdo da

absorvancia a 560 nm no espectrofotébmetro.

5.2.3- Microscopia Optica

A andlise microscoépica da formacdo de biofiime em |Ia de vidro por H.
seropedicae foi realizada utilizando a estirpe RAM 10. Apés ativacao, 20 uL da
cultura bacteriana foram inoculados em meio JNFb liquido (Tabela 2), contendo
0,25 g de 1a de vidro. No periodo de 0, 8,16 e 24 h ap0s a inoculacdo foram
colhidas amostras para analise no microscopio Axioplan (Zeiss) (ROUWS et al.,
2008). Para tal, fragmentos da |a foram retirados, montados em uma gota de

agua (20uL) em lamina e laminula e observados no microscépio pela técnica
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de contraste diferencial e interferencial (DIC) e epifluorescéncia (MF). As
imagens foram fotodocumentadas em camera digital Canon Power Shot A640.

5.3. Transcriptoma

5.3.1. Isolamento de RNA total

H. seropedicae SmR1 apoOs ativacdo ja descrita foi cultivada sob
agitagdo constante em frasco de 50 mL contendo 20 mL de meio NFbHP
(Tabela 5) nas quatro condicoes:

e Planctonica precoce (sem |a de vidro) - PP;

e Planctonica tardia (sem la de vidro) - PT,;

e Biofilme precoce (com 0,1 g de la de vidro) - BP;

e Biofilme tardio (com 0,1 g de |a de vidro) - BT.
Foram cultivados dois frascos para cada condicao, totalizando oito frascos.

As amostras de cultura da bactéria em suspensdo utilizadas para
isolamento do RNA total foram coletadas na condigéo plancténica em D.O.s60,m
= 0,20 e D.O.460,m = 0,95, respectivamente nos tempos de 5 h (precoce-PP) e
16 h (tardio-PT). Os mesmos periodos de tempo foram aplicados para extracao
das bactérias agregadas a |a de vidro correspondente aos tratamentos BP e
BT. Uma aliquota de 1,5 mL de cada cultura foi centrifugado a 13.400 rpm por
60 s. O sobrenadante foi descartado e 1 mL de reagente Trizol® (Invitrogen) foi
acrescentado. O homogenato ficou a temperatura ambiente por 5 min. Apés
esse tempo, foram adicionados 200 pL de cloroférmio, misturado
vigorosamente por 15 s e a amostra foi incubada por 2-3 min a temperatura
ambiente. Em seguida, a amostra foi centrifugada (13.400 rpm, 5 min) e a fase
aquosa contendo o RNA foi transferido para um novo tubo, no qual o RNA foi

precipitado com 500 uL de isopropanol, lavado com etanol 75% e ressuspenso
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em 50 pL de agua ultrapura livre de RNAse. Em seguida, o RNA foi visualizado
em gel de agarose 1% com 0,5% de B-mercaptaetanol para visualizagdo de
RNA total.

5.3.2. Tratamento com DNAsel

Para a inativacao de possiveis DNAses presentes no RNA total extraido,
foi adicionado as amostras de RNA o tampéo Dnase Buffer e 2 uL de Dnase |
(2U.uL™). A mistura foi incubada em estufa a 37 °C por 30 min. A reacéo foi
interrompida com a adicdo de 20% do volume da amostra de solucéo inativante
(DNase Inactivation Reagent), e mantida a temperatura ambiente por 2 min
(homogeneizada vigorosamente duas vezes neste periodo). Apos incubacéo, a
mistura foi centrifugada (13.400 rpm) por 60 s para precipitar a solucdo
inativante. O sobrenadante, contendo o RNA, foi transferido para um novo tubo.
Em seguida, um gel de agarose 1 %, livre de RNAse foi feito, para analisar o
RNA extraido.

5.3.3. Precipitacdo das amostras de RNA

As oito amostras de RNA extraido foram precipitadas com 10 % de
acetato de sédio (3 mol.L™), 2 % de glicogénio e 3 volumes de etanol 96 %. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas (13.400 rpm) por 15 min, o
sobrenadante retirado cuidadosamente e o precipitado de RNA lavado com 500
puL de etanol 70 % gelado. Novamente, centrifugado (13.400 rpm) por 15 min, o
sobrenadante retirado cuidadosamente e o precipitado seco em camara de

vacuo por 30 min e dissolvido em 15 uL de agua estéril livre de RNAse.
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5.3.4. Isolamento de mRNA

O RNA total dissolvido em 15 pL de &gua (contendo de 4 a 10 pg de
RNA) foi depletado de RNA ribossomal, utilizando o kit
MICROBExpressTM(Ambion). Foi adicionado 200 pL do tampé&o ao RNA total e
misturado no vortex. Logo apés, foi acrescentado 4uL do Capture Oligo Mix,
gue foi centrifugado. A mistura foi incubadaa 70 °C por 10 min para a
desnaturacdo das estruturas secundarias do RNA, incluindo o 16S
e 23S rRNAs. Depois foi feito o anelamento por 15 min de incubacéo a 37 °C.
Feito isso, foi preparado o OligoMagBeads, e depois houve uma lavagem para
recuperar os restantes mRNA do OligoMagBeads com 100 pL de solugdo de
lavagem a 37 °C . O OligoMagBeads foi ressuspendido a 37 °C por 15 min e
capturado. O mRNA foi colocado em um novo tubo, e o restante dos mRNAs
foram recuperados do OligoMagBeads, repetindo a lavagem. Entdo, os mRNA
foram precipitados com etanol e ressuspendidos em tampéao de acordo com o

fabricante.

5.3.5. Construcéo e sequenciamento das bibliotecas de cDNA

Para a construcéo das bibliotecas foi utilizado = 500 ng de mRNA, em no
maximo 8 pL, empregando-se o kit SOLID™ Whole Transcriptome Analysis
(Invitrogen), de acordo com o manual do fabricante. Foram realizadas as

seguintes etapas:

a) Fragmentacdo do mRNA

O mRNA foi fragmentado com 8uL agua livre de nucleases, 1 pL
10x RNase Il buffer e 1 pyLRNase Il (Invitrogen). Para tanto, a solucado foi
colocada em um termociclador (Veriti® ThermalCycler — Applied Biosystems) a
37 C por 10 min. Imediatamente apds a incubacéao, foi adicionada 90 uL de

agua livre de nuclease, e em seguida o mRNA fragmentado foi colocado no
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gelo por 1 h. ApGs a etapa de fragmentacdo foi feita a limpeza do RNA,
utilizando o PureLink™ RNA Micro Kit (Invitrogen), de acordo as instru¢des do
fabricante.Em seguida, o mRNA foi quantificado com kit Quant-iT RNA Assay,
seguindo as instru¢des do fabricante e foi avaliado o tamanho e distribuicdo
dos fragmentos. Para tanto, foi nencessario:

1. Diluir o RNA para menos de 5 ng.mL™;

2. Correr 1uL em um Agilent 2100 Bioanalyzer com o kit Chip Pico 6000 RNA,
conforme as instrugdes do fabricante;

3. Usar um programa de informatica especializado em 2100 Bioanalyzer,
revendo adistribuicdo de tamanho. O procedimento de fragmentagédo deve
produzir uma distribuicdo de RNA com tamanhos de fragmentos de 35 nta

varias centenas ou alguns milhares de nt, dependendo do tipo de amostra.

b) Amplificacédo e construcédo da biblioteca

Foi feita uma hibridacéo e ligacdo do mRNA, utilizando os componentes
do kitSOLIiD™ Whole Transcriptome Analysis. No gelo, foi preparada a mistura
de hibridagdo em tubos de PCR de 0,2 mL com 2uL de Adaptador Mix A ou
Adaptador Mix B, 3 uL de solugcado de hibridagdo, 3 pL de amostra de mRNA
fragmentado.A reacdo foi colocada em um termoclicador a 65 °C por 10 min,
seguido de 16 °C por 5 min. Entédo, foram colocados os reagentes de ligacao
do mRNA 10 pL de tampéao de ligagao 2x, 2 yL de mix de enzimas de
ligacdo.Essa reacao foi incubada em termociclador por 16 h a 16 °C.

