Tese de Doutorado

Luc Felicianus Marie Rouws

MUTAGENESE DE TRANSPOSON
COMO FERRAMENTA EM ESTUDOS
FISIOLOGICOS E ECOLOGICOS
DA BACTERIA
GLUCONACETOBACTER
DIAZOTROPHICUS

Instituto de Bioquimica Médica
Universidade Federal do Rio de Janeiro
2008

UFRJ



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Luc Felicianus Marie Rouws

MUTAGENESE DE TRANSPOSON
COMO FERRAMENTA EM ESTUDOS
FISIOLOGICOS E ECOLOGICOS
DA BACTERIA
GLUCONACETOBACTER
DIAZOTROPHICUS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Quimica Biologica, do Instituto de Bioquimica
Médica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte
dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Doutor em
Quimica Bioldgica.

Orientadora: Adriana Silva Hemerly

Co-orientador: José Ivo Baldani

Rio de Janeiro
marcgo/2008



FICHA BIBLIOGRAFICA

Rouws, Luc Felicianus Marie
Mutagénese de transposon como ferramenta em estudos
fisiologicos e ecologicos da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus /

Luc Felicianus Marie Rouws. Rio de Janeiro, 2008.
xx, 158 f.: il.; 31 cm.

Tese (doutorado) — UFRJ / Instituto de Bioquimica Médica
/Programa de Pos-graduacdo em Quimica Bioldgica, 2008.

Orientadora: Adriana Silva Hemerly.

Referéncias Bibliogréficas: f. 102-113.

1. transposome. 2. cana-de-agucar. 3. quorum sensing. 4. motilidade.
5. biofilme. 6. reparo de DNA. 7. genoma funcional.
I. Hemerly, Adriana Silva. Il.Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Instituto de Bioquimica Médica, Programa de Pés-graduacdo em
Quimica Biolégica. Ill. Titulo.




Luc Felicianus Marie Rouws

Mutagénese de transposon como ferramenta em edisidtizgicos e ecoldgicos da bactéria
Gluconacetobacter diazotrophicus.

Orientadora: Adriana Silva Hemerly

Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pdsagi@alem Quimica Bioldgica,
Departamento de Bioquimica Médica, Instituto den€ids Biomédicas, Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), cpante dos requisitos necessarios a obtencao do

titulo de Doutor em Quimica Bioldgica.

Aprovada por:

Prof. Dr. Fabio Lopes Olivares,
Centro de Biociéncias e Biotecnologia, 1B, UENF

Prof. Dr. Emanuel Maltempi de Souza
Depto. de Bioquimica, UFPR

Prof. Dr. Paulo Cavalcanti Gomes Ferreira
Inst. Bioquimica Médica CCS- UFRJ

Rio de Janeiro
Marco/ 2008



Dedico esta tese a minha esposa Janaina aosfilteassMaarten e Lara,
aos meus pais e irmd, Rob, Anne e Saartje,
e aos meus familiares e amigos.

Dit proefschrift draag ik op aan Janaina, Maartem leara,

aan mijn ouders en zus, Rob, Anne en Saatrtje,
en aan mijn familie en vrienden.

\Y



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer aos meus aaes Adriana Hemerly e Ivo
Baldani pela orientacdo e pelas valiosas discusdoetsabalho. Agradeco ao meu revisor
Orlando Martins pelas criticas construtivas e &Z&rsecretaria da pés-graduacao, pela ajuda
nas questdes burocraticas. Também queria agradetios os colegas do laboratério de
Genética e Bioquimica da Embrapa Agrobiologia mglada e pelo clima agradavel de
trabalho. Em especial agrade¢o aos pesquisadottes, Kaan, Marcia, Stefan, Verodnica e
Janaina pela ajuda e pelas discussdes interessaostaria de agradecer ao professor Alvaro
Leitdo pela ajuda com as medicdes de luz UV-C. degga a Patricia Gitahy que sempre foi
uma pessoa que resolvia muitas questdes logisticalmboratorio, ao colega André de
Oliveira pela ajuda nos experimentos de PCR desdrago reversa, e aos colegas na
pesquisa sobre @. diazotrophicusa Helma e a Elisete, pelas discussdes interessargela
cooperacao. Obrigado também ao Paulo Boa Sortempajudar no experimento na casa de
vegetacdo na fase final da minha tese. Estou gmtBeraldo pela ajuda com a microscopia
eletrdnica, a Liamara pela ajuda com os testesatidiadade em tubos de vidro e a Aline pela
ajuda no laboratério de sequenciamento. Tambémdegpaao Claudio, pela ajuda na
preparacao de experimentos de casa de vegetagddazaho, Marildo, Jorge, Luiz Carlos e
Lucio pela autoclavagem e demais ajuda técnicaadego aos colegas do Jardim Botanico,
Janaina Cavalcante e ao Eduardo por ter forneasdalantas micropropagadas de cana-de-

acucar.

Vi



RESUMO

MUTAGENESE DE TRANSPOSON COMO FERRAMENTA EM ESTUDJSSIOLOGICOS E
ECOLOGICOS DA BACTERIAGLUCONACETOBACTER DIAZOTROPHICUS

Luc Felicianus Marie Rouws

Orientadora: Adriana Silva Hemerly

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Prograni®sigraduacdo em Quimica Bioldgica,
Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade ératido Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao do titulo deddemt Quimica Bioldgica

O presente trabalho estabelece metodologias paensformacdo genética e a mutagénese
aleatdria e sitio-dirigida da estirpe PALS5 @&iconacetobacter diazotrophicugue é uma bactéria
promotora de crescimento vegetal, isolada do brttefa cana-de-aglcar. A sequéncia completa do
genoma deG. diazotrophicusfoi determinada e, para estudos de genoma furcifer@amentas
moleculares sdo imprescindiveis. Com o intuito dgalg mutantes insercionais aleatorid@s,
diazotrophicugoi transformada com o transposon comerEai: Tn5™ <kan-2>Tnp Transposome
usando a técnica de eletroporacdo. A metodolodieadp se mostrou altamente eficiente e estudos
moleculares demonstraram que as mutac¢des foranmigg@nente estaveim vitro e ocorreram de
forma aleatdria. Uma metodologia de PCR inversaiisegde sequenciamento foi desenvolvida,
possibilitando a determinacdo de sitios de insem@o31 mutantes aleatérios. Dois mutantes
designados B12 e C12, com insercBes em genes amravet funcdo conhecida, foram usados em
experimentos para validar a confiabilidade da nwtmia de PCRI. O mutante B12 com a insercdo
em um gene homologo derC, que tem uma funcdo em reparo de DNA, apresentofendtipo de
hipersensibilidade a irradiagcdo mutagénica comJuzC. J4 o mutante C12, com a insercdo em um
homélogo do gene flageldlgA, perdeu a motilidade dependente de flagelos edéficiente na
formacao de biofilmes em |& de vidro. Experimerttesnoculagéo de plantas de cana-de-acucar com
o mutante flagelar C12 mostraram a estabilidadeétgen apds seis semanas dentro da planta em
condicBes de casa de vegetacao, sugerindo qusessdas do transposon foram estaveis tantdro
gquantoin planta possibilitando o uso destes mutantes em expetimezcologicos e de interacao
entre a planta e a bactéria.

Andlises de bioinformatica possibilitaram a iifesacdo de um possivel sistema de
monitoramento populacional, oguorum sensing(QS), no genoma da estirpe PAL5 d&
diazotrophicus A producdo de moléculas autoindutoras ndo foeagla, mas experimentos de PCR
de transcricao reversa mostraram a expressdo des de QS, Gdxl, GduxR1le GduxR2durante o
crescimento dé&. diazotrophicusUsando cEZ::Tn5™ <kan-2> transposon insertion kifoi possivel
gerar mutantes sitio-dirigidos no genel@d que codifica uma proteina de sintese de autandut
Embora testes preliminares ndo revelaram fenofpos estes mutantes, os dados apresentados nesta
tese mostram a utilidade das ferramentas de traospBZ::Tn3" para os estudos fisiolégicos e
ecoldgicos dé&. diazotrophicus

Palavras chavetransposome, cana-de-acuguorum sensingmotilidade, biofilme, reparo de DNA,
genoma funcional.

Rio de Janeiro
Marco de 2008
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ABSTRACT

TRANSPOSON MUTAGENESIS AS A TOOL FOR PHYSIOLOGICAAND ECOLOGICAL
STUDIES OFGLUCONACETOBACTER DIAZOTROPHICUS

Luc Felicianus Marie Rouws

Orientadora: Adriana Silva Hemerly

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao ProgoEmBds-graduacdo em Quimica Biologica,
Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade ératido Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao do titulo deddemt Quimica Bioldgica

This thesis presents the establishment of metfmdthe genetic transformation and for the
generation of random and site-directed mutant§ ofdiazotrophicusstrain PAL5, a plant growth
promoting bacterium found inside sugarcane plafiise complete genome sequence Gf
diazotrophicushas been determined, and for functional genonticdiess, molecular biology tools are
necessary. Aiming to generate random insertionaants,G. diazotrophicusells were transformed
by electroporation with the commercial transposdfi: En5™ <kan-2>Tnp Transposorié The
applied methodology showed highly efficient and ecolar analyses demonstrated that mutants were
genetically stablén vitro and that insertions occurred in a random fashfominverse PCR method
(IPCR) followed by sequencing was established, lamabhe determination of the insertion sites for
31 random mutants. Two mutants, designated B12Ci#l with insertions in genes with a known
probable function, were used for a phenotypicaidation of this methodology of insertion site
determination. Mutant B12, with the insertion imaC-like gene, which was predicted to act in DNA
repair, showed a hypersensitive phenotype to mateddV-C irradiation The mutant C12, with an
insertion in a homolog of the flagellar gefigA, lost motility, lacked flagella and was deficiant
biofilm formation on glasswool. Therefore, the atveel phenotypes were compatible with the
determined insertion sites, confirming the religpibf the methodology. Inoculation experiments of
sugarcane plants with the flagellar mutant C12 dtbgenetic stability after six weeks growth in
greenhouse conditions, suggesting that transpas®ertions were genetically stable vitro andin
planta allowing the use of these mutants in studieslantgacteria interactions and on the ecology
of G. diazotrophicus

Bioinformatics analyses allowed the identificatiiha possibleguorum sensingQS) system
in the genome of5. diazotrophicusstrain PAL5. The production of auto-inducer molesuby G.
diazotrophicuscould not be demonstrated but reverse transcnpfl@€R experiments showed the
expression of the putative quorum sensing genetuxGdGduxR1 and GduxR2 during G.
diazotrophicus growth. Using the EZ::Tr% <kan-2> transposon insertion Rt site-directed
insertional mutants in the putative autoinducertisgsis protein gene Gl could be generated and
partially characterized. Although preliminary expeents didn’t reveal phenotypes for these mutants,
the data presented in this thesis show the usefslreé the EZ:TnB" transposon tools for
physiological and ecological studies®f diazotrophicus

Key words: transposome, sugarcanglorum sensingmotility, biofilm, DNA repair, functional
genomics.

Rio de Janeiro
Marco de 2008
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1. INTRODUCAO

1.1. Gluconacetobacter diazotrophicus, uma bactéria promotora de crescimento da

cana-de-acucar

Hoje, o reconhecimento geral do aquecimento gjgivalvocado provavelmente pela
gueima de combustiveis fosseis, colocou o etaradileiro no foco da atencéo internacional
(MARRIS, 2006). Um dos fatores que contribuem parbalanca energética favoravel da
producdo de etanol a partir de cana-de-acgUcarldirasé o envolvimento de bactérias
promotoras de crescimento associadas com a planta.

Tradicionalmente, a cana-de-acucar brasileirasi€lm cultivada com baixos niveis de
adubac&o nitrogenada. Em média 60 k§.a N é adicionado como fertilizante, enquanto
que entre 80 e 100 kg:hale N é retirado no processo de colheita (BODRE L, 2003).
Portanto, deveria ocorrer uma diminuicdo de N rlo.<0 fato desta diminuicdo ndo ocorrer
levou alguns cientistas brasileiros a propor o Bmwvento de bactérias fixadoras de
nitrogénio. Estudos de balancos de N, usando oofs6t®N como um marcador,
demonstraram claramente a ocorréncia da incorpordedN atmosférico na biomassa e
algumas variedades de cana-de-acUcar obtivera0#iélo N por meio da fixacdo biologica
de nitrogénio (FBN) (LIMAet al, 1987; URQUIAGAEet al, 1992). Estudos para avaliar o
efeito da inoculacdo com a bactéria de rizosfaraspirillum sppem cereais, indicaram que
provavelmente as bactérias capazes de estimulasoimento vegetal eram aquelas capazes
de colonizar o interior das plantas (BALDAMNLt al, 1986). Tentativas de isolar bactérias
fixadoras de B a partir de suco de cana levaram a identificac@&oAdetobacter
diazotrophicusuma bactéria Gram-negativa, que foi encontradiateoor de colmos, folhas
e raizes de cana-de-aglcar (CAVALCANTE & DOBEREINHERSS; GILLISet al, 1989).
Posteriormente, esta bactéria foi renomeada cdahaconacetobacter diazotrophicus
(YAMADA et al, 1997 & 1998).

A G. diazotrophicugparece ser bem adaptada a vida dentro da cangidarauma
vez que o seu melhor crescimento ocorre em pH $a presenca de 10% de sacarose,
condigdes estas encontradas dentro desta plantd ACRANTE & DOBEREINER, 1988;
GILLIS et al, 1989). Em meios de cultura ricos em sacarose lesttéria produz acido
gluconico que faz com que o pH caia abaixo de &apdisso a FBN continua (STEPHAN
al., 1991). AG. diazotrophicusapresenta resisténcia ao estresse osmatico, umgueeseu

1



crescimento ocorre na presenca de até 30% de sac&&BN ocorre, nesta bactéria, mesmo
na presenca de 10 mM de BQb que tem sido atribuido a auséncia de atividbdaitrato
redutase (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988; GILLI8t al, 1989). Além disso, a
presenca de NA nio inibe completamente a atividade da nitrogenesgecialmente na
presenca de altas concentracdes de aclcar (REISBEREINER, 1998).

Até hoje, além da cana-de-agucaf.adiazotrophicudoi encontrada no interior dos
tecidos de algumas outras plantas como batata(tjmmaoea batatgs(PAULA et al, 1989),
capim colonido Rennisetum purpurednfDOBEREINER, 1988), abacaxAfanas comosiis
(TAPIA-HERNANDEZ et al, 2000) e caféQoffea arabici (JIMENEZ-SALGADO et al,
1997).

Vérios trabalhos foram realizados para estudasl@nizacdo da cana-de-acucar pela
G. diazotrophicuse o papel da bactéria na promocao do crescimenfdamta. Para isto, foi
necessario o desenvolvimento de uma metodologiapgtmitia 0 uso de plantas livres de
microrganismos. REISt al. (1999) desenvolveram uma técnica para inoculantggade
cana-de-acucar micropropagadasitro. Esta metodologia tem, desde entdo, sido usada par
estudar o efeito isolado da inoculacéo de plantas &@G. diazotrophicusFoi demonstrado
que aG. diazotrophicugem a capacidade de colonizar a cana-de-acUeeatde aberturas
formadas durante a emergéncia de raizes laterpsaeponta da raiz e que ocorre uma
colonizagdo intensa da base do colmo como tambépada aérea da planta via o xilema
(JAMESet al, 1994 & 2001).

A primeira comprovacdo de que @. diazotrophicuspode contribuir para o
crescimento da cana-de-agucar via 0 processo deféB&presentada por SEVILLAt al.
(2001). Estes autores inocularam plantas microgages com a estirpe PALS dé.
diazotrophicuse com um mutante néo fixador de nitrogénio (muagéd genenifD). Na
auséncia de N mineral, a inoculacdo da cana-deaacdm PALS5 estimulou o crescimento da
cana-de-agUcar em um experimento em casa de vaget&gperimentos com gas, N
enriquecido ent®N mostrou também que as plantas inoculadas cortirpeeBAL5 selvagem
incorporavam mais N obtido pela FBN do que as pami&o inoculadas ou que as plantas
inoculadas com o mutant&fD. A inoculacdo com o mutantéfD provocou um menor nivel
de promocgao de crescimento da planta que a edepagem PAL5. Mesmo assim, em
condicbes de suficiéncia de N, tanto o mutani® quanto a PAL5 melhoraram o
crescimento das plantas de cana-de-acucar quamdpacado com plantas ndo inoculadas.
Estes dados indicam que h&a dois mecanismos prodocaefeito benéfico da bactéria sobre

a planta: a FBN, e outro(s) fator(es) que estimuwarescimento.