A transcricdo reversa foi realizada em seguida. Em gelo, foi prepara a
reacao de 20 yL de RT Mix Master contendo, 13 pL de agua livre de nuclease,
4 uL de tampao RT, 2 yL de Mix de dNTP e 1 uL de ArrayScript™ Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Ainda no gelo, foram adicionados 20 uL de RT Mix
Master para cada tubo com 20uL de reacdo de ligagdo. Em seguida, foi feita
agitagao no vortex e incubado os 40 pL da reacdo em termocilador por 30 min
a42 °C.
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Depois foi feito o processo de purificacdo do cDNA utlizando o
MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen), apos a purificacéo ira ser selecionado
o tamanho do cDNA utilizando gel (Novex®), ladder com 50 bp DNA e SYBR®
Gold (Invitrogen). A amplificagédo do cDNA foi feito com 76,8 uL de agua livre
de nucleases, 10 yL de10x PCR buffer, 8 yL Mix dNTP, 2 yL SOLID™ 5 PCR
Primer, 1,2 uyL AmpliTag® DNA Polymerase. Transferir 98 yL de PCR em tubos
de 0,2 ml e adicionar 2 pL SOLID 3' PCR Primer em cada tubo.Os tubos seréo
colocados no termociclador. Logo apdés, a reacdo de PCR o cDNA amplificado
foi purificado utilizando o PureLink™ PCR Micro Kit (Invitrogen). Os fragmentos

foram sequenciados em aparelho SOLID 4 (Invitrogen).

5.3.6. Andlise do transcriptoma

Os reads obtidos através do sequenciamento foram mapeados,
utilizando o genoma de H. seropedicae (GenBank: CP002039.1) (PEDROSA,
et al.,2001) como referéncia com o auxilio do programa CLC Genomics
Workbench 4.8. Para a analise e normalizacdo das bibliotecas as leituras
correspondente a genes de tRNA foram excluidos. A normalizacéo das leituras
foi feita pelo método de reads per kilo base of exon model per million mapped
reads - RPKM (MORTAZAVI et al., 2008), que analisa o tamanho da biblioteca,
tamanho dos genes e numero de leituras por gene. As analises para expressao

diferencial dos genes foi feita no programa Excel®.

5.3.7. Andlise dos dados

Para a analise de dados foram considerados apenas o0s reads Unicos
mapeados dentro da regido codificadora de cada gene. A reprodutibilidade dos
mesmos foi avaliada por comparacéo entre os valores de RPKM das replicatas
da mesma condicdo biolégica e entre duas condicbes bioldgicas por meio de
teste de Coeficiente de Determinacdo (R?). Os graficos foram visualizados por

meio do programa de estatistica R (http://www.r-project.org/).
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Os genes diferencialmente expressos na comparacao entre as quatro
condicdes biologicas nas comparacfes entre BP x BT;PP x BP; e PT x BT
foram obtidos por meio de scripts em Perl, considerando aqueles genes que:

1) Apresentaram mudancas de expressao na comparacado entre as condicdes
e no minimo duas vezes (foldchange = |2|);

2) Tiveram nivel de significAncia p maximo de 0.05 (p-value<0.05);

3) Genes que apresentam numero de reads suficiente para cobrir o tamanho

da sequéncia do gene em pelo menos cinco vezes em uma das réplicas.

Foi verificada a categoria funcional de cada gene diferencialmente
expresso segundo o Cluster of Orthologous Groups of Proteins (COG) e obtida
por meio da anotacdo do genoma de H.seropedicaeSmR1 (GenBank:
CP002039.1). Os graficos da distribuicdo em categorias funcionais dos genes
induzidos e reprimidos para cada experimento foram obtidos pelo programa R.

A contagem dos genes diferencialmente expressos (induzidos e
reprimidos) comuns entre os trés experimentos nas quatro condicbes e 0s
respectivos diagramas de Venn foram obtidos por meio do programa VENNY
(http://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html). Tais genes  foram
graficamente representados em cores quanto ao nivel de expressado por meio
do programa MeVMulti Experiment Viewer (SAEED et al.,2006). Os genes
foram agrupados através deste programa quanto a similaridade do padrao de
expressao pelo método de K-means com os parametros padrao (10 grupos, 50

repeticdes e Correlacédo de Pearson).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Cinética populacional e analise da estrutura do biofilme em 1a de
vidro

A grande maioria do conhecimento em microbiologia € baseada em
estudos de laboratorio envolvendo bactérias planctbnicas, com importante
contribuicdo nos aspectos relacionados a genética, fisiologia e comportamento
de micrébios. No entanto, estudos envolvendo a adesdo de bactérias a
diferentes superficies revelam que elas interagem, formando biofilmes em
guase toda a matéria em estado solido presente na Terra. Sdo encontradas
colonizando tecidos de organismos vivos como ha superficie de plantas, placas
dentarias e proteses implantadas em pacientes, tubulacdes de agua, casco de
navios e rochas em ambiente aquatico.

Com o intuito de avaliar a expressao de genes envolvidos na formacéo e
maturacdo de biofilmes da bactéria H. seropedicae SmR1, foi realizado um
ensaio em condicbes de laboratorio para definicho das condicdes
experimentais e dos periodos de coleta para andlise transcriptémica
comparativa da forma de vida planctonica e em biofilme. O modelo baseou-se
na bactéria crescida em meio liquido JNFb na presenca e auséncia de |a de
vidro como suporte fisico indutor de biofilme. Na figura 5 observam-se as
curvas de crescimento da bactéria nas duas condicbes expressas pelo
aumento da densidade 6ptica no curso do tempo. O padrao de crescimento de
H. seropedicae no meio liqguido na auséncia e presenca de |a de vidro foi

similar entre os tratamentos (Figura 3).
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FIGURA 3. Monitoramento populacional de Herbaspirillum seropedicae SmR1. O cultivo
foi realizado em meio liquido JNFb na presenca e auséncia de 1a de vidro e expresso pela
densidade o6ptica (D.O. a 460 nm) da cultura. Os dados representam a média de trés

repeticdes. As barras verticais indicam desvio padrao.

A andlise das taxas especificas de crescimento na fase exponencial da
curva de crescimento (entre 12 e 20 h) ndo mostram diferencas significativas
entre os tratamentos, exibindo valores de HPmax =0,53 + 0.05 € pmax = 0,44 +
0,09, para crescimento na auséncia e presenca de |a de vidro no meio de
crescimento, respectivamente (Figura 4). Embora néo significativo, o tempo de
geracao da bactéria crescida na auséncia da la de vidro na fase exponencial de
crescimento foi levemente inferior (1,30 h), quando comparado ao meio com a
I& de vidro (1,57 h). Isto pode sugerir uma imobilizacdo de células da bactéria
na matriz da 1a de vidro com reflexos ndo significativos nas densidades

populacionais associadas a la de vidro.
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FIGURA 4. Taxas especificas de crescimento apresentadas por Herbaspirillum
seropedicae SmR1. A bactéria foi cultivada em meio liquido JNFb na auséncia e presenca de
& de vidro durante 36 h a 30 °C. Dados obtidos a partir de trés repeticbes. Médias de
tratamento néo significativas (n.s.) pelo teste t de student com probabilidade de 5 %. As barras

verticais indicam desvio padr&o.Tx: taxa.

Na figura 5 foi observado que com a multiplicacdo bacteriana no meio
liquido, ocorreu um aumento no nimero de bactérias associadas a |a de vidro,
bem como aumento da agregacao dessas bactérias.

A estruturacdo dos agregados se da pelo recrutamento de bactérias na
fase liquida e/ou pela divisdo celular de bactérias aderidas a fase solida como
descrito por OLIVARES (1997) ao estudar a adesédo de H. seropedicae e H.
rubrisubalbicans em raizes de plantas de cana-de-aglcar. Os agregados com
diferentes dimensdes, no curso do tempo, frequentemente evoluem para
biofilmes estruturados. Tais biofilmes sdo caracterizados estruturalmente pela
producdo de uma matriz polimérica extracelular rica em dominios quimicos
carregados negativamente (MOLIN & NILSEN, 2003), o que aumenta a
afinidade e o aprisionamento do corante cristal violeta utilizado neste ensaio
(Figura 5).
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FIGURA 5. Monitoramento da cinética temporal de agregacédo da bactéria Herbaspirillum
seropedicae SmR1 em & de vidro. As bactérias foram cultivadas em suspensdo no meio

liguido JNFb na presenca de 14 de vidro. Média obtida a partir de trés repeti¢des.