A producédo de giberilinas (GA& GAgs) e de auxina (acido indol-acético, ou AlA) tem
sido demonstradan vitro (FUENTES-RAMIREZet al, 1993; BASTIANet al, 1998). A
producao destas substancias moduladoras de crescipmderiam explicar porque mutantes
incapazes de fixar nitrogénio estimulam o crescimetia planta. LEEet al. (2004)
identificaram um mutante d8. diazotrophicugjue produziu apenas 6% de AIA em relagéo a
bactéria selvagem. Complementacédo deste mutantaicw@rbiblioteca de cosmidios indicou
gue a mutacdo ocorreu em um gene de citocromo € éiial, 2004). Nao se sabe, porém,

qual seria a funcao do citocromo C na sinteses) ne(s) de sintese do AlA.

1.2. Alguns aspectos genéticos da FBN e do metabolismae darbono de G.

diazotrophicus

A enzima chave da FBN é a nitrogenase que é cadzem uma ampla variedade de
organismos procariéticos (DEAN & JACOBSEN, 1992% witrogenases sdo compostas por
2 componentes: a proteina Fe-Mo, ou dinitrogenasdificada pelos genasfD e nifK e a
proteina Fe, ou dinitrogenase reductase, codifipattageneaifH.

Em G. diazotrophicusum cluster de 30,5 kilobases (Kb) contendo osegaei,
necessarios para o funcionamento do complexo dmeitase, foi identificado e parcialmente
analisado (LEEet al, 2000). Este cluster contém, entre outros, os gjeifelDK que
codificam as proteinas estruturais da nitrogerasegene que codifica o regulador “mestre”
dos genesif, a proteina NifA. A regulagdo da expressdo do gédeem G. diazotrophicus
em relagdo a concentracdo do nitrogénio na céulagulada em resposta a concentracao de
N como em outras bactérias (DIXON & KAHN, 2004), snde forma independente do
regulador NtrC (TEIXEIRAet al., 1999).

A expressdo do geneifA ndo é regulada por Omas a proteina NifA dé&.
diazotrophicus percebe o estado de oxigénio por meio de um mo@ys-X;-Cys.
Provavelmente, este motivo funciona como sitio idacho para um cofator metalico
(TEIXEIRA et al, 1999; DIXON & KAHN, 2004).

EmG. diazotrophicus proteinas do tipo PII foram identificadas, eiglesdas
GInB, GInK1 e GInK2 (PERLOVAet al, 2003). Experimentos com um mutante triggnB
gInK1 gInK2) mostraram que nenhuma destas homologas é neagsaea a expressado dos

genesnif. A proteina GInK2 age, mesmo em condi¢des de biixoomo um inibidor da



expressdo dos gened, enquanto as homélogas GInB e GInK1 parecem ¢tapacidade de
aliviar a repressao exercida por GInK2 (PERLO®&tAal, 2003).

Acredita-se qués. diazotrophicumdo possui um sistema de transporte de sacarose
(ALVAREZ & MARTINEZ-DRETZ, 1995) e, por isso, depde da secrecao da levansucrase
LsdA para utilizar esta fonte de carbono (HERNANDEt al, 1995 & 2000). Esta
levansucrase, designada de LsdA, é transportaalaéatda membrana exterior por meio de
um sistema de transporte do tipo I, e mutagcbegenss codificando este sistema aboliram a
capacidade d&. diazotrophicugle utilizar a sacarose como fonte de nitrogénieRAETA
et al, 2004). Portanto, a glicose liberada pela acadstbA sobre a sacarose pode ser a
principal fonte de carbono e de energia dentroatia-cle-agucar, que € rica em sacarose.

Embora o complexo da nitrogenase seja sensivelsatidecdo por © livre, foi
observado que ambos o0 crescimento e a atividadmtdifica da estirpe PALS d6&.
diazotrophicusséo influenciados de forma positiva com maior eotr@cdo de ©em
culturas com alta concentragcdo de sacarose (FLARNESARNACION et al, 1999).
Provavelmente, &. diazotrophicusonsiga manter a atividade da nitrogenase por oh&io
aumento da taxa de respiracédo, desta forma aundentarronsumo de LOe protegendo o
complexo nitrogenase (FLORES-ENCARNACI@Nal, 1999; GONZALEZet al,, 2006).

1.3. Resposta molecular da cana-de-acUcar a presencalsctérias diazotroficas

endofiticas

Diferentes gendtipos de cana-de-aclUcar apresentéenerdes taxas de FBN,
indicando que fatores genéticos da planta podec@mtrolar a eficiéncia da interacao planta-
bactéria (URQUIAGAet al, 1992). NOGUEIRAet al (2005) demonstraram que varios
genes codificando glutamina sintetases, enzimageshao metabolismo de nitrogénio em
plantas, sdo diferencialmente expressas em gesoOtlpocana-de-acicar com alta (SP70-
1143) e com baixa (chunee) taxa de FBN, fornecamtda possivel explicacdo para as
diferencas observadas para a eficiéncia da FBN iéenedtes variedades e espécies de
plantas.

Nos ultimos anos, varios trabalhos também tém mdstrque a cana-de-acglcar
responde, a nivel molecular, a inoculacdo de hastéiazotréficas. VINAGREt al (2006)
descreveram um novo membro da classe de quinasgtoes da cana-de-acgucar, SHR5, que

pode estar envolvido na sinalizacdo entre a caragdear e bactérias endofiticas
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diazotroficas. Experimentos de PCR de transcrigdeersa (RT-PCR) mostraram que
estresses abioticos e a presenca de auxinas ectdeidm fitopatogénicas ndo tiveram efeito
sobre os niveis de mRNA deste receptor. Em copirgeando as plantas foram cultivadas na
presenca de bactérias promotoras de crescimento Gomiazotrophicusfoi observado uma
repressao dos niveis de mMRNA de SHR5, sugerindesfeaeceptor possa estar envolvido na
associacdo de bactérias promotoras de crescimeso & planta de cana-de-acucar.
(VINAGRE et al, 2006).

Embora o horménio vegetal etileno seja principal@eonhecido pelo seu papel em
processos de desenvolvimento vegetal, este hormé@mbém esta envolvido na sinalizacao
entre plantas e bactérias, como por exemplo na agim do ndédulo na interacao
rizébio/leguminosa (PENMETSA & COOK, 1997). Em ustuglo com cana-de-acucar foram
selecionados membros da via de sinalizacdo den@tilem putativo receptor de etileno, e
putativos fatores de transcricdo da familia ERFe gatavam presentes nos conjuntos de
dados de ESTs (Etiquetas de Sequéncias Expregdasgncialmente expressos durante a
associacado com bactérias promotoras de crescirfleAMALCANTE et al, 2007).

Em experimentos de RT-PCR a expressao do §€teR]1 um putativo receptor de
etileno, foi fortemente induzida a partir de 24 &®0s a inoculacdo com as bactérias
promotoras de crescimen@. diazotrophicuse Herbaspirillum seropedicaeEm contraste, a
inoculacdo com bactérias e virus fitopatogénicosgou uma repressao forte dos niveis de
MRNA deste gene (CAVALCANTEt al, 2007).

A expressao do gerffCERF2 codificando um putativo fator de transcricao, lhém
foi induzido 7 dias ap0s a inoculacdo c@ndiazotrophicuse H. seropedicaeenquanto os
niveis de mMRNA do gen8CERF2que codifica um outro putativo fator de transaigi via
de sinalizacdo de etileno, diminuiram ligeramerésaa inoculacdo. Juntos, os dados de
expressdo dos gen&CRE] SCERFle SCERF2sugerem que estes genes ndo somente
respondem a presenca de bactérias promotoras stEnoeeto, mas possivelmente possam
também discriminar entre agentes patogénicos @fmxtoenéficas (CAVALCANTEL al,
2007).

Tem sido sugerido que, durante a fase inicial daato entre a planta e a bactéria
benéfica, a Ultima é percebida como um possivelgeaid, e que respostas de defesa séo
ativadas. Uma vez que a interacdo benéfica esttgdedecida, estes mecanismos estariam
supressos (SIKORSHKdt al, 1999).

Deste ponto de vista € interessante mencionar iexgaios realizados por ROCHt

al. (2007). Neste estudo, micro-arranjos contendo A®Nepresentando 1545 genes,
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principalmente envolvidos na transducgao de sirfarsm hibridizados com cDNA marcado
proveniente de plantas ndo inoculadas ou inoculad@®s bactérias promotoras de
crescimento (ROCHAet al, 2007). Foram encontrados varios genes com esgwes
diferencial na presenca de bactérias promotorasedeimento. Interessante foi a observacao
de que alguns genes envolvidos com mecanismosfdsade patégenos foram induzidos. A
expressdo de dois genes de resisténcia de plgetass(R) aumentou na presenca tantG.de
diazotrophicuscomo deH. seropedicae Adicionalmente, a inoculacdo da planta c@n
diazotrophicusinduziu a expressdo de um gene de biossintesecide &alicilico, uma
substancia produzida por plantas como respostdagoieade patdgenos. Outros genes com
expressdo modulada na presenca de bactérias prasoe crescimento codificavam
fosfatases e fatores de transcricdo dozipo-finger(ROCHA et al, 2007).

1.4. Exemplos de mecanismos de interacdo planta-bactérique poderiam ter um

papel na interacdo entre &. diazotrophicus e a cana-de-agucar

O sistema de bactérias fixadoras de nitrogéniociédas as plantas mais estudado é o
da simbiose entre plantas leguminosas e rizobia$e as bactérias vivem e fixam nitrogénio
em nodulos formados pela planta. Neste sistembaet&rias fornecem nitrogénio fixado a
planta, que fornece em troca fontes de carbonotdala familia das gramineas (atualmente
Poaceae), como a cana-de-acucar, ndao formam eatrutacilmente observaveis como
ndédulos, o que dificulta o estudo deste tipo deragao.

Como visto anteriormente, ha varios exemplos deostas da planta a presenca3e
diazotrophicusque podem ser importante na interacdo benéfica.cémrario, fatores
genéticos daG. diazotrophicusimportantes para uma interagcdo benéfica com a glant
hospedeira até hoje sdo desconhecidos. Durantdeegéo de bactérias patogénicas e
simbidticas com os organismos hospedeiros, a sag@o quimica, sistemas de transposrte e
as estruturas presentes na superficie das bactgratnente tém um papel importante.

Alguns aspectos serédo descritos em mais detalhe.

1.4.1. Comunicagédo por pequenas moléculas

Os rizobios Rhizobium Bradyrhizobium Mesorhizobium Sinorhizobium entre

outros) que vivem em simbiose com plantas leguramosdo o0 grupo de bactérias
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diazotréficas endofiticas mais bem estudados. Ebtadérias, diferentemente d8.
diazotrophicus sdo endosimbiontes, ou seja, durante a simbiesenvdentro de células dos
nodulos da planta hospedeira. A formacdo do nédubte uma interacdo benéfica é um
processo complexo que requer uma sinalizacéo ghatizria continua e adequada (SG&KO
al., 2006). As bactérias sdo atraidas por flavondmesentes nos exudatos da planta e se
ligam as raizes. Os flavondides do exudato daingizzem a expressdao de gemesl, nas
bactérias, que sao responsaveis pela produca@atsitiooligo-sacarideos, os denominados
fatores Nod (SPAINK, 1996). Os fatores Nod e outnagléculas sinalizadoras, como
proteinas e exopolissacarideos, possibilitam qudébas ligadas aos pélos radiculares
penetrem na raiz por meio de estruturas tubulases glcancar o cértex radicular, onde o
noédulo esta se desenvolvendo.

TRUJILLO-LOPEZet al (2006) observaram um aumento na colonizacéoidesrde
plantulas de feijdo poG. diazotrophicusquando estas foram tratadas com luz ultravioleta
anteriormente a inoculacdo. Os autores sugeremadimelucdo da sintese de substancias
provenientes do metabolismo secundario vegetah raliacdo, possa ser responsavel pelo
aumento no nivel de colonizacao, de forma semadh@mbbservado na interacdo de rizébios
com as plantas leguminosas.

Um outro tipo de comunicacdo mediada por pequenalécoias € o chamado de
monitoramento populacional, @uorum sensingQS) em inglés, um termo que descreve a
capacidade das bactérias de alterar o seu commntanem resposta as mudancas na
densidade da populacéo da propria espécie, oueatditdas espécies. Em bactérias Gram-
negativas, o sistema mais bem estudado é o QPabuxIR, que se baseia em um circuito
de sinalizacdo de dois componentes. Tipicamentebadérias Gram-negativas, com
capacidade de QS, possuem proteinas homoélogasxdiee lLwxR, que foram originalmente
descobertas eMmibrio fischeri(ENGELBRECHTet al, 1983). As proteinas LuxI catalizam a
sintese de uma homoserina lactona acilada (HLA¢aiBpa, as vezes também designada
como autoindutor ogquormoneem inglés. Este autoindutor difunde livrementeapdentro e
para fora da célula e sua concentracdo aumenfapuorcdo com a densidade populacional.
As proteinas LuxR reconhecem autoindutores espesjfiquando a concentracdo do
autoindutor atinge um nivel critico. Os complexas<R-HLA reconhecem promotores de
genes alvos e regulam a transcricdo destes (ENGEDBR et al, 1983; ENGELBRECHT
& SILVERMAN, 1984 & 1987). Um dos genes positivarteemegulados é o propriloixI,
desta forma, criando ureedbackpositivo. Esta forma de regulagcédo transcricioreximpte

gue o organismo modifique sua estratégia de videepwsta a densidade populacional.



A avaliacdo da producgéo de HLAs por bactérias élgente realizada usando estirpes
bacterianas reporteres. Estas bactérias tém emncameaxpressdo de algum fendtipo que
pode ser facilmente observado quando HLAs estdeeptes. Um exemplo é a estirpe
mutante NT1 deé\grobacterium tumefacien®IPERet al, 1993), que € uma estirpe curada
do plasmideo Ti, e portanto incapaz de produzir BlLEsta estirpe contém o plasmideo
pZLR4, que carrega o0 genlacZ (B-galactosidase) fusionado com o gemnaG de A.
tumefacienscuja expressao € induzida na presenca de unedade de HLAs. Desta forma,
na presenca do substrato de LacZ, X-gal, a coloragél da estirpe NT1 indica a presenca de
HLAS.

Alguns exemplos de funcgdes reguladas por QS doliipdRl s&o a conjugacgéo de
plasmideos em\. tumefaciengPIPERet al, 1993), a producdo de antibidtico pela bactéria
fitopatogénicaErwinia carotovora(BAINTON et al, 1992), a producao de biofilmes e a
expressdo de genes envolvidos em virulénciaPegudomonas aerugino$BAVEIS et al,
1998; PASSADORet al, 1993).

O QS do tipo LuxRI também atua em bactérias sindaistde plantas como os
rizobios. EmR. leguminosarumvarios sistemas de QS, chamadogaiRl, rhiRlI, cinRI, e
traRl, foram identificados e interagem em uma rede igamadbra complexa (WISNIEWSKI-
DYE & DOWNIE, 2002). Mesmo assim, estudos de mutagé nao permitiram esclarecer de
forma muito clara o papel destes sistemas na géderaom a planta hospedeira, embora o
sistemarhi pareca influenciar a eficiéncia da nodulacéo datplhospedeira (GONZALEZ &
MARKETON, 2003).

A bactériaR. etlipossui dois sistemas de Q$amados deiRl (ROSEMEYERet al,
1998), que esta envolvido no controle da quantidddenddulos formados na planta
hospedeira de feijad’haseolus vulgaris® o sistema&inRI, que é importante na FBN, sendo
gue os nodulos contendo bacteridides mutantes meayel apresentam uma diminuicdo de
70% na quantidade de FBN (DANIELs? al, 2002). Os genednl e rail neste organismo,
produzem um total de 7 HLAs diferentes, portantdacproteina do tipo Luxl tem a
capacidade de produzir diferentes HLAs (ROSEMEMEERL, 1998).

Na bactériaSinorhizobium meliloti endosimbionte da planta legumindgadicago
sativg foram identificados o par de genes de Q@8R e sinl (MARKETON et al, 2002).
Mutacdo do gentuxl aboliu a producdo de varios HLAs neste organismawgacdes tanto
no genesinl quanto emsinR causaram uma diminuicdo na quantidade - e umoatras

aparéncia - de nédulos rosas (ativos), na plargpdueira.