Estruturalmente, biofilmes observados no laboratério sdo similares
aqgueles vistos no ambiente. MONIER E LINDOW (2004) constataram que mais
de 50 % das populacdes de bactérias associadas a superficie da folha de
feijoeiro se apresentavam como agregados ou biofilmes. BALDOTTO E
OLIVARES (2008), em levantamento ecoldgico envolvendo espécies vegetais,
demonstraram que as maiores densidades populacionais de bactérias
associadas a superficie das folhas representavam biofilmes complexos
envolvendo também fungos. Isto sugere que a formacdo de biofiime € um
mecanismo natural na coloniza¢éo da superficie das plantas.

A figura 6 mostra 0s ensaios de microscopia Optica realizados com H.
seropedicae RAM10. Pode-se observar uma relacdo consideravel entre o
ensaio de quantificacdo do biofilme realizado com corante cristal violeta (Figura
5) e a andlise da evolucdo estrutural dos agregados ao longo do tempo
observada pela microscopia (Figura 6). No entanto, € importante ressaltar que
nao existia uma sincronia temporal completa no processo de maturacdo dos
biofilmes. Assim, em um dado tempo de coleta € possivel encontrar agregados

com diferentes graus de maturacdo. Nos periodos iniciais de experimentacao
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(0 a 12 h), compreendendo a fase lag do crescimento bacteriano (Figura 5),
predominavam células em adesdo apolar como células isoladas,
monocamadas ou poucos extratos celulares com geometria plana (Figura 6A).
Com a chegada da fase exponencial (12-20 h), observou-se a predominancia
de agregados com projecdes de crescimento a partir dos sitios de agregacao
(Fig. 6B), evoluindo para agregados envoltos em matriz polimérica (Fig. 6C e

6D). Isto resultou em ampla distribuicdo de biofilmes decorridas 24 h.
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FIGURA 6. Microscopia 6ptica de contraste diferencial e interferéncia (DIC) e Microscopia
de epifluorescéncia (MF) de Herbaspirillum seropedicae RAM10. Foi realizado ensaio de
inducéo de biofilme em meio de cultura JNFb liquido contendo |a de vidro como suporte fisico
para adesdo bacteriana. Figuras A e B representam estagios crescentes da maturacdo de
agregados bacterianos vistos por microscopia DIC. Detalhe de um agregado na forma de
biofilme (notar imagem de correspondéncia entre C e D) e uma visdo geral de biofilmes
estruturados apés 24 h de cultivo (visto por MF). As barras de escala representam (Fig. A e B)
25 pum, (Fig. C e D) 50 um e (Fig. E) 100 pm.

TADRA-SFEIR (2011) em experimentos de quantificacdo de biofilme em
H. seropedicae, utilizando a mesma metodologia aqui descrita, verificou que
periodos de tempo acima de 24 h ndo resultavam em incrementos quantitativos

na expressao de biofilmes. Neste mesmo estudo, a autora avaliou diferentes
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mutantes de H. seropedicae SmR1 responsivas ao flavondide naringenina
guanto a capacidade de formar biofilmes em |& de vidro. Entre os mutantes
avaliados, a estirpe MHS01 néo foi afetada quanto a capacidade de formar
biofilme em Ia& de vidro e nem tdo pouco quanto a adesdo a superficie das
raizes de milho. No entanto, seu estabelecimento endofitico foi prejudicado em
relacdo a estirpe selvagem.A insercdo do transposon nesta bactéria causou
uma mutacdo no gene epsG, relacionado com biossintese de EPS, o que
justifica o resultado encontrado e reforca o papel destes compostos na
interacdo bactéria-planta.

Os eventos estruturais relacionados a interagcdo entre bactérias
benéficas e as raizes das plantas envolvem uma sequéncia similar a descrita
acima para o presente modelo obtido em |a de vidro (Figura 6). Inicialmente,
ocorre a adesdo da célula bacteriana ao substrato, seguido pelo
estabelecimento de micro-colonias e maturacdo em estruturas tridimensionais
cobertas por uma matriz polimérica complexa (DAVEY &0O’'TOOLE, 2000).

Como um ponto de partida para este trabalho, optamos por avaliar
genes regulados na maturacéo dos biofilmes de H. seropedicae em um sistema
tendo como substrato a superficie inerte da Ia de vidro em meio liquido. Assim,
com base na analise conjunta dos resultados obtidos (Figuras 3-5-6) e
considerando um biofilme totalmente estruturado com 24 h de ensaio,
decidimos avaliar a expressao de transcritos nas fases lag tardia e logaritmica,
respectivamente com 5 h (designado biofilme precoce: BP) e com 16 h de
ensaio (designado como biofilme tardio: BT). Como condicdo de comparacao
para o modo de vida em biofilme, o RNA das bactérias em vida livre também foi
coletado nos mesmos periodos de tempo, 5 e 16 h de cultivo, caracterizando-
se respectivamente células planctdnicas precoces (PP) e plancténicas tardia
(PT).



40

6.2. Prospeccéo de genes regulados na maturacéo do biofilme

6.2.1. Extracdo de RNA e construcao da biblioteca de cDNA

O RNA total das oito amostras de H. seropedicae Smrl referente as
quatro condicées (PP, PT, BP e BT) foi extraido. Aproximadamente 600 ng.uL™

de RNA foi obtido para cada uma das amostras (Figura 7).

[ - . '

FIGURA 7. Amostras de RNA total isolados de Herbaspirillum seropedicae. O RNA foi
extraido das culturas na forma plancténica apds 5 h (precoce-PP) e 16 h (tardio-PT)de cultivo
em meio liquido JNFb, e em agregados aderidos a 1a de vidro no mesmo periodo de tempo
como biofilme precoce (BP) e biofilme tardio (BT). Na linha 1e 2 temos as réplicas biol6gicas

para PP, linhas 3 e 4 para PT, 5 e 6 para BP, e linha 7 e 8 para BT.

Para cada uma das amostras foi construida e sequenciada uma
biblioteca de cDNA, totalizando oito bibliotecas referentes as quatro condi¢ées
contendo duas réplicas biolégicas. Cinquenta e seis milhdes e duzentos mil e
setenta milhdes de leituras foram obtidas para o fenétipo planctdénico PP e PT,
respectivamente, bem como dois milhdées e um milh&o duzentos e vinte seis

mil, respectivamente para PP e PT, mapeados como total de leituras Unicas
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para o0 genoma de H. seropedicae SmR1 (Tabela 6). No caso do fenotipo
biofilme foram obtidos sessenta e sete milhdes e cinquenta e um milhdes e
setecentos mil leituras, respectivamente, para BP e BT, e um milh&o trezentos

e oitenta e setecentos e oitenta e sete mil leituras Unicas (Tabela 6).

| Tabela 6 - Sumario dos dados de RNA-seq-

Amostras N° de Total de Leituras por Leituras Total de R
Leituras® Tratamento? nicas” Leituras Unicas

PP 1 29,9 56,2 1.011.394 2.097.790 0,9335
PP 2 26,3 1.086.396

PT 1 41,8 70,0 720.673 1.226.307 0,9392
PT 2 27,2 505.634

BP1 30,5 67,0 866.926 1.380.754 0,8054
BP 2 36,5 513.828

BT 1 26,2 51,7 403.894 787.685 0,9591
BT 2 25,5 383.791

2 Nimero de leituras nas réplicas biolégicas x 10°.

® Leituras Unicas mapeadas no genoma de H. seropedica SmR1 usando o programa CLC
Genomics Workbench 5.1.

Os parametros considerados foram 90 % do tamanho do gene e 80 % de similaridade.

Os numeros 1 e 2 referem-se a réplicas bioldgicas.

PP: Planctonico Precoce; PT: Plancténico Tardio; BP:Biofilme Precoce; BT:Biofilme Tardio.

A analise da qualidade dos dados por meio do coeficiente de correlacéao
de Pearson (R) evidenciou que as réplicas biologicas da biblioteca do fenétipo
plancténico e biofilme tardio possuem altos valores de correlacdo (> 0,93),
apontando a boa reprodutibilidade das replicas (Tabela 6). As réplicas da
biblioteca de biofilmes precoce apresentam as menores correlacdes (R?= 0,80),
sugerindo a necessidade futura de obtencéo de novas réplicas técnicas.

Ao observar a Tabela 6, considerando o numero total de leituras por
tratamento para o fenoétipo plancténico, verificamos um incremento no nivel de
transcrito de 20 % no periodo de 16 h de cultivo (PT) em relacdo a 5 h (PP).
Isto deve refletir a cinética de crescimento da bactéria em meio liquido, que ao
longo do tempo esta se tornando mais ativa para iniciar a fase de crescimento
exponencial, possivelmente ativando novas vias metabdlicas. No caso do
fendtipo biofilme ocorreu o oposto. Houve uma redugéo nos niveis de transcrito
com o processo de maturacdo do biofilme equivalente a 12 %. Esta

constatacao reflete a din@mica estrutural e funcional dos biofilmes, que geram
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microgradientes de nutrientes e oxigénio, gradientes estratificados de atividade
metabolica e aumento do ciclo de divisdo de celular. Nestas condi¢des, parte
da populacdo apresenta baixa atividade metabdlica e atividade celular
especializada, o que pode justificar a redugéo do nivel de transcritos (Stewart e
Costerton, 2001).

6.2.2. Andlise dos dados pelo método de RPKM

As leituras do transcritoma foram mapeadas em relagdo ao genoma de
referéncia de H. seropedicae SmR1. O numero de leituras Unicas alcancado
para cada gene foi expressa em RPKM de acordo com MORTAZANI et al.,
(2008). Os valores de RPKM foram comparados com o intuito de avaliar a
variabilidade de expressdo génica entre tratamentos. As seguintes
comparacdes foram feitas: (a) BP x BT; (b) PP x BP; e (c) PT X BT (Figuras 8,
9, 10).

A analise da média dos coeficientes de determinacdo dos valores de
RPKM (Figuras 10 a 12) para a expressdo global de genes de todas as
bibliotecas comparadas par a par (quatro comparacdes por condicdo) levaram
a seguinte ordem decrescente de divergéncia na expressao génica: BP x PP
(R*=0,79) > BT x PT (R*= 0,83) > BT x BP (R?= 0,88). Embora a selecéo de
genes diferencialmente expressos relevantes para colaborar com o
entendimento da transicdo fenotipica planctonica para biofiime possam ser
alcancados em qualquer comparacéao entre bibliotecas, existe mais divergéncia
nas comparacdes que envolvem o efeito do modo de vida da bactéria (biofilme
x planctbénico) e um efeito menos significativo com relacdo ao tempo (5 x 16 h).
Interessante que o efeito parece estar restrito a condicdo de biofilme, ja que a
comparacdo PT x PP fornece coeficiente médios de R* = 0,38 (dados n&o

mostrados).
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Figura 8. Analise de RPKM nas condic¢fes Biofilme Precoce e Biofilme Tardio.Os valores
de RPKM de cada gene das bibliotecas de cDNA de Biofilme Precoce (BP) e Biofilme Tardio
(BT) foram comparados entre si. O valor do coeficiente de determinacao (R foi obtido com
célculo por meio do script. A)BP 1 xBT 1; B)BP 2x BT 1; C) BP 1 x BT 2; D) BP 2 x BT1.
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Figura 9. Analise de RPKM nas condi¢des Planctbénico Precoce e Biofilme Precoce.Os
valores de RPKM de cada gene e das bhibliotecas de cDNA de Plancténico Precoce (PP) e
Biofilme Precoce (BP) foram comparados entre si. O valor do coeficiente de determinacéo (R?
foi obtido com célculo por meio do script. A) PP 1 xBP 1; B) PP2x BP 1; C) PP 1 e BP 2; D)
PP 2 x BP 2.
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Figura 10. Analise de RPKM nas condic¢des Planctdnico Tardio e Biofilme Tardio.Os

valores de RPKM de cada gene e das bibliotecas de cDNA de Planctdnico Tardio (PT) e

Biofilme Tardio(BT) foram comparados entre si. O valor de coeficiente de determinacéo (R foi
obtido com calculo por meio do script. A) PT 1 x BT 1; B) PT 2x BT 1; C) PT 1 x BT 2; D) PT 2

e BT 2.
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Em um estudo conduzido por DOTSCH et al, (2012), a andlise
transcriptbmica comparativa de Pseudomonas aeruginosa em culturas
planctdnicas e biofilmes estéticos foi avaliada. Os resultados evidenciaram que
uma grande propor¢cdo dos genes foi mutuamente regulada em ambas as
condicdes durante a fase estacionaria em oposicdo a fase exponencial de
crescimento, quando o padrdo de expressao global de genes associados ao
fenotipo biofilme foram claramente distintos. Isto mostra que biofilmes néo séo
células bacterianas aderidas em fase estacionaria. A formagdo do biofilme
exige a expressdo de um padrdo génico caracteristico. Embora trabalhando
com fases de crescimento planctbnico diferentes, tempos e intervalos de
maturagdo de biofilmes distintos, chegamos a resultados similares. Foi
observada maior semelhanca no padrdo de expressdo relacionado a
maturidade do biofilme (BP x BT) e maior diferenca em relacdo a biblioteca
plancténica (PP x BP e PT x BT).

6.2.3. Visdo global da expresséo génica

O numero total de genes reguladosnabiblioteca de comparacdo BP x BT
foi o menor encontrado (189). O maior numero de genes diferencialmente
expressos foi observado na transicdo do fendtipo plancténico para biofilme,
(454) genes regulados na comparacao entre as bibliotecas PT e BT e 329 para
PP e BP (Figura 11). Isto corrobora os dados apresentados pela anélise de
dados pelo método de RPKM. Na figura 11 pode ser notada também a
distribuicdo de genes induzidos e reprimidos, com clara tendéncia a repressao
génica na condicdo de biofilme maduro, como ja tinha sido notado nos dados
apresentados pela tabela 6, refletindo a reducdo do estado metabdlico das

células quando organizadas em biofilme.
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Figura 11. Distribuicdo global de genes diferencialmente expressos. Foram considerados
genes regulados pelo processso de maturacdo do biofilme (bibliotecas de comparacéo: BP x
BT) e pela transi¢éo planctdnico-biofilme 5 h apos o inicio do ensaio (PP x BP) e 16 h apds o

inicio do ensaio (PT x BT).

Na figura 12, observam-se os diagramas de Venn com o numero de
genes regulados caracteristicos das trés condicdes de comparacao (PP x BP,
PT x BT e BP x BT). Nas bibliotecas BT x PT,do total de 454 genes regulados,
318 sao exclusivos para esta comparacao com 91,2% dos genes reprimidos no
biofilme maduro em relacdo as culturas plancténicas na fase logaritmica de
crescimento e com 64% dos genes induzidos. Isto nos permite concluir mais
uma vez, que a organizacdo multicelular orquestrada pelos eventos de
maturacdo do biofilme conduz a uma reducdo na atividade das bactérias. Na
comparacao envolvendo a maturacao do biofilme (BP x BT), foram observados
0s menores numeros de genes diferencialmente expressos (189 genes) com

65% dos genes reprimidos.
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Figura 12. Infografico com os tratamentos utilizados e comparagédo por RNA-seq. A: PP:
Planctonico Precoce 5 h apés a inoculacdo em meio de cultura liquido JNFb (notar poucas
células no campo); PT: Plancténico Tardio 16 h apds a inoculagdo (notar incremento da
populagéo da bactéria); BP: Biofilme Precoce com formagéo de agregados na superficie da |a
de vidro apés 5 h (notar células individuais em processo de adesao ao substrato; BT: Biofilme
Maduro (notar sinal verde fluorescente intenso e a impossibilidade de identificar células
isoladas em funcgédo da presenca da matriz de EPS, foto tirada com 24 h); B, C D: Diagrama de
Venn mostrando os genes exclusivamente expressos em cada tratamento e compartilhados
entre bibliotecas, sendo genes totais diferencialmente expressos em B; genes induzidos em C

e genes reprimidos em D.
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Foi realizada uma distribuicAo dos genes regulados em relacdo a
categoria funcional segundo classificacdo do COG. A figura 13 representa 0s
genes induzidos para as trés comparac¢des conduzidas no presente trabalho.
Tais genes estdo com maior frequéncia envolvidos com Mecanismos de defesa
(V), Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundérios (Q),
Modificacdo pOs-traducional, enovelamento de proteinas, chaperonas (O),
Transporte e metabolismo de lipidios (I), Controle do ciclo celular, divisdo
celular e particdo do cromossomo (D) e Producéo e conversao de energia (C).