Embora muitas bactérias sejam capazes de produblteks, a sinalizacdo mediada
pelos sistemas LuxRI é altamente especifica pata eapécie. Esta especificidade pode ser
explicada por diferencas sutis entre HLAs e os geusptores. Proteinas do tipo Luxl
formam HLASs juntando grupos acilicos laterais datginas carregadoras de acil (PCAs) com
a parte homocisteina de S-adenosilmetionina. B&agdes sao muito precisas porque as
proteinas Lux| reconhecem PCAs contendo cadeifisaacéspecificas, que podem apresentar
diferencas em comprimento, em saturacdo, e em (mmte natureza de grupos laterais
(TAGA & BASSLER, 2003).

Também existe QS que permite a comunicacdo enfrécies de diferentes de
bactérias. O QS mais bem conhecido deste tipo @¢anto em bactérias Gram-negativas
guanto em bactérias Gram-positivas e depende aindutor Al-2 (um furanosil borate di-
ester), sintetizado pela acdo da proteina LUXSIER & BASSLER, 2003).

Héa exemplos da interferéncia de eucariotos no @Sdetérias. A macroald2elisea
pulchra produz uma mistura de furanonas halogenadas gbemno crescimento de
microrganismos patogénicos na sua superficie. Egtanonas tém semelhancas estruturais
com HLAs, e evitam a ligacdo de HLA dgerratia liquefacienscom o receptor LuxR
correspondente. Neste sistema, a inibicdo da zag@lo de HLA evita a motilidade
dependente de Q& consequentemente a colonizacdo $oliquefacienfRASMUSSENet
al., 2000).

Finalmente, existem bactérias com a capacidadevidar auma sinalizacdo bem
sucedida em outras bactérias. BactéBasillus sp. produzem uma enzima HLA lactonase,
que hidrolisa a ligacdo lactona de HLAs, desta éodasativando-as. Foi demonstrado que
plantas transgénicas expressando esta hidrolaseseaparam um fendtipo resistente a
infeccdo com a bactéria. carotovora(DONG et al, 2001). A desativacdo de HLAs desta

forma é chamada em inglés@i@orum quenching

1.4.2. Sistemas de transporte bacterianos envolvidosteegéo planta-bactéria

Nas interacOes simbidticas e/ou patogénicas csnsast que as bactérias usam para a
secre¢cdo de macromoléculas, como proteinas, témddanimportantes. Sistemas de
transporte do tipo Il sdo responséaveis pela searegfacelular de toxinas e de enzimas
hidroliticas que muitas vezes estdo envolvidas etogénese de animais e de plantas
(SANDKVIST, 2001). A secrecéo de tipo Il ocorre domas etapas. Inicialmente, proteinas a

serem secretadas sdo produzidas com um peptiddpgmmitindo a translocacdo através da
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membrana citoplasmatica para o espaco periplasmpéto sistema denominadgec Em
seguida, o peptideo sinal é removido, a proteimi gofrer modificacbes, e é secretada para
0 meio extracelular pela maquinaria de transpape tl (SANDKVIST, 2001). EmG.
diazotrophicusum sistema de transporte tipo Il essencial parae@ecdo da enzima
levansucrase foi descrita, como foi mencionado a¢iiRRIETAet al, 2004).

Bactérias patogénicas frequentemente utilizammsasdede transporte do tipo Il para
exportar proteinas, em uma Unica etapa, atravésne@asbranas bacterianas para o meio
extracelular ou injetar diretamente proteinas ehla eucariotas. Estas proteinas podem
influenciar o metabolismo do hospedeiro para berzfio patégeno (HEt al, 2004). De
maneira surpreendente, foram identificados sistetieagansporte tipo Ill nos genomas de
Rhizobium Bradyrhizobium japonicune Mesorhizobium Ioti(MARIE et al, 2001). As
proteinas transportadas por sistemas de transpglrtggo Ill, em rizébios, sdo chamadas de
Nops (do inglés, adulation_auter goteins). O papel dos Nops nao é bem compreendids,
tém indicacbes de que algumas proteinas dest@digeem influenciar a resposta de defesa do
hospedeiro para possibilitar a interacdo simbio(8®TO et al, 2006). Uma analise do
genoma da estirpe PAL5 d8. diazotrophicusrevelou que esta bactéria ndo apresenta
sistemas de transporte tipo Il (dados n&o pubtisad

Um outro tipo de transporte envolvido em patogéreeseais recentemente descrito,
também em relac6es simbidticas, é o transportgpdd\{. O modelo de transporte do tipo IV
€ o sistema VirB/D4 que intermedia a injecdo do NADem células vegetais por
Agrobacterium tumefacienastravés de uma estrutura protéica chamada pibu3 {LAI &
KADO, 2000). Genomas de varios rizobios mostrarapresenca de genes similares aos
genes envolvidos neste tipo de transporte; poréuc@se sabe ainda sobre a funcdo destes
sistemas. Possivelmente, eles tém um papel analmdmnsporte do tipo Il (SOTét al,
2006). Sistemas de transporte do tipo IV tambéranfioencontrados no genoma da estirpe
PALS deG. diazotrophicugdados néo publicados).

Vale mencionar que hoje, além dos sistemas mais éstodados e mencionados
acima, outros sistemas de transporte adiciona® elgtsconhecidos. Uma revisao interessante
neste contexto foi publicada (PAPANIKGd al., 2007).
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1.4.3. Estruturas de superficie envolvidas na interacaotatbactéria

O géneroAzoarcusé um modelo para os estudos envolvendo a interagie
gramineas e bactérias diazotroficas endofiticasREK & REINHOLD-HUREK, 2003). Foi
demonstrado que estruturas de superficie destérlzaathamadas deli do tipo IV, tém um
papel importante no estabelecimento desta bactérsuperficie da raiz e na colonizac¢édo de
plantulas de arroz (DORt al, 1998; BOHMet al, 2007). Oxili do tipo IV tém um papel
similar em bactérias patogénicas de animais e dehas onde estdo envolvidos na ligacao
as células de epitélio do hospedeiro (D&Ral, 1998). Opili do tipo IV também tém um
papel na formacdo de biofilmes (O'TOOLE & KOLTER)9B). Na bactéria fitopatogénica
Xylella foi mostrado um papel deili tipo IV na locomoc¢édo da bactéria dentro da planta
contra o fluxo do xilema por meio de motilidade tgm twitching motility (MENG et al,
2005). Varias proteinas constituintes da maquindaa pili tipo IV sdo homdélogas das
proteinas dos sistemas de transporte tipo Il, ed#tarse que os dois sistemas tém a mesma
origem evolucionaria (BURROWS, 2005; SANDKVIST, 200

A Azospirillum brasilenseé uma bactéria rizosférica promotora de crescinent
fixadora de N, isolada originalmente na HolandalJBEIRINCK, 1925) e posteriormente da
rizosfera de milho no Brasil (VON BULOW & DOBEREINE 1975). Atualmente, &.
brasilensga foi isolado de uma variedade de plantas, e, océr caso d&. diazotrophicus
aA. brasilenséenificia o crescimento vegetal por meio de setksauxinas e possivelmente
pela FBN (VANDE BROEK & VANDERLEYDEN, 1995)A. brasilense por estar associada
a plantas gramineas como € o caso faraliazotrophicuse Azoarcus pode servir como
modelo na procura dos mecanismos de interacdo &@trdiazotrophicug a cana-de-agucar.
A A. brasilensecoloniza a superficie da raiz da planta hospedaga, em duas etapas. A
primeira etapa € uma interacao fraca e reversived, etapa que envolve o flagelo polar deste
organismo (CROESt al, 1993). No caso, o flagelo tem diferentes fungpameiramente, o
flagelo media a primeira etapa da absorcdo peradaiplanta hospedeira, (CROESal,
1993). Porem, também foi demonstrado que a madiida a quimiotaxia, mediadas por
flagelo, tém um papel nesta interacdo (VANDE BROHKR98). Na segunda etapa da
colonizagdo da superficie da planta por brasilenseé formada uma interacdo forte,
envolvendo exopolissacarideos (MICHIE&Sal, 1991; VANDE BROEKet al, 1998). Com
respeito ao flagelo, € interessante mencionar quasiproteinas envolvidas na formacéo do
flagelo sdo homdlogas de proteinas de sistemasadsporte do tipo Il (BLOCKERt al,
2003).
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Como no caso deA. brasilense exopolissacarideos e flagelos poderiam estar
envolvidos na interacé@o entr&adiazotrophicug a cana-de-acucar.

1.5. A mutagénese na fase pds-gendmica

Recentemente a rede Riogensv(v.riogene.Incc.br)completou o sequenciamento do

genoma da estirpe PALS5 d& diazotrophicusAs informacdes geradas neste projeto dardo
um impulso na pesquisa da genética desta bactdaatase atual, ou seja, a fase pos-
gendmica, os dados de sequenciamento geradosuseErd@os como subsidio para estudos de
laboratorio com o objetivo final de otimizar os igfe positivos na interacdo entreG
diazotrophicuse a cana-de-acucar. Para este objetivo € impertantlisponibilidade de
ferramentas para intervir, a nivel molecular, naégiea da bactéria.

Uma ferramenta que tem sido muito usada em esfyeloiticos no passado, mas que
continua de grande importancia nos estudos de Roja, mutagénese por transposon.
Transposons sdo elementos genéticos moveis, gliani$gara novas posicdes no DNA, e
gue foram inicialmente descobertos em plantas (MMCOCK, 1948). Na sua forma mais
simples, o transposon é um elemento de DNA defipidio curtas sequéncias invertidas e
especificas nas duas pontas. O transposon codifieaproteina chamada de transposase, que
cataliza a transposicao. Alem de um gene codificamdransposase, transposons costumam
conter genes de resisténcia a, por exemplo, aftitibsd (HAYES, 2003). Insercdes de
transposons podem alterar a regulacdo e a exprees@enes; portanto, mutagénese por
transposon pode ser utilizada na identificacaoeeeg (HAMERet al, 2001). A presenca de
genes resisténcia a antibidticos nos transposaiigdaa selecdo de mutantes gerados desta
forma. Nos estudos de mutagénese com transposonaineente, colecdes de mutantes sao
submetidas a diferentes condi¢des, e mutanteslafetan alguma condi¢do especifica podem
revelar genes com funcbes de interesse. Este @pavdliacdo de cole¢cbes de mutantes €
geralmente denominado, em ingléssdeeening

Resumindo, as partes essenciais que definem gptyaon sdo um elemento de DNA
delimitado por sequéncias invertidas, e uma tresesgm (REZNIKOFIFet al, 1999). Além da
transposase, muitas vezes outros genes estéo teesenelemento de transposi¢cdo, como
genes de resisténcia a antibidtico.

Um transposon muito usado em estudos em procsariét@ transposon Tn5. A

transposicao de Tn5 ocorre por meio de um mecanigrfoortar e colar”, onde o transposon
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€ “recortado” do sitio original e “colado” em outsitio (REZNIKOFFet al, 1999). Na
primeira etapa da transposicdo, as pontas inverts#ajuntam, formando um complexo
sinaptico com duas unidades da transposase. O Dd$Apantas do transposon € clivado,
liberando o transposon. Em seguida, o transpoberalio é complexado com duas unidades
de transposase e se insere em um outro sitio.gBaresso ocorra, o DNA alvo é clivado por
meio de um mecanismo que provoca uma duplicac@pdees de base no sitio de insercao,
uma copia antes, e outra copia depois da inseREAENIKOFFet al, 1999).

Um possivel problema que pode surgir ao usar pgomoss, pela acdo do gene de
transposase, € a instabilidade genética apds e;diaselo transposon no sitio alvo. Este
problema tem sido solucionado pela constru¢cdo de-tnansposons, que S&o transposons,
carregados em plasmideo vetores, que foram maodiifscde forma que o gene de transposase
seja deslocado de dentro, para uma posicao foededrento de transposicédo. Desta forma, o
elemento de transposicao perde a capacidade dpdsgdo apds ter-se inserido em um novo
sitio. Exemplos de mini-transposons sé@o as cortsraugitas por SIMONt al (1989).

Usando os mini-transposons como base, uma vasedid diferentes tipos de
ferramentas de transposon foi desenvolvida. Pompl® genes repdrteres (como por
exemplolacZ e phoA sem promotor tém sido integrados em mini-transp®€om o objetivo
de gerar fusdes transcricionais ou traducionaissipditando selecionar mutantes pelo nivel
de expressédo do gene interrompido ou determinastind de proteinas dentro da célula (para
uma revisao, veja HAYES, 2003).

GORYSHINet al (2000) descreveram o sistematd@msposome”. O transposome é
tipicamente formado de um gene de resisténcia ibi@ito, flanqueado pelas sequéncias
invertidas de Tn5. Este elemento de transposic&ongplexadoin vitro com uma forma
hiperativa da proteina transposase, formando o lexmsinaptico, neste caso chamado de
transposome. O transposome pode ser transferidogédulas alvo por meio da técnica de
eletroporacéo. Um cofator para o funcionamentaat@ssposase é o Mge, acredita-se que, o
transposome é ativado pela Mgresente no citoplasma do organismo transformagés A
reacao da transposicéo, a proteina transposasgraddda. O sistema de transposome ja foi
usado em uma variedade de bactérias, entre eless \@actérias fitopatogénicas como por
exemplo Xylella (GUILHABERT et al, 2001; KOIDE et al, 2004, Ll et al, 2007),
XanthomonagSUNet al, 2003) ePseudomonaBRETZet al, 2002).

Sistemas de mutagénese baseados no transpos@oes@stio comercializados pela
empresa Epicentre, que produz varios kits com eafites caracteristicas. O sistema de

transposome esté disponivel na forma de um kit adandetransposon insertion Ki¥' que
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pode ser usado para a mutagénese de DNAro. Neste caso, a transposase e 0 elemento de
transposicdo vem separados e devem ser misturado®bIA alvo pelo usuério. Um outro

5™ <kan-2>Tnp Transposom¥ que foi desenvolvido para a

exemplo € o kitEZ::Tn
mutagénesdan vivo. No caso, 0 elemento de transposicdo ja vem coagbe com a
transposase, e este complexo pode ser utilizado gieeinsformacdo através da técnica de
eletroporagéo.

Em contraste com o nivel de conhecimento da FBIN metabolismo de carbono de
G. diazotrophicus pouco ou nenhum conhecimento existe sobre osrefatae G.
diazotrophicusenvolvidos na interacdo com a cana-de-acUcaraforta presente tese visa
estabelecer e validar métodos de transformacdo eudagénese para 0 uso em estudos
envolvendo aG. diazotrophicuscom o objetivo de ajudar no esclarecimento de éator

genéticos envolvidos na fisiologia e na interagéioefica com a cana-de-acucar.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi estabelecer e avaii@odos de transformacgéo génica e
de mutagénese aleatéria e sitio-dirigida, comoaffeentas em estudos fisioldgicos e

ecologicos dé&. diazotrophicusa fase pds-gendmica.

2.2. Objetivos Especificos

. Estabelecer uma metodologia de transformacao eistems eficiente de mutagénese
de transposon da estirpe PALS @ diazotrophicuspor meio da técnica de

eletroporacéo.

. Desenvolver um sistema eficiente para a determinalg sitios de insercdo de

transposon no genoma da estirpe PAL%ddiazotrophicus

. Avaliar a robustez do sistema de mutagénese, derande aleatoriedade e
estabilidade genética de mutantes.

. Demonstrar a utilidade e a confiabilidade do sistede mutagénese aleatoria,
verificando os fenotipos esperados para algunsntegaom insercdes de transposon

em sitios conhecidos.