Comparagéo das Categorias Funcionais

m [nduzide no Biofime tardio (Biofikme Precoce versus Biofime Tardn)
m Induzido no Biofilme Precoce (Plantdnico Precoce versus Biofilme Precoce)
O Induzido no Biofilme Tardio (Planctdnico Tardm wversus Biofime Tardio)
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N o} P Q R s T u v
Categoria Funcional

Figura 13. Distribuicdo dos genes induzidos segundo a categoria funcional (COG). Os
valores no eixo Y correspondem a porcentagem de genes regulados em cada categoria. C)
Producéo e conversdo de energia; D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e particdo do
cromossomo; E) Transporte e metabolismo de aminoacidos; F) Transporte e metabolismo de
nucleotidios; G) Transporte e metabolismo de carboidratos; H) Transporte e metabolismo de
coenzimas; |) Transporte e metabolismo de lipidios; J) Traducdo, estrutura e biogénese
ribossomal; K) Transcricdo; L) Replicacéo, recombinacgédo e reparo de DNA; M) Parede celular;
N) Motilidade celular; O) Modificagdo pos-traducional, enovelamento de proteinas, chaperonas;
P) Transporte e metabolismo de ions inorganicos; Q) Biossintese, transporte e catabolismo de
metabolitos secundérios; R) Funcdo geral predita apenas; S) Funcdo desconhecida; T)
Mecanismos de transducdo de sinal; U) Trafego intracelular, secrecdo e transporte de

vesiculas e V) Mecanismos de defesa.
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Biofilmes sdo extremamente importantes para a persisténcia e viabilidade de
microrganismos em diversos ambientes (CLONTS, 2008), o que justifica a
ativacao dos mecanismos de defesa neste fenétipo (Figura 13). As células em
biofilmes sdo mais resistentes a diferentes estresses biodticos e abioticos
guando comparadas as células livres (CLONTS, 2008).

Um dos mecanismos que opera na direcdo da resisténcia reside na
formacdo de uma matriz complexa majoritariamente formada por EPS, que
funciona como uma barreira a difusdo a compostos antimicrobianos (CLONTS,
2008). Contudo, as andlises de expressao génica diferencial revelaram que os
genes relacionados a sintese de polissacarideos de superficie foram reprimidos
durante o processo de maturacdo do biofilme. Embora, aparentemente
paradoxal, este resultado pode indicar que outras classes de polissacarideos
sintetizados por proteinas de funcéo hipotéticas presentes no genoma podem
estar envolvidas com a estruturacéo do biofilme de H. seropedicae, diferente da
composicado quimica do EPS amplamente reportada em estudos envolvendo
células plancténicas. Ressalta-se que nos estudos de TADRA-SFEIR (2011), a
mutacdo no gene epsG (relacionado com biossintese de exopolissacarideos)
nao alterou a formacgéo de biofilme.

A categoria funcional que envolve genes de biossintese, transporte e
catabolismo de metabdlitos secundarios s6 foi induzida na comparacao
plancténico precoce X biofilme precoce (Figura 13). Ja no gréafico dos genes
reprimidos (Figura 14), tal categoria encontrou-se reprimida para as trés
comparacdes. Em Staphylococcus aureus, a adeséo € diminuida no periodo de
incubacdo. Acredita-se a producdo de metabdlitos secundarios afete
negativamente a adesdo por um tempo. Alguns estudos mostram que a
producdo e o acumulo de metabdlitos secundarios toxicos podem iniciar o
processo de morte bacteriana e a desintegracdo do biofilme
(VERMELHO,2007; FREITAS et al., 2010).
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Comparagdo das Categorias Funcionais
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Figura 14— Distribuicdo de genes reprimidos segundo a categoria funcional (COG)..Os
valores no eixo Y correspondem a porcentagem de genes regulados em cada categoria. C)
Producédo e conversédo de energia; D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e particdo do
cromossomo; E) Transporte e metabolismo de aminoacidos; F) Transporte e metabolismo de
nucleotidios; G) Transporte e metabolismo de carboidratos; H) Transporte e metabolismo de
coenzimas; |) Transporte e metabolismo de lipidios; J) Traducdo, estrutura e biogénese
ribossomal; K) Transcri¢do; L) Replicacdo, recombinacéo e reparo de DNA; M) Parede celular;
N) Motilidade celular; O) Modificagdo pos-traducional, enovelamento de proteinas, chaperonas;
P) Transporte e metabolismo de ions inorganicos; Q) Biossintese, transporte e catabolismo de
metabolitos secundérios; R) Funcdo geral predita apenas; S) Funcdo desconhecida; T)
Mecanismos de transducdo de sinal; U) Trafego intracelular, secre¢do e transporte de

vesiculas e V) Mecanismos de defesa.

No gréfico da categorizacdo dos genes reprimidos (Figura 14), a categoria de
Controle do ciclo celular, divisdo celular e particdo do cromossomo (D) teve a
maior porcentagem de genes regulados. Isto é corroborado pelas grandes
diferencas no padrdo de expressao génica observada entre as condicdes
planctonica tardia x biofilme tardio, que sugerem que o ciclo de divisao celular
pode ser diminuido com o biofilme maduro.

Os genes regulados nas diferentes condicbes do presente trabalho

também foram agrupados em relagéo ao nivel de expressado. Tal agrupamento
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foi dado de acordo com a similaridade do padrédo de expressao pelo método de
K-means. Deste modo, foram obtidos 10 grupos com diferentes niveis de
expressao génica. No anexo 1, apresentamos a lista de genes diferencialmente
expressas para as trés condicoes.

Passamos agora a apresentar e discutir apenas o0 conjunto de genes
regulados simultaneamente nas trés condicbes de comparagdo. Os outros
genes relevantes para bibliotecas especificas em comparagdes simples ou
duplas seréo alvo de estudos futuros, onde serdo ainda incorporadas analises
de réplicas técnicas (ja realizadas) que apresentaram problemas de
reprodutibilidade, bem como a andlise dos genes envolvidos na cinética

temporal do fenétipo plancténico (comparacéo PP x PT).

6.2.4. Genes diferencialmente expressos envolvidos com quimiotaxia,
flagelo e producéo de EPS

Dos 4.804 genes presentes no genoma de H. seropedicae Smrl,
considerando simultaneamente as trés condicbes de comparacao (BP x BT, PP
x BP e PT x BT), foram encontrados genes diferencialmente expressos que
estdo envolvidos com o fenbmeno de quimiotaxia, montagem do flagelo e
formacédo de EPS (Tabela 7).
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Tabela 7. Genes diferencialmente expressos no transcriptoma para as trés condi¢fes de
comparagao.

Nome do Gene Foldchange PPxBP  Foldchange PTxBT Foldchange BPxBT

tar 2,31 1,01 -2,94
tsr 2,28 1,22 -1,21
chew 1,22 -12,87 -1,09
cheB -5,33 -6,58 2,22
cheyY 16,73 -154,37 -166,00
cheR 8,74 -8,24 -3,47
cheD 4,14 79,19 18,42
cheA -1,60 -6,49 -1,16
fliQ -9,46 -35,45 2,40
flio 4,03 -14,14 -2,97
fliP -1,90 -15,41 -8,93
fliT -4,86 -2,06 2,91
epsB 1,28 7,89 2,09
epsH -2,19 -3,43 -2,00

Fold Change: quantas vezes o gene foi induzido (valores positivos) ou reprimido (valores

negativos) na comparagéo entre as bibliotecas.

Os eventos de quimiotaxia tém inicio com a ligacdo de moléculas a
receptores na membrana plasmatica. Os genes tar e tsr codificam estes
guimiorreceptores. Tais genes sdo conhecidos como codificantes de Methyl-
accepting Chemotaxis Proteins (MCPs), que sdo proteinas reversivelmente
metiladas. As MCPs sdo homodimeros, que atuam como locais do inicio da
transducdo de sinal (FALKE et al, 1997; MOWBAY E SANDGREEN, 1998).
Para tanto, apresentam um dominio citoplasmatico, que € altamente
conservado entre espécies (MORGAN et al., 1993). Esses genes foram
identificados em Escherichia coli, atuando na transducéo sensorial (STEWART
& DAHLQUIST, 1987; HAZELBAUER, 1988). SOARES e colaboradores (2004)
encontraram 41 genes que codificam MCPs, desses 13 sao tsr e 15 tar. A
abundancia de receptores especificos de quimiotaxia varia entre as espécies.
Os genes tsr e tar sdo 0s mais encontrados (HAZELBAUER & HARAYAMA,
1983). Nossos resultados mostram que esses genes foram reprimidos em
biofilme tardio, mostrando que a quimiotaxia € diminuida nesta condi¢ao.