. Identificar um sistema deuorum sensingno genoma da estirpe PALS5 dg.
diazotrophicuse avaliar a sua importancia através de estudaosutkegénese.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Condicdes de cultivo das bactérias

A estirpe DH10B ddcscherichia coliutilizada como hospedeiro para a clonagem e a
multiplicac@o de plasmideos, foi cultivada a 37ACrmeeio Luria-Bertani (LB) (SAMBROOK
et al, 1989). Para o cultivo d&. diazotrophicusestirpe PAL5, foram usados os meios de
cultura Dygs (RODRIGUES NET@t al, 1986; ANEXO) e C2 (TEIXEIRAet al, 1999;
ANEXO). Para os meios sélidos foi adicionado 15dglagar (Oxoid). Para o cultivo de
PALDS5, o antibidtico seletivo canamicina foi adicamio na concentracao 2Q6/ml, conforme
descrito (TEIXEIRAet al, 1999). O antibidtico ampicilina foi usado na cemntracéo de 400
ug/ml, que mostrou a inibicdo do crescimento daps®ALS em placas Dygs apos 3 dias de
incubacdo, e permitiu o crescimento de estirpeivatias contendo o marcador dmpara o0s
ensaios de motilidade e de formacéo de biofiimeeeyutros, foram usados modificagbes dos
meios de cultura LGl (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988NEXO) e LGI-P (REISet
al., 1994; ANEXO) com adicdo de 50 mg/l de extratdededura para crescimento em meio
de cultura solido. O meio semi-sélido utilizafto LGI-P contendo 0,15 g/l de agar e sem
fonte de nitrogénio. Testes de motilidade em pfacam realizados em agar de motilidade,
sendo que o meio LGI-P, continha 5% de glicoset¢fale carbono), 10 mM de (NHSO,
(fonte de nitrogénio), e 0,25% de agar. Testesidi@re foram feitos em meio LGI-gluc,
que correspondeu ao meio LGl com 1 mM de acidadglido como fonte de nitrogénio. O

cultivo deG. diazotrophicugoi sempre a 3.

3.2.  Manipulacdes de plantas
3.2.1. Plantas propagadas vitro

Plantas de cana-de-acUcar, gendtipo SP70-114Bagadas e enraizadesvitro em
meio de cultura MS 1x (MURASHIGE & SKOOG, 1962) dar obtidas no laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas do Instituto de Pesagido Jardim Boténico (Rio de Janeiro)

aproximadamente 40 dias ap6s o ultimo transpl@seerfilhos das plantas foram separados
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e transferidos para recipientes contendo 50 ml d® mhe cultura liquido MS 10 x diluido

(MS 0,1x) conforme descrito por REE al (1999), de forma que cada recipiente conteve
aproximadamente trés perfilhos. As plantas foracnbadas durante 3 dias em camara de
crescimento com 12 hs de luz (@tol.m?.s?), proveniente de lampadas fluorescentes, por
dia, a temperatura de aproximadament&C2&\pais este periodo, recipientes com plantas com

qualquer sintoma de contaminacéo foram descartados.

3.2.2. Inoculagéo de plantas cot diazotrophicus

G. diazotrophicudoi cultivadadurante 24 hs até uma D¢ = 0,6 em tubos de
ensaio contendo 5 ml de meio de cultura Dygs lmukbram utilizados a estirpe PALS
selvagem, os mutante mutl7-4 e mutl7-5I§@&dEZ::Tn5), o mutante mutl7-6 (com uma
copia intacta de Gadxl) e o mutante C12flQA::EZ::Tn5). Células em fase logaritmica de
crescimento foram precipitadas por centrifugacaeadas com 4 ml de meio de cultura MS
1x e suspendidas em uma quantidade de MS 1x pasaDu@eoo) = 0,25. Foram feitas
diluicdes em série (1Y 102 103 10* 10°) e 100pl destas diluicdes foram plaqueados em
placas Dygs para posteriormente possibilitar aager das células. As mesmas suspensodes
bacterianas foram usadas para inocular as plargéasdias apds o transplante. De cada
bactéria, 10Qul de suspensédo foram adicionados a 10 recipiereterdo plantas. Como
controle ndo inculado, 10 recipientes com plantégeberam 10Q de meio MS 0,1x. As
plantas foram novamente colocadas na camara ddagégesob as mesmas condi¢cdes

descritas acima.

3.2.3. Contagem de bactérias nas plantas apos a inoculacéo

A contagem e o reisolamento @e diazotrophicugpresente no interior das plantas ( 4
repeticbes por tratamento) foi realizada 5 diasapinoculacdo. Foi obtida 1 g de matéria
fresca constituida por aproximadamente 50% deer&@% de colmo de cada repeticdo. Este
material foi esterilizado basicamente conforme CRIRA et al (2002), sendo que o tempo
de esterilizacdo em solucdo de cloramina T (1%Yydduzido para 1 min com o intuito de
evitar a morte de bactérias no interior dos tecidageis das plantas cultivadiasvitro. Em
seguida foram realizadas duas lavagens com agualadas estéril. O material foi

homogeneizado usando-se pistilo e graal, suspeneéitio solucdo salina e diluido
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seriadamente até T0Aliquotas de 10Qul das diluicdes 16 a 10 foram inoculadas em
recipientes com 5 ml dmeio de cultura LGI-P semi-sélido, com trés reiets; para cada
diluicdo. Apos 5 dias de incubacédo a°@Gp foi avaliado o aparecimento de peliculas

bacterianas, tipicas da presenc¢&dediazotrophicus
3.2.4. Transplante para a casa de vegetacao

Seis dias ap0s a incubacao, as plantas que réio fdilizadas na contagem, foram
transplantadas para a casa de vegetacdo de bicssggu(Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, RJ) para a aclimatizacdo. Foram segmradiransplantados 18 perfilhos de
plantas micropropagadas de cada tratamento (ndwlaua, PAL5 selvagem, mutl7-4,
mutl7-5, mutl7-6 e C12) para as células de band&asopor contendo areia-vermiculita
hamida (trés vezes autoclavada) como substrat@rbeios primeiros 4 dias, as bandejas com
as plantas foram mantidas cobertas com sacos skicpl@ara evitar a transpiracdo excessiva
das plantas. Apés a retirada dos sacos plastiébsnl2de meio MS 1x sem sucrose foi
adicionado e esta adubacao foi repetida 14 dias taade. O substrato foi mantido umido
pela adicdo de &gua destilada estéril. A tempexradarcasa de vegetacdo foi mantida em
30°C durante o dia.

Seis semanas apoés a aclimatagéo, 6 plantas dérathaento foram transferidas para
vasos contendo aproximadamente 4,5 | de areia-gelitai estéril para a continuacdo da
avaliacdo do efeito da inoculagdo no crescimensoptiantas. O delineamento experimental

utilizado foi o inteiramente casualisado com Gama¢ntos e 6 repeticoes.
3.2.5. Reisolamento de bactérias de plantas

As plantas aclimatadas em casa de vegetacdo eaguram transplantadas para os
vasos, foram utilizadas para o reisolamento e gemadeG. diazotrophicusonduzidos em
dois experimentos distintos. O primeiro experimefdd realizado 6 semanas apos a
aclimatacdo. Foram escolhidas trés3 plantas (3ti¢éps) dos tratamentos néo inoculado,
Pal5, mutl7-5 e C12. Cem (100) mg da parte basabtino de cada planta foram obtidos,
lavados com 4gua destilada e desinfestados em alongis de cloramina T (1%) durante 4
min. ApoOs duas lavagens com agua destilada esténiaterial foi macerado com pistilo e

graal, suspendido em solugdo salina para diluig@tiluido seriadamente até@em (100)
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ul das diluicdes 16, 10°, 10* e 10° foram distribuidos em placas LGI-P, contendo 5@ mg
de extrato de levedura e p@/ml de cicloheximida para inibir o crescimentofdegos. O
aparecimento de colbnias foi avaliado trés a 18 djds a incubacdo a°8) Colbnias,
obtidas de plantas inoculadas com o mutante CB2favaliadas por PCR de col6nia.

O segundo experimento foi realizado 8 semanas apéimatacdo. Foram escolhidas
3 plantas (3 repeticfes) de cada tratamento. Aegailas plantas foram lavadas em agua
corrente seguida de agua destilada. De cada plagtde material de raiz foi desinfectado em
cloramina T (1%) durante 4 min. Depois de duasgaxia em agua destilada estéril, as raizes
foram homogeneizadas e seriadamente diluidas c¢oefodescrito para o primeiro

experimento.

3.3. Preparacédo de DNA
3.3.1. Preparacao de DNA total @ diazotrophicus

Dois (2) ml de uma cultura liguida de PAL5 em fdsecrescimento logaritmico em
meio Dygs foram precipitados por centrifugacdo 808€m, 4°C por 10 min. As células
foram lavadas uma vez com 500de tampéao TE, centrifugadas novamente, e ressdigjzes
em 567ul de tampéo TE. Depois, uma solucdo de SDS (10%)lkede proteinase K (20
mg/ml) foram adicionadas, o material foi homogeaéw e incubado a 37°C durante uma
hora. Foram adicionados 10 de uma solucdo de NaCl (5 M), seguidos dauBfe uma
solugcéo de CTAB (CTAB 10% em NaCl 0,7 M). O mateiga novamente homogeneizado e
incubado a 65°C, por 10 min, seguido por 30 minagtacao leve, a temperatura ambiente.
Foi adicionado 1 volume de uma solucéao de fenabfdomio:alcool isoamilico (25:24:1), o
material foi homogeneizado por repetidas inversfigante 2 min e centrifugado por 10 min
a 14000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferaa pm novo tubo, e, apds a adicao gdé 5
de RNase (5 mg/ml), foi incubado durante 1 h a 3Fa@a degradar o RNA. A etapa de
purificacdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamili¢g5:24:1) foi repetida e foi adicionado 1
volume de uma solugdo de cloroférmio:alcool isommil (24:1). O material foi
homogeneizado durante 2 min e centrifugado (10 &4000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e o DNA foi precigda adicionando-se 0,6 volume de

isopropanol. Apos a homogeneizacgao e incubacamperatura ambiente por 5 min, o DNA
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foi retirado com bastdo de vidro e lavado duas vyezxan EtOH (70%), seco ao ar, e

ressuspendido em um volume adequado de tampaoHr & Qp.

3.3.2. Preparacéo de DNA plasmidial pelo método de lisaliale

A lise alacaline foi realizada conforme descritd SAMBROOK et al (1989) com
poucas modificacées. Em um tubo de ensaio, contértdd de meio de cultura liquido foi
inoculada uma unica col6nia bacteriana, de umaafitasca, e esta cultura foi incubada sob
agitacdo até que a mesma atingisse a fase logaaifmal. Um e meio (1,5) ml desta cultura
foram transferidos para um microtubo do tipo Eppehdis células foram precipitadas por
meio de centrifugacdo a 14000 rpm, por 30 s, emaantifuga de mesa. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de células foi susperetid 100ul de solugéo | (50 mM glicose,
25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8,0). Foraadicionados 20@l de solugéo Il
(0,2 N NaOH, 1% SDS). O material foi homogeneizado meio de repetidas inversdes e
incubado em gelo durante, no maximo, 5 min. Fordimi@ados 15Ql de solucdo lll e 0
material foi homogeneizado e incubado em gelo dard® min, imediatamente apés a
adicdo. Depois desta incubacédo, o material foirdegado durante 10 min a 14000 rpm e a
4°C. O sobrenadante cristalino foi transferido pamanovo tubo, separando-o do precipitado
que foi descartado. Para realizar a precipitacdDMA plasmidial na amostra, dois volumes
de EtOH absoluto foram adicionados. O materialcEmtrifugado por 5 min a temperatura
ambiente a 14000 rpm. O precipitado foi lavado &t@H (70%), seco ao ar e o DNA foi

dissolvido em um volume adequado de tampéo TE (PH 8

3.3.3. Preparacéo do plasmideo pKT230

O plasmideo pKT230 (BAGDASARIANt al, 1981) foi obtido da seguinte forma: o
plasmideo pMSKC4 (SEVILLA & KENNEDY, 2000), que éma construcdo reporter
derivada do plasmideo pKT230, foi digerido com airea de restricA&coRl (Invitrogen)
para remover 0 gene reportabhA apos a digestdo, os fragmentos de DNA foram adpar
por eletroforese de gel de agarose, e a bandasporrdente ao plasmideo pKT230 foi
isolada. Este fragmento foi tratado com ligase [Witfogen) para restaurar o plasmideo
pKT230 na forma circular. O plasmideo foi trangferpara a estirpe DH10B de coli pela

eletroporacdo, usando o equipamento “electro caflipulator 600" (BTX Inc. EUA), para a
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sua muliplicacdo. A preparacdo do plasmideo pardetmoporacdo da estirpe PALS5 foi

realizada pela lise alcalina, conforme descritonaci

3.4. Transformacdo e mutagénese da estirpe PALS5 de diazotrophicus

3.4.1. Preparacéo de células competentes da estirpe PAGS5 diazotrophicus

As células eletrocompetentes foram preparadas woafdescrito a seguir: um tubo de
ensaio contendo 5 ml de meio de cultura C2 (TED&EH al, 1999) foi inoculado com uma
colonia da estirpe PALS5, obtida de uma placa fredganeio Dygs. Esta pré-cultura foi
incubada a 200 rpm, a 30°C, até atingir a faserimgi@a de crescimento (aproximadamente
24 hs de crescimento). Dois (2) ml desta pré-caltoram transferidos para um frasco do tipo
Erlenmeyer com volume de 2 |, contendo 200 ml derde cultura C2 liquido. Esta cultura
foi incubada sob as mesmas condicbes da pré-culiurante aproximadamente 20 h, até
atingir uma densidade otica D¢gaey= 0,6 a 0,7. O frasco contendo as células foi entédo
resfriado sobre gelo por 30 min. A partir deste raoto, todas as etapas foram realizadas
sobre gelo, inclusive as solugdes usadas, as tprais autoclavadas e resfriadas antes do
uso. A cultura de 200 ml foi distribuida em 4 tulms tipo Falcon com 50 ml cada, e
centrifugada durante 10 min a 4000 rpm e a 4°C,retor de angulo fixo (centrifuga
Eppendorf 5810R) para precipitar as células. Oes@utante foi descartado e os tubos foram
deixados em posicao invertida, sobre papel abswyeturante 5 s, para possibilitar a
drenagem completa do sobrenadante. Foi adicion@dul %le glicerol 10% a cada tubo. Os
sedimentos bacterianos foram ressuspendidos, duitamovimentos bruscos dos tubos. Esta
etapa € demorada e leva cerca de uma hora. Apgsaleta ressuspensao, as células foram
novamente centrifugadas (4000 rpm, 4°C, 10 min)selrenadante descartado. A lavagem
com glicerol 10% foi repetida sob as mesmas coedigiiescritas anteriormente. A segunda
etapa de ressuspenséao das células foi mais rapeda grimeira, ja que parte das impurezas
extracelulares foi removida durante a primeirad@ma, diminuindo a coesao nos sedimentos.
As células foram novamente centrifugadas (4000 #1@, 10 min) e os sedimentos foram
ressuspendidos em 4 ml de glicerol 10%. Obsentpisex quantidade de glicerol nesta Ultima
etapa pode variar conforme a quantidade de cébbsada. Apds a completa ressuspenséao, as
células eletrocompetentes foram distribuidas enualas de 10 em tubos microtubos,

congeladas em nitrogénio liquido e estocadas aG fara uso futuro.
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3.4.2. Transformacgédo da estirpe PAL5 @ediazotrophicugom o plasmideo pKT230

Aliguotas de 10@l de células de PAL5 eletrocompetentes foram degdadas sobre
gelo por aproximadamente 10 min. Em eletrocubetas espaco de 2 mm (BIO-RAD)
previamente geladas foi colocado aproximadamen@engOde DNA do plasmideo de teste
pKT230. Em seguida, 10l de células eletrocompetentes da estirpe PALSpaeslas
conforme descrito anteriormente, foram adicionadg®s a homogeneizacdo, a cubeta foi
colocada entre os eletrodos do equipamento “eleettananipulator 600" (BTX Inc. EUA) e
foi aplicado um pulso elétrico com os seguintesup@tros: 18&2, em modo “high voltage”,
2,5 kilovolts, constante de tempo aproximadamer@er®. Imediatamente apds o pulso, 2 ml
de meio C2 (30°C) foram adicionados. A suspencéocélelas em meio C2 foi
homogeneizada e transferida para um tubo do tipmfae 15 ml e incubada em incubadora
durante 2 hs a 30°C, com rotacdo de 200 rpm pasiljidar a recuperacdo das células e a
expressdo dos genes marcadores introduzidos dusatri@nsformacdo. As células foram
distribuidas em placas com meio Dygs contendou@d®l de canamicina. Estas placas foram

incubadas a 30°C durante 3 dias, até que as celpudessem ser visualizadas.
3.4.3. Transformacéo da estirpe PALS5 c&#::Tn5" <kan-2>Tnp Transposom¥

A transformacéo foi realizada conforme descriionaccom 1ul (20 ng) deEZ::Tn5™
<kan-2>Tnp Transposom¥. Apds a transformacéo, as células foram distrémie placas

com meio Dygs contendo 2Q@/ml de canamicina. A aparéncia das colbnias failiata

apos 3 dias de incubacéo &30
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Figura 1: Representacdo grafica do EZ-Tn5 <kan-2> mansposon.O gene de resisténcia
ao antibiético canamicina esta representado pethd KAN. Os primers FP-1 e RP-1 estdo

representados por KAN-2 RP-1 e KAN-2 RP1, respantente. As sequéncias mosaicas do

transposon estao representadas por ME.