Os genes cheA, cheB, cheD, cheR, cheY e cheW também estdo
envolvidos na via de transducédo de sinais da quimiotaxia. Os receptores MCPs
formam complexos ternarios de sinalizagdo com proteinas citoplasmaticas

como CheA, uma histidina quinase que controla a concentracdo de CheY e
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CheB fosforilada. CheY é uma pequena proteina de dominio Unico, um
regulador de resposta, que apdés fosforilacdo liga-se ao componente de FLiM
do aparato flagelar, induzindo a rotagdo (WELCH et al., 1993). CheB atua em
conjunto com CheR, uma metiltransferase, e ambos estdo envolvidos no
processo de adaptacdo. CheR € uma enzima que transfere os grupos metil a
partir de moléculas de S-adenosilmetionina para residuos de glutamato nos
dominios citoplasmaticos das MCPs, realizando a metilagdo reversivel destas
proteinas, enquanto CheB é responséavel pela desmetilacdo (SPRINGER &
KOSHLAND Jr., 1977; WU et al, 1996). A funcdo de CheW ainda ndo é
totalmente clara. Esta proteina € essencial para a formacdo do complexo
ternario, CheA-CheW-MCP.

Os genes CheB, CheW, CheR foram reprimidos em biofilme tardio
guando comparado ao planctonico tardio. Ja CheD foi fortemente induzido em
biofilmes maduros tanto na comparacdo com planctbnicas quanto biofilmes
precoces, indicando ser relevante no processo de maturacao do biofilme de H.
seropedicae.

Até o trabalho de ORDAL e colaboradores (2002), a funcéo da proteina
CheD ainda néo tinha sido totalmente elucidada. O trabalho feito com Bacillus
subtilis mostra homologos de CheD dessa bactéria encontrados em operons de
guimiotaxia semelhante em um grande numero de bactérias e archaeas
(SOARES et.al., 2004). Isto sugere que CheD desempenha um papel
importante na quimiotaxia e transducdo sensorial para muitos organismos. Os
autores mostraram que CheD catalisa hidrélise da amida de cadeias laterais
especificas de glutaminil do quimioreceptor McpA. Além disso, h& evidéncia de
gue CheD desamina outros quimioreceptores incluindo McpB e McpC, que sao
locais de inicio da transducéo de sinal.

CheY foi reprimido em condi¢cdes de biofilme tardio e expresso em
biofilme precoce na bactéria H. seropedicae. Isso pode ser explicado pelo fato
da proteina CheY apresentar uma afinidade com a proteina FLiM, quando
fosforilada por CheA-P, o que ativa a rotacdo do flagelo. Tal estrutura
responsavel pela motilidade celular é de grande importancia durante a
formacéo do biofilme (FRANCO et al, 2010; BREN & EISENBACH,2000). No
entanto, a medida que o biofilme cresce, a motilidade parece ser perdida ou,

pelo menos, reduzida, provavelmente porque € necessario estabilizar os
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agregados celulares e otimizar o investimento dos recursos (GUTTENPLAN&
KEARNS,2012;ABSALON et al., 2011). Na figura 17 esta representadoaa via
de regulacdo de quimiotaxia em H. seropedicae, utilizando o Kyoto
Encyclopedia of Genes e Genomes (KEGG) (http://www.genome.jp/keqd/).
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Figura 15. Via de quimiotaxia. Os quadrados na cor verde sdo 0s genes presentes em Herbaspirilum seropedicae. No quadro a esquerda, uma

representacdo da via consenso para as bactérias em geral. Do lado direito, estdo os genes presentes em Escherichia coli.
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Os genes diferencialmente expressos encontrados no presente trabalho,
gque sao envolvidos com motilidade foram: fliQ,fliP, fliO e fliT. Esses genes
participam na biossintese e funcionamento da estrutura flagelar (MATSUMURA
et al.,, 1994). O flagelo bacteriano é um das mais notaveis estruturas na
natureza. E sua complexa auto-organizavel, que permite as bactérias se
locomoverem no ambiente. O flagelo é um filamento longo e fino que se projeta
a partir do corpo da célula, estabilizado pelo corpo basal .

Existe uma relacéo entre o flagelo € o T3SS, outra maquinaria complexa
gue permite as bactérias gram-negativas conduzirem proteinas efetoras dentro
de células hospedeiras eucaridticas (GALA'N &COLLMER 1999; CORNELIS &
VAN GIJSEGEM 2000; CORNELIS 2006; GALA'N & WOLF-WATZ, 2006). Os
T3SS sao implantados em dois contextos distintos funcionalmente: na
biossintese do flagelo bacteriano e da seringa molecular, que medeia a
circulacao das proteinas efetoras (MACNAB ,2004; MACNAB ,2003; JOURNET
et al.,2005; MOTA et al., 2005; TOBE, et al.,2006). . Tais proteinas subvertem o
sistema imune do organismo hospedeiro para consolidar a colonizacdo
(PALLEN & GOPHNA,2007). Existe uma grande conservacdo de cerca de 20
proteinas necessarias para formacao flagelar, sendo que cerca de metade séo
claramente conservadas no aparato de injecdo do T3SS (ERHARDT et
al.,2010). Vale lembrar, que no genoma de H. seropedicae SMrl foram
identificados 13 genes codificantes de proteinas hipotéticas, que podem fazer
parte do aparelho ou codificar para efetores (PEDROSA et al. 2011).

O gene fliO foi reprimido em biofilme precoce e tardio nas comparacoes
com a bactéria nas condi¢cbes planctdnicas precoce e tardia, respectivamente.
A proteina FliO ndo apresenta uma distribuicdo frequente em bactérias e sua
funcdo é desconhecida, 0 que sugere que um papel especializado nos
organismos onde estad presente. (BARKER et al.,2010). Alguns trabalhos
relatam que quando esse gene € silenciado, a motilidade da célula é
comprometida. Isto foi mostrado por BARKER e colaboradores (2010), que
realizaram uma analise mutacional de FliO em Salmonella sp. para determinar
se a proteina € ou ndo é essencial para a montagem flagelar. O resultado da
mutacdo foi uma diminuicdo na atividade do flagelo, porém ndo deixava as
células completamente imdveis. Neste ensaio, algumas células recuperaram

sua motilidade com uma mutagcdo em outro gene, fliP. E assim, foi visto, que
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FIliO tem um papel importante na manutengdo da estabilidade da FliP, que é
um membro altamente conservado do aparelho de secregdo. O gene fliP assim
como fliO foi reprimido em biofilme precoce e tardio nas comparagbes com a
bactéria nas condi¢cbes planctdnicas precoce e tardia, respectivamente. Esses
resultados corroboram os resultados anteriores, ja que a motilidade em
biofilmes maduros é diminuida.

O gene fliQ codifica proteinas de membrana que atuam em uma etapa
precoce da biogénese flagelar. FliQ pertence a uma familia de proteinas
envolvidas na exportacdo de fatores de viruléncia em bactérias patogénicas.
Mutacbes neste gene nao impdem defeitos na montagem dos flagelos, e ndo
comprometem o ciclo de divisdo celular (ZHUANG & SHAPIRO, 1995; XU et
al.,1989).

No presente trabalho, fliQ foi reprimido na condi¢do plancténica precoce
guando comparada ao biofilme precoce. Uma explicacdo para isso fica
evidente no trabalho de KLAUSEN e colaboradores (2003). Ao estudarem o
biofiime de Pseudomonas aeruginosa, foi observado que os flagelos ndo séo
essenciais para sua. Quando fliQ foi comparado entre as condi¢des plancténica
tardia em relacdo ao biofilme maduro também foi verficado repressdo, o que
indica que a motilidade parece ser perdida ou, pelo menos, reduzida
(GUTTENPLAN& KEARNS,2012;ABSALON et al., 2011). JA4 na comparacao
biofilme precoce em relacdo ao biofilme tardio o gene foi induzido. Esse evento
pode ser respondido pelo fato de que quando o biofilme alcanca uma
determinada massa critica e 0 seu equilibrio dinamico € adquirido, 0s grupos
mais externos do biofilme comecam a desprender células se dispersando no
meio, agora em estado plancténico, permitindo novos ciclos de colonizacéo e
formando novos biofilmes em diferentes lugares. Ha trés formas de disperséao:
a expansiva, quando parte das células de uma microcoldnia sofre lise e outra
se torna movel, sendo desprendida da estrutura; fragmentacdo, quando
amostras de matriz extracelular agregadas a microrganismos séo liberadas; e
superficial, que ocorre pelo crescimento do proprio biofilme como um todo
(KYAW, 2008). Entédo, havendo crescimento do biofilme, ocorre divisao celular
e as bactérias voltam a ser moéveis, de modo que os flagelos precisam ser
formados novamente, justificando uma regulagdo positiva desse gene em

biofilmes maduros.
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Outro gene diferencialmente expresso encontrado em nosso estudo foi
fliT,que apresentou padrdo de regulacdo similar a fliQ que nas comparacdes
planctonico precoce em relacdo a biofilme precoce e planctdnico tardio em
comparacao com biofilme precoce esse gene foi reprimido. J& na comparacgao
biofilme precoce em relacdo ao tardio foi induzido. Esse gene foi estudado em
Salmonella, sendo encontrada duas fun¢cdes para a proteina FliT: a atuagdo
como um regulador e transportador de chaperonas (FRASER et
al.,1999;KUTSUKAKE et al.,1999; BENNETT et al.,2001). Na sua funcéo de
transportador de chaperonas, FIiT interage diretamente com varias proteinas
flagelares, impedindo a sua pré-maturacdo e a agregacdo no interior do
citoplasma bacteriano, facilitando a montagem flagelar (FRASER et
al.,1999;IMADA et al.,2001). Na figura 18, através do KEGG, podemos analisar
a estrutura flagelar de H.seropedicae.
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Figura 16. Estrutura flagelar de H. seropedicae

Exopolissacarideos (EPS) sdo um dos principais constituintes da matriz
do biofilme (WATNICK & KOLTER, 2000). Alguns genes envolvidos com a
sintese de EPS foram diferencialmente expressos no presente trabalho, entre

eles, epsB e epsH.
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O gene epsB é essencial na sintese de EPS, como mostrado por
GROOT & KLEEREBEZEM (2007). Os autores realizaram andlises do papel da
proteina EpsA na regulagdo da producdo de EPS em Lactococcus lactis. Os
dados apresentados mostram que a biossintese de EPS em L. lactis requer a
expressdo dos genes epsB e epsA. A delecdo dos mesmo levou a uma perda
completa da producéo de EPS, indicando que tais genes sao essenciais para a
biossintese de EPS em L. lactis. No nosso trabalho, epsB foi induzido em todas
as condicdes testadas em H. seropedicae, mostrando que producéo de EPS é
importante na na constituicdo do biofilme. Contudo, o gene epsH foi reprimido
nas mesmas condi¢des. EpsH é uma proteina de membrana putativa com oito
seguimentos transmembranares e é encontrado dentro de uma regido génica
envolvida na biossintese de exopolissacarideos (HAFT et al.,2006). YOSHIDA
e colaboradores (2003) realizaram uma mutacdo em epsH, tendo sua funcéo
interrompida na bactéria Methylobacillus sp. 12S. O trabalho revelou que seua
expressdo nao afeta a producdo de metalonano, um exopolissacarideo cuja
sintese depende entdo dos genes vizinhos. Portanto, talvez o mesmo ocorra
em H. seropedicae, justificando a repressao deste gene em todas as condi¢des
estudadas. Para confirmacdo desta hipotese, sao necessario ensaios

posteriores de caracterizacdo de EPS e silenciamento génico na bactéria.
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7. Conclusodes

Os ensaios de microscopia permitiram verificar que em 24 h H.
seropedicae SmR1 ja se encontra em biofilme e a curva de crescimento
mostrou que ndo ha diferenca no desenvolvimento da bactéria crescida
sem e com |a de vidro. Deste modo, a escolha do modelo para obtencéo

do biofilme foi eficiente;

Através do transcriptoma realizado de H. seropedicae SmR1 em
condicdes de biofilme, foi possivel identificar um padrdo global de

repressdo génico comparado ao modo de vida plancténico;

Foi observado que no desenvolvimento dos biofiilmes os genes
envolvidos na quimiotaxia e montagem flagelar desempenham papel

importante assim como genes envolvidos na via de producéo de EPS;

A elucidacdo do mecanismo de acdo destas proteinas durante o
desenvolvimento do biofilme necessita a realizacdo de mais

experimentos como por exemplo de silenciamento génico.
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Anexos

ANEXO 1.. Genes agrupados quanto a similaridade do padréo de expressao
pelo método de K-means
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Hsaro_0&280
Hsero_0&635
Hsaero_0517
Hsero_1170
Hsaro_1242
Hsero_12336&
Hsero_1391
Hsero_151&
Hsero_1931
Hsero_1972
Hsero_2048
Hsaro_21355
Hsero_2435
Hsero_3012
Hsero_3326
Hsaero_32803
Hsero_0453
Hsero_0514
Hsero_17532
Hsero_2974
Hsero_g0220
Hsero_0386
Hsero_04&65
Hsero_0463
Hsaro_0554
Hsero_g312
Hsaro_2026
Hsero_3303
Hsaro_4085
Hsero_2120
Hsero_4284
Hsero_0&l&
Hsero_0526
Hsero_211%
Hsero_4053
Hsero_4355
Hsero_4673
Hsaro_0528
Hsero_0262
Hsaro_0261
Hsero_0333
Hsaero_0&6&
Hsero 4289
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CP2-Expression values

BP1-Expression values

BPZ-Expression values
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BT1-Expression values

BTZ2-Expression values

CT1-Expression values

L

CT2-Expresssion values
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Hsero_ 0163
Hsero_1258
Hsero_l&24
Hsero_2179
Hsero_3556
Hsero_3&88
Hsero_3520
Hsero_4787
Hsero_BOE7
Hsero_8161
Hsero_B122
Hsero_918%
Hsero_0133
Hsero 9331
Hsero_0358
Hsero_80365
Hsero_0379
Hsero_9385
Hsero_B44%
Hsero_o&42
Hsero_8714
Hsero_09532
Hsero_1033
Hsero_l1224
Hsero_1386
Hsero_l&23
Hsero_ 1627
Hsero_l&58
Hsero_ 1871
Hsero_l888
Hsero_l856
Hsero_2080
Hsero_2180
Hsero_2569
Hsero_2577
Hsero_2618
Hsero_2726&
Hsero_2762
Hsero_25958
Hsero_3101
Hsero_313%
Hsero_3175
Hsero_322&
Hsero_3300
Hsero_331&
Hsero_3345
Hsero_3347
Hsero_3375
Hsero_3432
Hsero_3468
Hsero_3543
Hsero_3562
Hsero_3563
Hsero_3&73
Hsero_ 3687
Hsero_3720
Hsero_3743
Hsero_385&
Hsero_3572
Hsero_4365
Hsero_4734
Hsero_B&96
Hsero_93432
Hsero_ 4871
Hsero_B352
Hsero_ 8743
Hsero_l462
Hsero_2028
Hsero_B0182
Hsero_ 20864
Hsero 4307
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Cluster 6
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CPZ-Expression values

BP1-Expression values

BPZ-Expression values
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BT1-Expression values

BTZ-Expression values

CT1-Expression values

L

CTZ2-Expresssion values

@

Hsero_2217
Hsero_182%
Hsero_1895
Hsero_205%
Hsero_2292
Hsero_2572
Hsero_32390
Hsero_34732
Hsero_3791
Hsero_3844
Hsero_3273
Hsero_4086
Hsero_4037
Hsero_4785
Hsero_0Ll&5
Hsero_9425
Hsero_8515
Hsero_0636
Hsero_0753
Hsero_1180
Hsero_1423
Hsero_leg4
Hsero_l726
Hsero_1742
Hsero_2054
Hsero_4043
Hsero_4184
Hsero_4275
Hsero_4635
Hsero_0474
Hsero_1447
Hsero_2282
Hsero_0338
Hsero_0500
Hsero_4502
Hsero_4084
Hsero_0&9&
Hsero_4170
Hsero_4427
Hsero_0520
Hsero_3847
Hsero_3863
Hsero_3312
Hsero_1172
Hsero_3481
Hsero_1235
Hsero_2284
Hsero_305&
Hsero_0@52
Hsero_0184
Hsero_0626
Hsero_1231
Hsero_l1294
Hsero_l&94
Hsero_2400
Hsero_2488
Hsero_3301
Hsero_0263
Hsero_0434
Hsero_l1281
Hsero_3142
Hsero_4414
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Cluster 7
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CPZ-Expression values