23



3.4.4. Construcdo e analise do plasmideo pB1TN17 paratag@nese de Akl

O banco de sequéncias das bibliotecas de seqoemdia shotgun de G.
diazotrophicus estirpe PAL5 foi usado para identificar clones teado fragmentos
gendmicos codificando o gene I@xl. Foi selecionado o clone 0998HO01 (biblioteca acal
98, poco HO1), que contém o plasmideo derivado €18, denominado de pBl. O
plasmideo pB1 contém a ORF completa ddusdd O kit comercialEZ::Tn5™ <kan-2>
transposon insertion kit(Epicentre) foi usado para gerar insercfes desp@son no
plasmideo pBin vitro. A reagdo de transposicao foi realizada em umé&iraisontendo os

seguintes componentes:

DNA (pB1 0,4pg/ul) 0,7 ul
Transposon (1 pmall) 0,7ul
Tampéao EZ::Tn5 (10x) ul
Transposase (1 W) 1l
H20 g.s.p. 1Qul.

Esta mistura foi incubada durante 2 hs a&C3#oi adicionado Jul de EZ::Tn5 10x
stop solution Ap6s a homogeinizacdo, a mistura foi incubada p@rmin a 70C e
posteriormente estocada a*20

Células eletrocompetentes da estirpe DH10E deoli foram transformadas compl
do plasmideo pB1, submetido a reacdo de transposfg@ds a transformacdo, as células
foram distribuidas em placas de meio de culturacoBh 50 pug/ml de canamicina para
selecionar transformantes com o plasmideo pB1 oger¢des do transposon (que contém um
gene de resisténcia ao antibidtico canamicina)a Rdiminar plasmideos mutantes com
insercdes no gene de resisténcia ao antibiéticdciing (Amp’), os transformantes foram
selecionados em placas contendo canamicinag@hbfl) e ampicilina (10qug/ml).

Os transformantes com resisténcia a ambos os @titds foram selecionados. Destes
clones, os plasmideos derivados de pBl (com insetgdransposon) foram purificados por
meio de mini-prep e submetidos a analise de réstipm a enzim&coRV. Os plasmideos
com padrdo de restricdo desejado foram submetidoseguenciamento. As sequéncias
obtidas foram avaliadas e usadas para identifie@npideos com a insercdo do transposon
dentro da ORF de Qukl.

24



3.4.5. Transformacgédo da estirpe PAL5 com o plasmideo pRTTN

Uma aliquota (100ul) de células eletrocompetentes da estirpe PALS Gle
diazotrophicus preparada conforme descrito acima, foi transfdam@om 100 ng de DNA do
plasmideo selecionado, pB1TN17. Apos 3 dias debigdio em placas contendo 30§'ml
de canamicina, colbnias foram observadas. Estamiesl foram transferidas para placas
contendo 200pg/ml de canamicina e 40@Qg/ml de ampicilina para identificar os
transformantes com insercdes ocorridas atravéesamnbinacdo simples. Para as analises
moleculares, foram selecionados os transformardss resisténcia apenas a canamicina e

alguns mutantes para ambos os antibioticos.

3.5. Meétodos moleculares para a analise de transformange

3.5.1. Digestdes com enzimas de restricao e ligagdes

Digestbes de DNA foram realizadas usando endoaseteda Invitrogen conforme as
recomendacgOes do fabricante. Digestdes para singpefirmacdo e clonagem foram
incubadas durante 1 a 4 hs, enquanto digestdespaliaeSouthern bloforam realizadas de
um dia para o outro.

As ligacdes de DNA foram realizadas com a enzidhdigase (Promega) conforme as

recomendacées do fabricante. As reacdes foramadasbde um dia para o outro, a 16°C.

3.5.2. Andlise de mutantes p&outhern blot

Nos experimentos d8outhern blotdos mutantes aleatorios, foi utilizada a sonda
PRTN que € um fragmentéhd/BanH| de 1 Kb do elemento de transposi¢cdo EZ::Tn5. A
mesma foi preparada da seguinte forma: O plasniB&dN17 foi digerido com a enzima de
restricdoXha e o fragmento liberado de aproximadamente 1,9ddhfendo grande parte do
elemento EZ::Tn5, foi clonado no siti®al do plasmideo pUC18, gerando o plasmideo
pPRTN (Figura 2). A sonda PRTN foi liberada do plateo pela digestdo de pPRTN com a
enzima de restrica®anHI (Figura 2).
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A sonda PRLUXI foi obtida a partir do plasmidio JpBpds a digestdo deste com
enzima de restricdBcoRV (Figura 2). Apos a separacdo em gel de agardsenda referente
ao gene GaxI foi selecionada. O DNA foi purificado e usado cosoeoda.

Cerca de 25 ng das sondas foi marcada radioativencema’P-dCTP, durante trés
hs, a temperatura ambiente, usando eaadom primers DNA labelling systgmvitrogen).

A transferéncia de DNA para filtros de nylon foialieada conforme descrito por
SAMBROOK et al (1989) com pequenas modificacdes. Aliquotas dé& Bdhémico de 500
ng a 1ug foram digeridas de um dia para o outro com urzarende restricdo de interesse. O
DNA foi separado em gel de agarose a 0,7% em tammp&g a voltagem de no maximo 4
V/cm. O DNA foi corado com brometo de etideo e &imado com luz ultravioleta, o gel foi
alinhado com uma régua e fotografado.

O gel foi incubado em solugéo de desnaturacadIN&Cl, 0,5 M NaOH) durante 45
min sob agitacdo suave e, posteriormente, lavadm égua destilada. Depois da
desnaturacao, o gel foi incubado durante 30 mirselncdo de neutralizacéo (1 M Tris-HCI
(pH 7,4), 1,5 M NaCl), a solucéo foi trocada e eulmacao foi continuada durante mais 15
min. O DNA desnaturado, presente no gel, foi eti@asferido para filtro de nylon Hybond-
N (Amersham) pelo método de transferéncia cap{lammo solucédode transferéncia foi
utilizado uma solucéo de 10 x SSC (preparado dmestde 20 x SSC: 173,3 g/l NaCl, 88,2
g/l citrato de sédio, pH 7,0). ApGs a transferéndeéa um dia para o outro, o DNA foi
irreversivelmente ligado ao filtro em forno a 80dhyante 1 h. Os filtros foram guardados a
4°C para uso futuro. As hibridizacGes foram real#ma em um forno de hibridizagdo
hybridiser HB-1D (Techne) a 65°C. Os filtros foramé-hibridizados em Modified Church
Buffer (MCB) durante 1 h, a sonda foi aquecida @’C0durante 5 min para desnaturar e
adicionada ao tampao de pré-hibridacdo e a hiklialég realizada de um dia para o outro.
Os filtros foram lavados 4 vezes por 20 min com wolacéo de 0,1% SDS e 1 x SSC e

depois expostos com filmes MXG (Kodak) para a \lizagao.
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Figura 2: Representacdo grafica da mutagénese doasimideo pBl e da geracdo das
sondas PRTN e PRLUXI.
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3.5.3. Verificacao da identidade d&. diazotrophicupor PCR

A confirmacdo da identidade d8. diazotrophicuse a presenca de genes e de
insercdes do elemento EZ::Tn5 em sitios sob inyegdio foi realizada através da analise de
PCR. Todas as reacdes de PCR foram realizadasausakitl Taq polymerase (Invitrogen).
Os primers AD e 1440 (KIRCHHOEt al, 1998), usados nas reacdes de PCR de colbnias

para verificar a identidade @ diazotrophicusem a seguinte sequéncia:

primer AD TGCGGCAAAAGCCGGAT
primer 1440 GTTGGCTTAGAAGCAGCC

A amplificacédo do locus com o gene simildigg foi realizada com o seguinte par de

primers:

flgA-left TTACGACACGCTGTCGATTC
flgA-right CATGACAACGGCAACACTTC.

A amplificacdo do gene @I foi realizada com o par de primers 42R/43R (Vigani
3.6.2). As reacgOes foram realizadas usando DNAfipatio ou material de colonia como
molde para a amplificacdo. No caso de PCR de al@eiquenas quantidades de material de
colonias foram inoculadas nas pré-misturas dos oomies da reacdo, resumidas nas trés
composicdes a seguiEstas composicoes referem-se ao ROR DNA, de forma que, nos
casos de PCR de colbnia, o DNA () foi substituido pela mesma quantidade de &gua e

inoculacdo com material de colbnia.
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Deste modo, as composicdes utilizadas nas rededeé€R (numeros em) foram as

seguintes:

AD/1440 | figA-left/figA-right [42R/43R

DNA (50 ngfl) 1 1 1

Tampao de PCR (10x) (Invitrogen)| 5 5 5
MgCl, (50 mM) (Invitrogen) 4 15 1,5
dNTPs (10uM) 1 1 1

Primer 1 (1QuM) 1 2 1

Primer 2 (1QuM) 1 2 1

Taq polimerase (5 Wl) (Invitrogen) | 0,2 0,2 0,2

H20 g.s.p. 50 g.s.p. 50 g.s.p. 50

As misturas de PCR foram preparadas sobre gel@ad#sv ao termociclador e

submetidas aos seguintes programas:

AD/1440 flgA-left/flgA-right 42R/43R

93°C 3min 93°C 3 min 93°C 3 min
Mais 30 ciclos de: Mais 35 ciclos de: Mais 30 csotte:

93°C 45 s 93°C 45s 93 °C 45 s
60 °C 45 s 50 °C 45s 50 °C 45 s
72°C 60 s 72°C 2min 30s$72°C 2 min
Extenséo final: Extensao final: Extenséo final:

72°C 10 mi|n 72°C 10 min 72°C 10hm

A presenca de produtos de PCR foi avaliada poroéteese de pl de cada reacéo e o
DNA foi visualizado utilizando-se de luz ultravitde apés coloracdo do gel com brometo de
etideo.

3.5.4. Ensaios de estabilidade genéiitaitro ein vivo

Os mutantes A8, A9, Al10, B2, B3, B8 e B12 forapicados para placas com meio de
cultura Dygs contendo canamicina. Apos 3 dias, wwl@nia foi selecionada para cada
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mutante e inoculada em 5 ml de meio de cultura Diggsdo contendo canamicina em tubos
de ensaio. Estas culturas foram incubadas durdntes,2a 3€C, sob agitacdo a 200 rpm até
formar uma cultura densa com uma 69, de aproximadamente 0,6. Estas culturas foram
entdo diluidas 500 vezes em meio de cultura Dyagcr, e o ciclo de crescimento de 24 hs
foi repetido até que as culturas atingissem a medsr@go0 = 0,6. Portanto, foi possivel
inferir que a quantidade minima de geracdes, olichgies bacterianas, durante cada ciclo
de crescimento foi de aproximadamente 9 (uma vezX& 512, ou, aproximadamente o
fator de diluicdo de 500). Este procedimento fget&lo varias vezes, de forma que o0s
mutantes passaram por 6 ciclos de crescimenteesmmndendo a 6 x 9 = 54 ou, no minimo,
50 geracdes. No final do crescimento prolongadoiNg total foi extraido dos mutantes. Este
DNA e o DNA obtido no inicio do estudo para os mesmmutantes foi usado em
experimentos d8outhern blotomo descrito anteriormente.

O mutante C12 foi utilizado em um experimento sialglidade genéticen vivo. G.
diazotrophicusfoi reisolada de plantas de cana-de-acucar indaslaom o mutante C12, 6
semanas ap0s o crescimento em casa de vegetag@ddre3.2.5.). Os primers flgA-left e
flgA-right (item 3.5.3.) foram utilizados nos ensade PCR de colbnias.

3.5.5. Definicdo das enzimas de restricdo usadas em reded@CR inverso

Para o PCRI é importante o uso de enzimas ddcéstde corte frequente, ja que
fragmentos menores sdo mais facilmente amplificatss subsequentes reacdes de PCR.
Além disso, as enzimas devem cortar apenas poeeas v transposon. Por isso, foi feito um
levantamento das enzimas de restricdo com um osl sltibs dentro do transposon. A
frequéncia de restricdo destas enzimas foi detadmirem um contig de 1,22 megabases,
representativo para o genoma de PALS5, usando agrmagpDRAW32 (www.acaclone.com).
Posteriormente, foi avaliada a capacidade das eszgmlecionadag\lul, Psti, Pvu e Rsd)

de digerir o DNA gendémico de PALS5.
3.5.6. Preparacdo de DNA molde para PCR Inverso
Aliquotas de 500 ng ajig de DNA total da estirpe PAL5 foram digeridas dtead

hs, a 37°C, em volumes de @5com enzimas de restric@st e Pvu da seguinte forma:
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DNA 500 ng-lug

Tampao de restricao 245
Enzima de restricao 10U
H>O g.s.p. 25.

Ap6s a digestdo, as enzimas de restricdo nas @woBiram desativadas por
aquecimento, durante 15 min, a 60°C festhe a 85°C par&®vu. Em seguida, o material foi
tratado com ligase T4 para a geracao de fragmeet@NA circulares. A reacao foi realizada

de um dia para o outra,16°C, em um volume de 1Q0da seguinte composicdo:

DNA (a amostra da digestao) ab
Tampao (5X) 2Qu
Ligase T4 2 (2U)
H,O 53ul.

Posterior a reacdo de ligacdo, o DNA foi precgmtalurante no minimo 2 hs, a
—20°C, ap6s a adicéo de jl0de acetato de sédio 3 M, pH 5,5 e 20@e EtOH absoluto. O
DNA foi centrifugado durante 30 min a 14000 rprd,’&, o precipitado foi lavado com EtOH
70%, seco ao ar e dissolvido em 20de H,O e subsequentemente utilizado como DNA

molde em reacdes de PCR.

3.5.7. PCR Inverso

Quatro primers foram usados para a estrategi&Ced. s primers FP-1 e RP-1 foram
fornecidos no kit de transposome (Epicentre). paiwers adicionais (PVU-left e PVU-right)
foram desenhados de forma a ter uma temperatumaaiiing similar a temperatura dos

primers FP-1 e RP-1, conforme exposto a seguir.

Primer Sequéncia (5-3’) Tmelting
FP-1 ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC 72°C
RP-1 GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG 68°C

PVU-left GAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGA 68°C
PVU-right CAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAG 66°C
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As reacoes de PCR foram realizadas da seguinteafd® DNA digerido coniPst e
tratado com ligase foi usado como DNA molde par& BGm os primers FP-1 e RP-1. Esta
reacao possibilita a amplificacdo da borda quegfiera o lado “RP-1" do transposon. Novos
primers, PVU-left e PVU-right, foram desenhadosapserem usados em combinacdo com o0s
primers FP-1 e RP-1. A combinagé&o de primers FRAI/Rght possibilita a amplificacdo da
borda “FP-1" a partir de DNA molde obtido apds dig@® comPvu. A combinagédo de
primers RP-1/PVU-left possibilita a amplificacdoltarda “RP-1" deste DNA molde.

As reacOes de PCR foram feitas em volumes dd 80m a seguinte composicao:

DNA molde 2 — 5l (50-100 ng)
Tampéo de PCR [

dNTPs (2,5 mM) 4l

MgCl;, (50 mM) 1,5ul

Primer 1 (1QuM) 1yl

Primer 2 (1QuM) 1yl

Polimerase Taq (5 W) 0,5ul

H,0 g.s.p. 5Qul.

As amostras foram levadas ao termociclador e suaseto seguinte programa:

95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de:

95°C durante 45 s

56°C/58°C  durante 1s

72°C durante 2 s, seguido de uma estapa deséxidinal de:
72°C durante 5 s.