BP1-Expression values

BPZ-Expression values
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BT1l-Expression values

BTZ-Expression values

CT1-Expression values

(¥

CT2-Expresssion values
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Hsero 0126
Hsero 4336
Hsero G110
Hsero G128
Hsero 01320
Hsero G133
Hsero G138
Hsero G&59
Hsero OBSE
Hsero 1183
Hsero 1337
Hsero 1937
Hsero 2943
Hsero 2345
Hsero 3601
Hsero 3603
Hsero 4229
Hsero 4235
Hsero 4205
Hsero G140
Hsero G134
Hsero G137
Hsero G141
Hsero 180&
Hsero 20599
Hsero 2932
Hsero 3568
Hsero 3908
Hsero 6115
Hsero 0129
Hsero G366
Hsero 1754
Hsero 2100
Hsero 0039
Hsero @364
Hsero 1776
Hsero 2076
Hsero 0124
Hsaro @125
Hsero G985
Hsero 1509
Hsero 2074
Hsaro 3850
Hsero 4072
Hsero 4539
Hsero 4766
Hsaro 1980
Hsero 2776
Hsero 6131
Hsero 1%20
Hsaro 1979
Hsero 212%
Hsero 4731
Hsero 0103
Hsaro G129
Hsero 3093
Hsero G11&
Hsero 1378
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Cluster 8

(P1-Expression values

(P2-Expression values

BP1-Expression values

BP2-Expression values

BT1-Expression values

BT2-Expression values

CT1-Expression values

W
o]

CT2-Expresssion values

Hsaro_O7SE
Hs=ro_1S03%
Hs=ro_2118
Hs=ro_3858
Hsere_ 4348
Hs=ro_ 0265
Hsero_0615
Hs=ro_ 0615
Hsere_ 0625
Hsere 0582
Hs=ro_0735
Hsero_ 0872
Hs=ro_0S21
Hsere_ 1104
Hsare_ 1222
Hs=ro_1545
Hs=ro_1554
Hsero_1729
Hsere_ 1744
Hs=ro_ 2036
Hs=ro_2841
Hs=ro_2381
Hsere_2395
Hsere_2402
Hs=ro_2407
Hsero_ 2588
Hs=ro_2909
Hsere_ 2915
Hsaro 2928
Hsero_2976
Hs=ro_2986
Hs=ro_2998
Hsere_ 3025
Hsaro_3057
Hsero_3168
Hs=ro_3383
Hsere_ 3465
Hsere_3472
Hs=ro_3477
Hsero_ 3488
Hs=ro_3492
Hsero_ 2246
Hs=ro 3887
Hse=ro_3574
Hs=ro_4042
Hs=ro_4161
Hsere 4278
Hs=ro_4282
Hsero_4342
Hs=ro_4425
Hsere_4438
Hs=ro_ 4615
Hs=ro_ 4538
Hsero_ 0163
Hs=ro_0l83
Hsere_ 0225
Hsaro_0255
Hsero_0264
Hs=ro_ 0561
Hsere_ 0627
Hsere 0635
Hsaro_ 0736
Hse=ro_0748
Hs=ro_0741
Hsere_0742
Hsare_ 0755
Hs=ro_1008
Hsero_1335
Hs=ro_1453
Hsere_ 1455
Hs=ro_ 1464
Hse=ro_l465
Hs=ro_ 1548
Hsere_ 1676
Hsere_ 1831
Hs=ro_2262
Hsero_ 2233
Hs=ro_2957
Hsere_2981
Hsaro_ 2995
Hs=ro_3023
Hs=ro_3288
Hs=ro_3378
Hsere_3421
Hs=ro_464E
Hsero_0257
Hs=ro_ 03653
Hsere_ 0763
Hsere_ 1028
Hs=ro_l264
Hsero_ 2038
Hs=ro_3471
Hsere_3852
Hs=ro_ 4637
Hs=ro_4734
Hs=ro_0807
Hs=ro_oS14
Hsere_ 0525
Hsaro 1366
Hsero_Z2082
Hs=ro_2405
Hsero_ 2683
Hsero 2686
Hs=ro_4154
Hse=ro_0154
Hs=ro_0256
Hsere_1458
Hs=ro_0254
Hs=ro_07&L1
Hs=ro_2967
Hs=ro_2965
Hsere_ 3234
Hs=ro_ 4428
Hsero_0382
Hs=ro_0394
Hsere_gs24
Hsere_ 2027
Hs=ro_008E
Hsero_1601
Hs=ro_2404%
Hsere_Z223
Hsaro 3478
Hs=ro_2684
Hs=ro_0946
Hs=ro_180L1
Hsere_2022
Hs=ro 3286
Hs=ro_4157
Hs=ro_0935
Hsere_ 1382
Hsere 0O0&
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CPZ-Expression values

BP1-Expression values

BPZ-Expression values

BT1-Expression values

BTZ-Expression values

CT1-Expression values

w

CTZ2-Expresssion values

Hssro_0083
Hssro 2121
Hssro_ 2200
Hssro 2712
Hsero_3805
Hszro_ 2500
Hsero_321&
Hszro 2217
Hsero_0330
Hs=ro 1256
Hs=ro_l1280
Hszro 2514
Hsaro_Z2547
Hszro_ 2270
Hssro_3413
Hszro_ 2607
Hssro_3568
Hszro_4142
Hs=ro_4151
Hszro_ 0004
Hsero_a717
Hszro_2122
Hsero_Z2174
Hszro_ 2452
Hsero_l86&
Hszro 2562
Hsaro_3571
Hszro_ 40732
Hssro_4174
Hszro_ 0455
Hsero_314&
Hszro_ 2252
Hsaro_4102
Hszro 0675
Hsaro_ 1766
Hszro 2081
Hsero_ 1870
Hs=zro_ 1294
Hsaro_ 2503
Hszro_ 4237
Hsero_l1085
Hszro 1212
Hsero_171&
Hs=ro 2876
Hsero_321&
Hszro_ 4782
Hssro_o713
Hszro 1623
Hssro_Z2153
Hszro 2207
Hs=ero_ 2333
Hsero_2&647
Hsaro_32455
Hsero_3463
Hsaro_32561
Hsero_4201
Hsaro_420%
Hsero_4242
Hsaro_4332
Hsero_03&62
Hsaro_ 0402
Hsero_25605%
Hsaro_0&87
Hsero_0832
Hsaro_0837
Hsero_087&
Hsaro_1238
Hsero_1713
Hsero_1715
Hsero_171%
Hsaero_1720
Hsero_2158
Hsaro_2201
Hsero_2938
Hsaro_29292
Hsero_3911
Hsaro_3270
Hsero_4207
Hsaro_4538
Hsero_0363
Hsaero_1714
Hsero_3425
Hsaro_342&
Hsero_0127
Hsaro_Q0853
Hsero_1938
Hsaro_2204
Hsero_221%
Hsaro_4333
Hsero_47&68
Hsaro_4231
Hsero_03&7
Hsaero_1182
Hsero 2452
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Cluster 10
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CPZ-Expression values

BP1-Expression values

BPZ-Expression values
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BT1-Expression values

BTZ-Expression values

CT1-Expression values

(FY

CTZ2-Expresssion values

.0

Hsero 0583
Hsero 26753
Hsero_3284
Hsero_@253
Hsero_831%
Hsero_B344
Hsero_ B398
Hsero_ 0431
Hsero_ 0501
Hsero 0577
Hsero_0&32
Hsero_0374
Hsero_l1o54
Hsero_122%
Hsero_l466&
Hsero 1782
Hsero 1928
Hsero 2177
Hsero_ 2184
Hsero_2206
Hsero_2233
Hsero_2552
Hsero_ 2875
Hsero_3511
Hsero_ 3588
Hsero_3684
Hsero_ 3760
Hsero_ 3829
Hsero_4&78
Hsero_o407
Hsero_11&8
Hsero_ 1725
Hsero_ 4881
Hsero 1853
Hsero_ 1434
Hsero_1&45
Hsero_ 2510
Hsero_329%3
Hsero_3&54
Hsero_1733
Hsero_2154
Hsero_ 1855
Hsero_ 4316
Hsero_ 9341
Hsero 1710
Hsero_ 2511
Hsero_0&07
Hsero_121&
Hsero_ 2702
Hsero_3855
Hsero_3274
Hsero_ B339
Hsero 1285
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