Nos primeiros experimentos foi usada uma temperatle anelamento de 56°C;
porém, um teste comparativo justificou a mudanga p&°C nos demais experimentos (ver
resultados). Em alguns casos o volume de PCR foeatado para 100l para aumentar o
rendimento do PCR, sendo que a estequiometriaagaadoi sempre respeitada. Os produtos
de PCR foram visualizados em gel de agarose (1%gan@ os produtos de PCR
apresentavam produtos inespecificos, na forma steor&meaj, as bandas nitidas foram

sacadas do gel para a purificagcdo do produto delifamapdo. Produtos de PCR que
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apresentaram bandas bem definidas foram purificdideamente. Nos dois casos foi usado o
kit wizard sv gel and pcr clean-up syst@Pmomega), sendo o DNA purificado dissolvido em
50 ul de H,0O.

3.5.8. Sequenciamento dos produtos de PCR Inverso

Aliquotas de 1 a @l (aproximadamente 500 ng) de DNA amplificado eiffpado

como descrito anteriormente foram sequenciada®adéo de sequenciamento foi realizada

com oDYEnamic ET dye terminator KAmersham) em um volume final de 1D contendo:

DNA 500 ng
Primer (5uM) 1l
Sequencing premix 4l

H,0 g.s.p. 1Ql.

O programa de PCR para a reacao de sequencianogato 80 ciclos das seguintes

etapas:

95°C durante 20 min
50°C/56°C  durante 15 s
60°C durante 60 s.

A temperatura de anelamento de 50°C foi usada pmimseiros experimentos de
sequenciamento; porém, com a otimizacdo da metgidok temperatura foi elevada para
56°C. Os produtos de PCRI obtidos com os paresrideep FP-1/RP-1 e RP-1/PVU-left
foram sequenciados com o primer RP-1 e os produlttisos com o par de primers FP-
1/PVU-right foram sequenciados com o primer FP-1.
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Figura 3: Representacao gréafica do PCR inverso (PARpara a determinacéo de sitios
de insercdo.DNA gendmico (azul) de mutantes contendo o tras@pdvermelho) inserido
nos seus genomas é digerido com as enzimas de&desselecionadaPsi ou Pvu. O
produto da digestdo é tratado com a enzima ligasa provocar a circularizagdo dos
fragmentos que séo usados como DNA molde em reagdP€R com os primers FP-1, RP-
1, PVU-left e PVU-right. Os produtos de PCRI pudesser sequenciados em seguida.
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3.5.9. Anélises de bioinformética

As sequéncias obtidas das bordas do transposam foomparadas com a sequéncia
gendmica da estirpe PAL5 usando a ferramenta BLASANTSCHUL et al, 1997) da

paginawww.bionotes.com.be www.biogmed.ufrj.br/blastA analise de identidades de genes

e de produtos protéicos d8. diazotrophicusfoi feita usando as ferramentas BLAST
(ALTSCHUL et al, 1997) disponiveis na pagina do NCB¥ww.ncbi.nim.nih.goy. O
peptideo-sinal do produto protéico do homodldigé de G. diazotrophicudoi identificado
através da ferramenta SMART (LETUNé&Eal, 2004).

3.6. Estudos de expressao génica de (ol

3.6.1. Isolamento de RNA para estudos de expresséo ixiG@duxR1le GduxR2

PALS foi cultivada em 100 ml de meio de culturagByliquido, sob agitacdo (150
rpm, 30C). Aliquotas de células de 10 ml foram tiradasadte 4 fases do crescimento,
quando a cultura apresentava uma de gdp= 0,042 (fase lag inicial), D.¢e0)= 0,075 (fase
log inicial), D.Owoo) = 0,129 (fase log) e D.@go) = 0,29 (fase log). As células foram
precipitadas por centrifugacdo durante 10 min’@, 4 sobrenadante foi descartado e as
células foram imediatamente congeladas em nitrodéniido e estocadas a <&Q

A extracdo de RNA foi realizada usando-se solupdeparadas com 4gua DEPC, da
seguinte forma: células foram suspendidas em ld44fe tampdo TE com 60l de SDS
(10%) e incubadas durante 1 h sob leve agitac&antadicionados 200l de NaCl (5M), e
apos a homogeneizacao, foram adicionados.2@d@ uma solucado de CTAB (10%) em NaCl
(0,7%). Esta mistura foi incubada durante 1 h sofe lagitacdo. Posteriormente foi feita a
extracdo com 1 volume de cloroformio:isoamil-alc(®i:1) sob leve agitagdo manual sobre
gelo, durante 10 min. Apés centrifugacdo por 15,Mi@0O00 RPM, 2C, o sobrenadante
aquoso foi levado a um recipiente estéril novo dragdo com 1 volume de
fenol:cloroférmio:isomil-alcool (25:24:1), sob lewagitacdo manual sobre gelo, durante 10
min. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi tesit®o para um novo recipiente estéril e
extraido novamente com 1 volume de cloroformionsibalcool (24:1). ApGs a extragéo, o
sobrenadante foi transferido para um novo recipiastéril e os acidos nucléicos foram
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precipitados durante 1 h, a <€X) adicionando-se 1/10 volume de NaOAc (3M, pH4,8
volumes de EtOH absoluto. O material foi centriigga10000 rpm, 10 min,°€) e o
precipitado foi lavado 2 vezes com EtOH (70%).

Finalmente, o precipitado foi dissolvido em 3@00de tampé&o de DNase. O material
foi tratado com 10 U de DNase, durante 30 min, €3 para degradar o DNA presente nas
amostras. O RNA foi precipitado como descrito aoterente, depois dissolvido em 20
de tampé&o de DNase e tratado com 10 U de Dnasantdu80 min, a 3, para garantir a
completa degradacdo de todo o DNA presente nast@no® RNA foi extraido com 1
volume de fenol, seguido por uma extracdo com fdomio e o RNA foi precipitado e
lavado 2 vezes conforme descrito anteriormente.NA Ri dissolvido em HO MilliQ, a
qualidade do RNA foi avaliada em gel de agarosareseguida, a concentragdo do RNA foi

ajustada a uma concentracao final de 50QIng/

3.6.2. PCR de transcricéo reversa

Para verificar se os genesl®d, GduxR1e GduxR2 foram expressos, experimentos
de PCR de transcricao reversa (RT-PCR) foram sz com RNA coletado em 3 pontos da
curva de crescimento (D.go) = 0,042; D.Qeoo) = 0,075; D.Ogoo) = 0,29). usando o kit
comercialThermoScript™ RT-PCR Systeitinvitrogen). Neste experimento foram usados os

seguintes primers:

40F TTAAGCAACGGCAGATGTTC
40R TACCGCTTTGGTAAATGCAA
42F TCAGGGACCTTGTCACGATA
42R  CGCGTTTTGGCAAGTATCTA
43F TACGCGACTCTGCCTTTATG
43R CTCTCCGCATGATCGAATAA.
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Para a sintese da primeira fita dos respectivioeggdoram feitas misturas contendo os

seguintes componentes:

RNA 2ul (Aproximadamente |19)
Primer 40R (GlixR1) 1ul (10 pmol)

Primer 42R (GlixR2) 1ul (10 pmol)

Primer 43R (GHlixI) 1l (10 pmol)

dNTPs 2l (2,5 mM)

H,O 5ul.

Estas misturas foram aquecidas a®5or 5 min, para desnaturar o RNA. Foi entdo

adicionado uma pré-mistura contendo os seguintepaoentes:

Tampéo de RT-PCR |4l
DTT 1l
RNase OUTV 1l
H.O DEPC ul
Thermoscript* RT 1pl (15 V).

Apo6s a mistura, as amostras foram incubadas dudgninin, a 50C, em termocilador
para permitir a sintese de cDNA. Subsequentemanmgcao foi interrompida, incubando-se
as amostras a 86, por 5 min, e, posteriormente, as amostras fonaubadas com ful de
RNaseH por 20 min, a 3¢, para a degradacdo do RNA. O cDNA foi estocadd0&C e
usado em reacdes de PCR.

Reacdes de PCR foram realizadas, usando os pamsntes 40F/40R, 42F/42R e
43F/43R e com 2l dos cDNAs, gerados com os primers 40R, 42R e é3Ro molde. O
controle negativo consistiu em PCR compl2le RNA (sem transcricdo reversa) como molde

com o par de primers 40F/40R.

37



As misturas para as reacoes de PCR tiveram a $se@amposi¢cao:

cDNA (ou RNA para controle negativo) |2

tampéao de PCR (10x) 1B
MgCl, (50 mM) 4ul
dNTPs (2,5 mM) 41l
primer F (40F/42F/43F) (10M) 1l
primer R (40R/42R/43R) (10M) 1l
Tag polimerase (5 W) 0,2ul
H20 g.s.p. 5Ql.

As reacOes de PCR foram realizadas com o seguindgegma:

93°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de:

93°C durante 45 s

50°C durante 45 s

72°C durante 1 min, seguido de uma extensao dieal
72°C durante 10 min.

3.7. Bioensaios in vitro

3.7.1. Ensaios de motilidade

O Mutante C12f[gA::EZ::Tn5) foi submetido a experimentos para veaifise 0
mesmo apresentava o fenotipo esperado para um teak@flagelo, ou seja, um fendtipo sem
motilidade. Foram realizados 2 ensaios distintas @ objetivo de estudar motilidade da
estirpe PALS.

O primeiro ensaio realizado foi o0 método designedmo “tubo de vidro em meio
semi-sélido” (L.Perin, Embrapa Agrobiologia, comunicacdo pessogig, foi realizado da
seguinte forma: tubos de vidro com diametro inted®w aproximadamente 5 mm e
comprimento de 3-4 cm foram colocados verticalmentevidros contendo 5 ml de meio de

cultura LGI-P semi-solido. Cerca de ghda estirpe selvagem PALS e das estirpes mutantes,

38



crescidas em meio de cultura Dygs liquido, foratocaros dentro dos tubos. Apés 5-10 dias
de incubacédo a 3Q, a formacao de pelicula no meio de cultura sétida fora do tubo foi
avaliada.

Um segundo tipo de ensaio de motilidade foi rediizem placas de petri. Foi testado
e definido um meio de cultura baseado no meio LQ&leRtendo 5% de glicose como fonte de
carbono, além de 10 mM de (WpBO, e 0,25% de agar. Neste trabalho, este meio derault
serd chamado de agar de motilidade. Como medidaatdéidade foi usada a dilatacdo da
coloniabacteriana, a partir do ponto de inoculacdo noroetds placas de petri. Diariamente,

foi avaliado o diametro da area ocupada pelas tasté

3.7.2. Ensaios de biofilme

Foi avaliada a formacéao de biofilmes pela estitp&5 deG. diazotrophicugm |a de
vidro, basicamente conforme descrito por OOSTHUIZENML (2001). A |a de vidro (Leco
Ltd, USA) (0,05 g) foi colocada em frascos do tigdenmeyer com volume de 100 ml,
contendo 25 ml de meio de cultura LGI-gluc (fonee@ glicose (5 g/l); fonte de N: acido
glutamico (1 mM).

Células deG. diazotrophicugultivadas em agar de motilidade foram inoculauas
frascos Erlenmeyer e as culturas foram incubadesthi72 hs, a 3C, com agitacdo de 200
rpm. A D.Ogoo) da suspensédo de células das culturas foi avaliadaosteriormente as
mesmas foram descartadas. Foi adicionado 1 mliskalcvioleta, na concentracdo de 1%, a
cada frasco, de forma que toda a la de vidro entnducontato com o corante. Apos
aproximadamente 10 a 20 min, a |a de vidro foi daveapidamente 2 vezes com 50 ml de
solucéo salina (0,7% NacCl), seguido por 2 lavagens 50 ml de solucao salina, sob agitacéo
de 150 rpm, durante 15 min. O corante cristal W@otpie permaneceu aderido aos biofilmes
(ou seja, as células aderidas a la de vidro) apdavagens, foi extraido com 2 x 2 ml de
EtOH absoluto. A D.Qe0)foi avaliada por meio de espectrofotometria e ealer foi usado
como medida para quantificar a formacdo de biofil@eexperimento de formacdo de
biofilme foi feito com 4 repeti¢cdes. O erro paddims dados foi determinado e a diferenca
estatistica entre os tratamentos foi comprovadadasa teste de Tukey (P<0,05).
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3.7.3. Ensaios de sensibilidade a irradiagdo com luz UV-C

A estirpe PALS e a estirpe mutante B1®rC::EZ::Tn5) deG. diazotrophicugoram
cultivadas de um dia para o outro em tubos de ergan meio de cultura Dygs liquido.
Cerca de 0,5 & 1,0 ml desta cultura foi precipitadomeio de centrifugacdo (5 min, 4000
rpm, 20C), suspendido em solugédo salina estéril (0,7% Nadlluido até uma D.{gyo) de
aproximadamente 0,25. Estas suspensdes foramadildi@l vezes em solucdo salina (0,7%
NaCl) e usadas em ensaios de sensibilidade a IuZ UMiquotas de 5@ das diluicbes de
células (PALS5 selvagem, ou a estirpe mutante Bdr2)h distribuidas em placas com meio de
cultura Dygs. As placas contendo as células forabmetidas a diferentes dosagens de luz
UV-C proveniente de uma lampada Mineralight UVGL-58ue emite radiacdo com
comprimento de onda de 254 nm (UV-C). A distan@daipada para as amostras foi de 25
cm, o que levou a uma intensidade de 0,525M(0,5 W.m?) de UV-C como foi verificado
com um radiémetro VL-215 LM com UV-C fotocélula faatério de Radiobiologia
Molecular, Instituto de Biofisica Carlos ChagashéjlCCS, UFRJ). Diferentes dosagens de
UV-C foram administradas alterando o tempo de egfos Imediatamente apés a irradiagéo,
as placas tratadas foram fechadas. Para os tratsnmeom luz UV-C seguidos por um
periodo de incubacdo em luz visivel, as placasnfomlocadas debaixo de lampadas
fluorescentes (aproximadamente [B®ol.nm?%s") por 90 min. Apds este periodo, as placas
foram incubadas a 3@, durante 3 dias. As placas que nao receberanvisinel apos a
irradiacdo com luz UV-C, foram imediatamente enidas em papel aluminio e incubadas a
30°C, durante 3 dias. O aparecimento de coloniasviado em 3 repeticdes por tratamento.
A quantidade de colbnias foi avaliada e representaino porcentagem da quantidade de
colonias presentes nas placas controle (nédo idasljaA média das trés repeticbes e o erro

padrao foram determinados e representados grafitame

3.8. Microscopia eletrénica de transmisséo

Amostras para a microscopia eletrbnica de transmi¢MET) foram preparadas a
partir de placas de motilidade conforme método ritespor VIDEIRA et al (2003). Um
capilar de vidro contendo 100 de agua foi colocado verticalmente em cima daala

contendo as bactérias. Apos 10-30 min, a agua gidacdagora contendo bactérias que
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migraram para a mesma) foi retirada e depositadareengrade de microscopia. Acetato de

uranila foi usado como contrastante.
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4. RESULTADOS

4.1. Transformacdo e mutagénese aleatéria da estirpe PALdeG. diazotrophicus
4.1.1. Transformacéo da estirpe PAL5 @ediazotrophicugom o plasmideo pKT230

Com o objetivo de avaliar o uso da técnica deageracéo para transformar a estirpe
PALS, foi realizado um experimento de eletroporacadm aproximadamente 500 ng do
plasmideo pKT230 (BAGDASARIAMt al, 1981) (Figura 4c). Este plasmideo foi escolhido
por conter um gene de resisténcia ao antibidticoarmécina e por ser do grupo de
incompatibilidade IncQ que é compativel com a pstiPALS5 de G. diazotrophicus
(SEVILLA & KENNEDY, 2000).

Um total de aproximadamente 1000 colénias podelssgrvado em placas com meio
Dygs contendo 20g/ml de canamicina, apos trés dias de incubac@ui@i b). Portanto, a
eficiéncia da transformacao foi calculada como eehel 2x18 transformantegty de DNA.
Por outro lado, ndo foram observadas colbnias atartrento controle onde a transformacao
foi realizada com agua ao invés de DNA (Figura.4 a)

A analise para verificar a identidade dos putatitcansformantes como sendo
transformantes da estirpe PAL5, através da amgtifio do fragmento espécie-especifico do
gene 23S com os primers AD e 1440 (KIRCHH@&FRaL, 1998), confirmou a capacidade de
transformacao da estirpe PAL5 pelo protocolo deagepracédo (Figura 5). Em alguns casos,
foram observadas colénias de contaminantes; par@mhouve amplificacdo de fragmentos
guando estas foram submetidas a analise por PGRiyncando assim a identidade dos
transformantes como derivados de PAL5 e a conii#oie da reacdo do PCR como

ferramenta auxiliar de selecéo.
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Figura 4: Recuperacao da estirpe PAL5 d&. diazotrophicus apds a eletroporacédo com o
plasmideo pKT230.Células foram eletroporadas na auséf@jaou presencéb) de 500 ng
de DNA do plasmideo pKT23@). As células foram distribuidas em placas com rigigs

contendo 20@g/ml canamicina e a avaliagdo ocorreu apos 3 diasalibacéo a 3C.
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Figura 5: PCR de colbnias de transformantes de PAL® de bactérias contaminantes,
com primers especificos pards. diazotrophicus. Colénias derivadas de PAL5 (linhas 8, 9,
10, 11) e colbnias contaminantes (linhas 4, 5,,612) foram submetidas a PCR com os
primers AD e 1440, especificos para o gene 23S DNAG. diazotrophicus Linha 1:
controle positivo (PCR com 40 ng de DNA de PALSpHa 2: controle negativo (PCR com
agua), Linha 3: controle positivo (PCR com colateaPALS selvagem).

Figura 6: O plasmideo pKT230 foi isolado de PAL5 @nsformado. O plasmideo pKT230
obtido deE. coli (Linha 2) e o plasmideo extraido da estirpe PABBdformada (Linha 3),
foram digeridos com a enzima de restriggmR| e separados em gel de agarose. Linha 1:
marcador moleculat Kb plus DNA ladde(Gibco).

44



Vale mencionar que o aparecimento de bactériamconantes ocorreu em um nivel
muito baixo e n&o prejudicou a geracgéo de transfotes. Nos experimentos subsequentes de
eletroporacéo, estes contaminantes nédo foram rbaeados. Com o objetivo de confirmar
a presenca de pKT230 nos transformantes de PADBNA plasmideal de um transformante
foi extraido e tratado com a endonucleiseRI. O plasmideo isolado do transformante de
PAL5 foi do mesmo tamanho (11,8 Kb) do plasmided 230 original, confirmando que
pKT230 estava presente e pode ser multiplicad@rsitéria (Figura 6).

4.1.2. Transformac&o da estirpe PAL5 @ediazotrophicuscomEZ::Tn5™
<kan-2>Tnp Ttransposom&

Com o intuito de gerar mutantes aleatérios foilizado um experimento de
transformacdo da estirpe PAL5 com alguns mini-fpaasns derivados de Tn5. Trés dias
apos a eletroporacdo com até |y dos plasmideos suicidas derivados de Tnb5,
pSUP102Cm::Tn5-B20 e pSUP102Cm::Tn5-B21 (SIM@Nal, 1989), inUmeras micro-
colonias foram observadas. Porém, estas coloniasgpa de crescer nesta fase, e tentativas
de transferi-las para placas contendo novo meiouttara ndo tiveram sucesso. Por outro
lado, a estratégia de mutagénese aleatdria coamspmson comercial (Figura 1) mostrou o
crescimento de um grande numero de colénias emagptée meio Dygs com canamicina, apos

5M <kan-

a transformacéo por meio de eletroporacdo da ed8Al.5 com 20 ng d&Z::Tn
2>Tnp Transposon¥.

Estas colbnias continuaram a crescer ap0s a tré@nsfa para placas frescas. No
primeiro experimento, em torno de 10000 transfotegmoom resisténcia & canamicina foram
obtidos, o que corresponde a uma eficiéncia de I®xtransformantegl de EZ::Tn5'™
<kan-2>Tnp Transposom¥. Em outros experimentos, eficiéncias de at¢ 1 X 10

transformantegf foram observadas.

4.1.3. Andlise deSouthern blotde mutantes indica um modo aleatério de insergio d

elemento EZ::Tn5

Doze (12) transformantes resistentes ao antibiGtanamicina obtidos no primeiro
experimento de eletroporagcdo de PAL5 com transpesdonam aleatoriamente escolhidos

para avaliar se apresentavam a sequéncia do tsmmspws seus genomas. Além disso,
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buscou-se verificar a natureza aleatéria das iiesre se 0os mutantes apresentavam inser¢des
Gnicas ou multiplas.

Em meio de cultura Dygs liquido contendo canamaicdois mutantes ndo cresceram
de modo satisfatorio e os outros 10, designado® coaotantes A1-A10, foram usados para a
andlise. A digestdo do DNA total com diferentesiraas de restricdo mostrou a digestédo
incompleta com as enzimBanHI e Hindlll enquanto que, para as enzintasRI, EcCARV e
Sal, foi observada a digestdo completa do DNA.

A analise deSouthern blotealizada com DNA dos mutantes digerido com aneazi
de restricAdEcaRl e usando um fragmento do transposon como umdasaemonstrou a
presenca de bandas em todos 0os mutantes, confionagson o sucesso da transformacéo e a
presenca do transposon (Figura 7). Conforme esperadestirpe selvagem PAL5 nao
apresentou nenhuma banda. Nove transformanteseapaeam bandas Unicas indicando a
presenca de inser¢des Unicas,enquanto que, em tanmteyuduas bandas foram observadas,
sendo compativel com uma dupla inser¢cdo do transposste mutante. O tamanho das
bandas nos diferentes transformantes foi variamdicando que as insercdes ocorreram de
modo aleatorio e ndo em um unico sitio preferidkpefimentos de&Southern blotambém
foram realizados com DNA obtido de 17 mutantes {Bl-de um segundo experimento,
conforme descrito para os mutantes A1-10. Tod@sestitantes apresentavam bandas Unicas
com tamanhos variaveis e nenhum destes mutanteseapou inser¢cdes duplas (Figura 7).
Como concluséo, estes experimentosSdathern bloimostraram que, entre os 27 mutantes
analisados, 26 apresentaram inser¢des Unicas eniom mutante apresentou uma insercao

dupla.
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Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BHI1l B12 B13 Bl14 B15 B16 B17 +

Figura 7: Analise deSouthern blot de 27 mutantes aleatoriosDNA gendmico, isolado de
PAL5 selvagem (P5) e de mutantes do primeiro (mesaAl-A10) e do segundo (mutantes
B1-B17) experimento de eletroporacao, foi digewdm EcoRl e usado em experimentos de
Southern blatAs membranas foram hibridizadas com um fragmdottransposon marcado.
Este fragmento foi também usado como controle ipog(t).
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4.1.4. Determinacdo de sitios de insercéo por meio deiR@GRso seguido de

sequenciamento

Com o intuito de determinar os sitios exatos dergao do transposon no genoma dos
mutantes, varias tentativas de sequenciamentmdineando DNA genémico dos mutantes
como molde, e os primers FP-1 e RP-1 foram reagagm sucesso. Portanto, um método
alternativo teve que ser definido e foi escolhidaauestratégia baseada em PCR inverso
(PCRI) (MARTIN & MOHN, 1999).

A anadlise de bioinformatica, descrita em mater@aisétodos (item 3.5.5.), levou a
selecdo das enzimas de restri¢&l, Pvu, Alul e Rsd para a metodologia de PCRI. As
frequéncias de restricdo destas enzimas foramif@s/simero de pares de base): 1/701 para
Alul, 1/2210 paraPst, 1/864 paraPvu e de 1/799 pardsd. Testes de digestdo foram
realizados com DNA gendmico de PALS para verifieautilidade de cada uma destas
enzimas. Estes testes mostraram que o DNA de Paéildistente a clivagem coRsd. A
digestdo completa ocorreu com as enziisis Pvu e Alul. Experimentos de PCRI usando
DNA digerido com a enzimAlul deram um rendimento baixo. Portanto, foram setealas
as enzimas de restric&®st e Pvu que apresentam corte freqiiente no genoma de RA&AS,
que apresentam um unico sitio de restricdo derdgrtrahsposon. A Figura 3 (materiais e
métodos) mostra uma representacéo gréafica da megiaale PCRI aplicada neste estudo.

O primeiro experimento de PCRI foi realizado conferdescrito em materiais e
meétodos em itens 3.5.6. e 3.5.7. usando DNA gembdus mutantes A1-A10 digerido com a
enzimaPst. ApGs a geracdo de fragmentos circulares petartranto com ligase, o PCR foi
realizado com temperatura de anelamento d€ 8com os primers FP-1 e RP-1 (Figura 8).
Produtos de PCR foram obtidos para 8 mutantesur@i§ e Tabela 1). Nenhum produto de
PCR foi observado quando PCRI foi realizado com D#APALS nao transformado. Por
outro lado, a andlise por PCRI com a enzima d&igas Psti realizado com DNA dos
mutantes B1-B17 do segundo experimento (Figura@)) a temperatura de anelamento de
56°C, mostrou produtos de amplificacfes fortes emd® ¥ amostras. As temperaturas de
‘melting’ dos primers FP-1 (?Z) e RP-1 (68C) sdo bastante acima da temperatura de
anelamento de 3€& aplicada nestas reacdes de PCR. Com o objetivdetdgminar se o
aumento da temperatura de anelamento poderia raelaaficiéncia da reacdo de PCR, esta
foi realizada a 58 e 13 produtos foram obtidos (Figura 8). Portamtoaumento da

temperatura de anelamento déGepara 58C melhorou a eficiéncia do PCR e foi mantida
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nos demais experimentos de PCRI. O DNA dos muta#8&#410 e B1-B17 também foi
submetido a PCRI com a enzima de restriedd. Neste caso, o PCRI foi realizado com os
pares de primer FP-1/PVU-right e RP-1/PVU-left (Figy3).

Desta forma, usando as diferentes estratégiasCd, Plos 27 mutantes (A1-A10 e
B1-B17), no minimo 1 produto de PCR foi obtido padamutantes, ou seja, para 88% dos
mutantes testados (Tabela 1). Todos os mutanteéraa“B” (B1-B17) foram submetidos a
PCRI com todas as combinacdes de primer dispon{€isl/RP-1; PVU-right/FP-1; PVU-
left/RP-1). Por isto, os mutantes da série “B” edanais adequados para a determinacdo do
indice de sucesso da metodologia de PCRI apliddalaa 16 dos 17 mutantes foi possivel
obter produtos de PCRI, sendo o equivalente a apeadamente 94%.

Um ultimo experimento com DNA de 36 mutantes de tenceiro experimento de
eletroporacédo foi realizado com o objetivo de daweiear a viabilidade da metodologia de
PCRI em média-grande escala, usando uma unica @ndemrestricio. O DNA destes
mutantes foi digerido com a enzimat, circularizado com ligase de DNA e submetido a um
PCRI com os primers FP-1/RP-1. Produtos de PCRnfaiatidos para 19 mutantes (Tabela
1).
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1kb S A3 A4 A6 A9 A10 1kb - S Al A2 A5 A8 A9

Figura 8: Produtos de PCRI, obtidos dos mutantes &xA10. PCRI foi realizado a partir de
DNA gendmico de PAL5 selvagem ou de mutantes algecom a enzima de restricdo Pstl
em 2 experimentos separadasPrimeiro experimentd) Segundo experimento. 1 Kb:Kb

plus DNA ladderP5: PAL5 selvagem, -: controle negativo (sem DNA)

B2 B3 B4 B5 B6 B7_ B®39 B10 Bll B12 B13 Bl14 B15 B16 Bl

Ta=56C

Ta=58C

Figura 9: PCRI dos mutantes B1-B17 com diferentesetnperaturas de anelamentoO
DNA molde para PCRI foi preparado a partir de DNé&n@mico do mutantes B1-B17
digerido comPst. PCRI foi realizado em dupla, conforme descrito materiais e métodos

(item 3.5.7.), variando-se apenas a temperatuaaelamento (5% e 58C).
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Tabela 1: Avaliagcéo da eficiéncia das reacdes de RC

Mutante | Primers FP-1/RP-1| Primers FP-1/PVU-right | Primers RP-1/PVU-
left
Al - - NR
A2 + + NR
A3 + + NR
A4 + - NR
A5 + - NR
A6 + - NR
A7 - - NR
A8 + + NR
A9 + + NR
A10 + + NR
B1 + + +
B2 + - +
B3 - + +
B4 + + +
B5 + - +
B6 + - +
B7 + + -
B8 + + -
B9 + - +
B10 + - +
B11 +/- - -
B12 + +/- +
B13 +/- + -
B14 - + -
B15 + + +
B16 + + -
B17 + + +
Ci1 - NR NR
C2 + NR NR
C3 - NR NR
C4 + NR NR
C5 - NR NR
C6 - NR NR
Cc7 - NR NR
C8 + NR NR
C9 - NR NR
C10 + NR NR
Cil1 - NR NR
Ci12 + NR NR
C13 - NR NR
Ci14 + NR NR
C15 + NR NR
Cil6 - NR NR
C17 - NR NR
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C18 + NR NR
C19 + NR NR
C20 + NR NR
C21 - NR NR
Cc22 + NR NR
C23 - NR NR
C24 - NR NR
C25 - NR NR
C26 - NR NR
Cc27 - NR NR
C28 + NR NR
C29 + NR NR
C30 + NR NR
C31 + NR NR
C32 + NR NR
C33 + NR NR
C34 + NR NR
C35 + NR NR
C36 + NR NR

+/-

NR

Produto de PCR
Produto de PCR fraco
Sem produto de PCR

Na&o realizado.

52



Foram obtidas sequéncias para 31 mutgftasela 2). A qualidade e a especificidade
destas sequéncias pode ser verificada pela pregengaquéncia das pontas do transposon,
seguida por sequéncias gendmicas da estirpe PAlt&mobtidos produtos de PCRI para 16
dos 17 mutantes da série “B”, sendo geradas sei@sérmm uma qualidade satisfatéra para a
determinacdo dos sitios de insercdo em 13 mutabtegta forma, foi possivel estimar em
aproximadamente 75% o indice de sucesso da metpdale PCRI, ou seja, 13 mutantes
tiveram os sitios de insercédo determinados destfe’ anutantes avaliados.

As sequéncias que flanqueavam os sitios de isafgéelemento EZ::Tn5 foram
comparadas com o banco de sequéncias de nucleotidegenoma de PALS5. Desta forma,
foi determinado o sitio de inser¢cdo do elementa & no genoma de cada mutante (Tabela
2, Figuras 10 e 11). A analise blastP das sequ&deiaminoacidos das ORFs encontradas no
genoma de PALDS, possibilitou a predicdo funciorad ditios de insercdo (Tabela 3, Figura
10). Para 10 mutantes, as sequéncias das bordagdaleslados da insercdo foram
determinadas (Tabela 2). A andlise comparativaadestquéncias demonstrou a duplicacéo
dos 9 pares de bases no sitio de insercao, quvécada pelo mecanismo de transposicéo de
transposons derivados de Tn5. Na Tabela 2, as segeé&duplicadas ndo aparecem como
sequéncias idénticas. As sequéncias foram gerapagiadas duas fitas complementares do
DNA e, por isso, as sequéncias obtidas com os miri®-1 e RP-1 sao invertidas e

complementares.
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Tabela 2: Sequéncias obtidas para 31 produtos de RC dos mutantes aleatoérios

estudados
Mutante Sequéncia RP-1 Sequéncia FP-1
A2 GAGACAGGGGTGGTGT
A5 GAGACAGATCATGCCC
A7 GAGACAGGCTCGAGCG
A8 GAGACAGAAATCGGAC GAGACAGGTCCGATTT
A9 GAGACAGGATTGATGT GAGACAGACATCAATC
A10 GAGACAGCCGAGGATG GAGACAGCATCCTCGG
Bl GAGACAGTGAATNGCG
B2 GAGACAGGTGCAGGCC
B3 GAGACAGATATCCATC GAGACAGGATGGATAT
B4 GAGACAGGTTCTGGGC GAGACAGGCCCAGAAC
B5 GAGACAGTCTCCCAGC
B7 GAGACAGGGCTGGTGT GAGACAGACACCAGCC
B8 GAGACAGATCCCGACT GAGACAGAGTCGGGAT
B9 GAGACAGCGCGGCTC(C
B10 GAGACAGTTCTTCAGC GAGACAGGCTGAAGAA
B12 GAGACAGATCCCCAGG
B15 GAGACAGAGGTATAGG GAGACAGCCTATACCT
B16 GAGACAGGTGCCGTTC
B17 GAGACAGGTGGGCAGC GAGACAGGCTGCCCAC
C10 GAGACAGGGCTGGGCG
Cl4 GAGACAGGTCCAGCAG
C15 GAGACAGGCCCCAGGT
C18 GAGACAGGCGCAGGTC
C19 GAGACAGGTTTCAAGC
C20 GAGACAGGACCAGAAC
Cc22 GAGACAGGCCTGGGCG
C30 GAGACNGGTCGGCTGA
C31 GAGACAGATTCTGGGC
C33 GAGACAGGCCCAGGCC
C34 GAGACAGACATGTNCG
C35 GAGACAGCCTTTGCGC

Vermelho: Sequéncia do transposon.

Preto: Sequéncia genbmica.
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Tabela 3: Identidade dos sitios de inser¢cdo do elento EZ: Tn5 nos 31 mutantes
avaliados neste estudo

Estirpe mutante| ORF Provavel fungéo no sitio de insercéo
A2 GD3380| Putative outer membrane protein

A5 GD2623| Conserved hypothetical protein

A7 GDO0992| IstB-like ATP binding protein (transposon functipns
A8 GD2907| Putative transposrter protein

A9 GD2044| NAD-dependent deacetylase npdA

Al10 GD1359 Transcriptional regulator lysR

Bl GD2541] Glycosyl transferase

B2 Intergénico

B3 GD2178 Vanillate O-demethylase oxygenase subunit
B4 GD1847 TRP domain protein (unknown function)

B5 Contig 6 rRNA

B7 GDO0674 Hypothetical protein

B8 GD2963 Transcriptional regulator exsB

B9 Contig 6 rRNA

B10 GDO0871 Fumarate hydratase fumA

B12 GD1819 UvrABC system protein uvrC

B15 GD3021 Amino acid permease

B16 GDO0552 Histidine amino lyase hutH

B17 GD1821 Hypothetical protein

C1l GD1428 Putative permease protein

C2 GD1018 Conjugal transfer protein trbB

C3 GDO0885 Probable periplasmic serine protease degP
C4 GDO0062 Conserved hypothetical protein

C5 Intergénico

C6 GD2318 Glycine cleavage system P protein gvcP
Cc7 GD1812 Inosine-5’-monophosphate dehydrogenase guaB
C8 GD2643 Putative transporter protein

C9 GD2003 Xanthine dehydrogenase chaperone xdhC
C10 Intergénico

Cl1 GD2840 Nonribosomal peptide synthetase

C12 GD1694 Flagellar protein precursor flgA
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Figura 10: Representacédo grafica da localizagdo dmansposon nos mutantes

sequenciados.
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Figura 10: Representacdo grafica da localizagdo ddransposon nos mutantes
sequenciadosAs ORFs do genoma de PALS estdo representadaiepbas com legenda
descrevendo a provavel funcdo dos genes. Os gend3NA ndo tém numero de ORF. O

elemento de transposicao EZ::Tn5 esta represept@dama caixa vermelha.

B4 B5mo

Insercdes do elemento
FZ::Tn5 no genoma de G.
3 Mb diazotrophicus PALS

3,944,163 pb

Figura 11: Representacgdo gréfica da posicédo dosisi de inser¢cdo nos 31 mutantegoi
determinada a posicdo do sitio de insercdo do ekenteZ::Tn5 no genoma (representado

como um circulo) de 31 mutantes derivados da esBAlL5 deG. diazotrophicus
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4.1.5. Inser¢Bes do elemento EZ::Tn5 sdo geneticameréeedsin vitro

Em estudos com mutantes gerados usando transpésiomgortante que o transposon,
uma vez inserido no DNA, fique geneticamente e$t@ve&io se mova para outros sitios. Os
resultados dé&outhern blgtrealizados com DNA recolhido antes e depois @ésamento
prolongado durante no minimo 50 gera¢cBes, mostrgian nos sete mutantes estudados, a
banda que representa a inser¢cdo do elemento EZfora® mesmo tamanho no inicio e no
final do experimento (Figura 12). Pode-se conduie a insercdo do elemento EZ::Tn5 foi

geneticamente estavel por, no minimo, 50 geracoes.

4.1.6. Verificacao fenotipica de mutantes para validastesia de mutagénese

Com o intuito de verificar a confiabilidade do ggate método de mutagénese, foi
adotada uma estratégia de genética reversa. Fhadwase os fendtipos esperados foram

confirmados para mutantes com inser¢cdes em genefutigdo conhecida.

4.1.6.1. Caracterizacdo da estirpe mutante B12 com a inselg&lemento
EZ::Tn5 em um gene putativwrC

A estirpe mutante B12 teve a inser¢do do elemeAtdB5 em um gene homélogo de
uvrC, que esta envolvido em reparo de DNA em outrosirosgnos. O sistema de reparo
UvrABC, no qual a proteina UvrC participa (comotpato sistema UvrABC), esta envolvido
em reparo de mutagdes provocadas por radiagdo d€.URm outros organismos, mutantes
no geneuvrC apresentam um fenotipo hipersensivel a radiacadJ\deC. Por isso, foi
especulado que a estirpe mutante B12 possivelnieesse um defeito em reparo de DNA
provocado por radiacdo de UV-C e a consequentedeipgibilidade. Para testar esta hipotese,
células da estirpe selvagem PAL5 e do mutante RBA2C(EZ::Tn5) foram expostas a
diferentes dosagens de luz UV-C (254 nm) e a sokieoia foi avaliada. Em comparacéo

com a estirpe selvagem PAL5, o mutante B12 apregemh fenotipo hipersensivel.
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Figura 12: Southern blot mostra estabilidade genética para 7 mutante®NA foi extraido
dos mutantes A8, A9, A10, B2, B3, B8 e B12, ant@s € depois (1) de crescimento
prolongado foi digerido com enzima de restriE@oR| e usado em experimentos Sleuthern
blot com um fragmento do elemento EZ::Tn5 radioativamemarcado como uma sonda.

Sensibilidade do mutante de uvrC de G. diazotrophicus aluz UV-C

100 % ’(/’i% —*
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Figura 13: O mutante B12 (ivrC::EZ::Tn5) é hipersensivel a irradiacdo com luz UVC.
Quantidades conhecidas de células da estirpe PAMagem e do mutante B12 foram
distribuidas em placas com meio de cultura e subleset diferentes dosagens de luz UV-C
(254 nm). Imediatamente ap0s a exposicdo, placasnf@embrulhadas em papel aluminio
(tratamento escuro) ou colocadas debaixo de lamspfalarescentes durante 90 minutos e
depois incubadas a 3D por 3 dias. A quantidade de colbnias foi entdaliaga. A
quantidade de colbnias presente em placas néaaoailesd para cada condicdo (PAL5 luz,
PALS5 escuro, B12 luz, B12 escuro) foi definida cob@®% e a sobrevivéncia foi relacionada
a este valor. O grafico mostra as médias de 3igdeste as barras representtam o erro padréao

da média para cada tratamento.

64



Os resultados mostraram que a sobrevivéncia ddasétlo mutante B12, apds
exposicdo a uma dose de radiacéo de UV-C de 63Mande 0% (Figura 13). Em contraste,
a sobrevivéncia da estirpe selvagem PAL5 que fdi@®o em todas as dosagens avaliadas
(até 9 W.nif) (Figura 13), sugerindo que o gene homélogo d€ esta, de fato, envolvido na
resposta a irradiacdo com luz UV-C. Os homologasgimesuvrA e uvrB também puderam
ser identificados no genoma da estirpe PAL®ddiazotrophicus

Muitas bactérias tém, além do sistema UvrABC, urnroomecanismo de reparo de
DNA chamado de foto-reativacdo. Este sistema épentente, e atua em paralelo com o
sistema UvrABC. As proteinas responsaveis por #@stede reparo sdo as fotoliases, que
utilizam energia luminar (fotons) para seu funcropato. Portanto, o reparo de DNA por
meio de fotoliase ocorre apenas na presenca deidiwel. As bactérias dos experimentos
relatados acima foram incubadas no escuro, apdadiacdo com UV-C, impossibilitando a
acao de possivel(eis) fotoliase(s). Desta formaeflizado um experimento fisiolégico com
0 mutante B12 para identificar a acdo de uma pelsgitoliase enG. diazotrophicug?ALS.

Quando as células da estirpe mutante B12 forarastap a luz durante 2 horas apoés a
irradiacdo com UV-C, a sobrevivéncia aumentou cmravelmente se comparada com
células incubadas no escuro diretamente apos diagén. Enquanto a sobrevivéncia do
mutante B12 incubado no escuro foi 0% apos irrddiag presenca de luz diretamente apos a
irradiacdo com 9 W.ihlevou a uma sobrevivéncia de aproximadamente 5%ui#il3).

Portanto, estes dados sugerem a acdo de umaasetaio reparo de DNA efa.
diazotrophicus Para verificar se seria possivel identificar usneycodificando uma possivel
fotoliase no genoma de PAL5 uma andlise de bicimddica foi realizada. Esta analise
possibilitou a identificagdo de um Unico homodlogee @ um gene putativo (ORF GD0753)
com um produto altamente similar com a fotoliaseARIQ55081) da bactéri8ynechosystis
sp. PCC6803 (valor E = 2 x% 34% de identidade de sequéncia de aa’s).

4.1.6.2. Caracterizagcao do mutante C12 com a insergao deeate EZ::Tn5 em

um gene putativiigA

O segundo mutante submetido a estudos fisiolédaas mutante C12, que tem uma
insercdao do elemento EZ::Tn5 em um gene putative bomologia ao gen#igA, que
codifica a proteina FIgA, com uma funcédo na formaga flagelo enSalmonella(NAMBU
& KUTSUKAKE, 2000). Sabe-se que esta proteina agespaco periplasmatico como uma
chaperona que assiste a formacao de uma partéuesitrdo flagelo, chamado de “anel P”.
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Em Salmonella mutantes no genfigA ndo conseguem formar um flagelo completo e,
portanto, tém um fendtipo ndo mével (NAMBU & KUTSWBKE, 2000). Como o seu
homologo deSalmonella o produto FIgA de PAL5 apresenta um sinal pegbigiutativo
(MTFHVASVCAATLRSA) (Figura 14), que foi identifical usando a analise com a
ferramenta SMART. A presenca do peptideo sinalreugee esta proteina possa ter um papel
similar emG. diazotrophicusA G. diazotrophicugem flagelos (GILLISet al, 1989), e por
isso, foi feita a predicdo de que o mutante tivessealefeito em comportamentos dependentes
de flagelo, como a motilidade.

Foram realizados dois tipos de ensaio de motilidadeem placa, e um outro com 0
sistema de “tubo de vidro em meio semi-sélido” vejateriais e métodos, item 3.7.1).
Quando as bactérias foram colocadas em capilareslge colocados verticalmente em meio
de cultura LGI-P semi-sdlido, a estirpe PAL5 fopaa de formar uma pelicula na superficie
do meio de cultura fora do capilar apés a incubggiocs dias (Figura 15). O mutante C12
nao foi capaz de formar a pelicula; porém, apresestescimento dentro dos capilares,
mostrando que o crescimento nao foi prejudicadgufi@a 15 a). Foi observado que, em placas
de Petri com agar de motilidade (0,25% agar), @pestselvagem PAL5 apresentou
motilidade, sendo que o didmetro da col6nia daébactumentou consideravelmente mais
rapido. Esta expanséo foi maior do que poderiaxsgicado apenas pelo crescimento (Figura
15 b, d). Vale mencionar que as colbnias expandaadALS formadas por meio de
motilidade, apresentam uma consisténcia de um filnee que quebra em fragmentos quando
uma for¢ca mecanica é aplicada, indicando a exist@e um grau de organizacdo dentro da

colbnia.
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MIFHVASVCAATLRSATVI TSNTVRLSDLFADLEPGEDRVI GPAPAPGASI HVGGGQLI A
| ADQFGVDW DQSPSALATI TRAGRL L DKEFFVEFVRRSL SDGGT DPL SVDL VDFHPL W
APDDPKPVTNMEDVSWDQRSCGRFSAT! YRTHPTGDVTQDSFMLTGTVHAAQRVLVFARALS
ADTVL SSSDVRVDDAYVGRL SDGVMIDAGGE EGMI'L MHNVWVAGQPVL DRDLHRSVWMHKG
NPI LI AFTVPG HLAATGRAL EDGGDGQYVHALNVGSGM VTGRVTSASEI QVDSRSTAV
PSNSNALRLL TASARPNTRAESSFR

Figura 14: Sequéncia de poplipeptideos do homologelgA da estirpe PAL5 deG.
diazotrophicus. O peptideo sinal encontrado com andlise SMART exst&ermelho.
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Figura 15: O mutante C12 {lgA::EZ::Tn5) tem um fendtipo ndo movel.O mutante C12 e

a estirpe PAL5 selvagem foram submetidos a testesi@bilidadea.) No ensaio de “tubo de
vidro em meio semi-soélido” a PAL5 inoculada derdmcapilar conseguiu colonizar e formar
uma pelicula no meio de cultura fora do capilagjuamto o mutante C12 perdeu esta
capacidade. Em placas com agar de motilidade, @ieolde PAL5 selvagem se moveu
lateralmente por meio de motilidade dependentdadeld .), enquanto que o mutante C12
nao apresentou nenhuma motilidadg. d.) A expanséo de colbnias foi diariamente avaliada

durante 7 dias. Os erros padrao das médias deeBgtgs esta representado por barras.
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Quando PAL5 foi comparada com o mutante CHQA(EZ::Tn5), o Ultimo né&o
demonstrou nenhuma expansao lateral (Figura 1p Estes dados indicaram fortemente que,
de fato, o mutante C12 teve um defeito flagelaa. &sperado que o mutante apresentasse um
defeito estrutural do flagelo, uma vez que a pnaté¢ilgA é uma proteina envolvida na fase
inicial da sintese do flagelo.

A fim de avaliar a presenca ou auséncia de flagetsmais no mutante C12, uma
estratégia de Microscopia Eletronica de Transmig88BT) foi estabelecida. MET com
células obtidas de placas de motilidade mostrouagestirpe selvagem PAL5 apresentava
vérios flagelos peritriquicos (Figura 16 a). Ao trario, ndo foram observados flagelos na
superficie das células do mutante C12, indicandn da fato, o gene homologo figA de

PALS5 tem um papel importante na formacéao do flagieigura 16 b).
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Figura 16: O mutante C12 {lgA::EZ::Tn5) ndo apresenta flagelo na sua superficie.
Bactérias foram retiradas de placas de motilidadepmsitadas em grades para microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) usando a metodmldgi VIDEIRA et al(2003).a. e b.
mostram células tipicas observadas para a estepagem PAL5 e o mutante C12,

respectivamente.
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Flagelos tém um papel na formacdo de biofimesA(PR & KOLTER, 1998;
O'TOOLE & KOLTER, 1998). Portanto, foram realizadesperimentos com o objetivo de
investigar se a estirpe selvagem PALS5 tinha a d¢dpde de formar biofilmes e de comparar
esta capacidade com a do mutante C12. Quando RAlcultivado em frascos Erlenmeyer
com meio LGI liquido, foi observado um anel de Baat aderidas ao vidro na interface entre
o liquido e o ar, ap0s 24 horas de crescimente Bsel também foi observado para o
mutante C12 (dados ndo mostrados). Varias tensafiveam realizadas para viabilizar a
formacdao de biofilmes em superficies de placastcdecg@os de polistireno e de polipropileno;
porém, sem sucesso.

O uso da la de vidro como substrato para formagéaobidfilmes foi relatado
(OOSTHUIZEN et al, 2001). Aqui, ensaios de formacao de biofilme raeio de cultura
LGI-gluc liquido mostrou a formacao de agregadosdéelas de PAL5 aderidos a la de vidro,
apos 48 h de crescimento (Figura 17 a). Estes agdpsgido foram observados com o mutante
C12 crescido nas mesmas condi¢des (Figura 17 b).

Para quantificar a capacidade de formacéo de imefde PAL5 em comparacdo com
o mutante C12, células aderidas a la de vidro faraloridas com cristal violeta. Os biofilmes
coloridos da estirpe PAL5 foram investigados usamaiomicroscépio 6tico e fotografados
(Figura 17 c). O corante cristal violeta foi exti@dos biofilmes formados na 1& de vidro com
etanol e quantificado por espectrofotometria. ArgstPALS mostrou a capacidade para
formar biofilme e a diferenca foi estatisticamesiggnificativa em relacdo a estirpe mutante
C12 (teste de Tukey, P<0,05). O controle negaté® inoculado foi igual ao mutante C12,

sugerindo que o mutante perdeu a capacidade darftiofilme em |Ia de vidro (Figura 17 d).
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Figura 17: O mutante C12 {IgA::EZ::Tn5) apresentou um defeito na capacidade de
formar biofilmes em Ia de vidro.Células da estirpe selvagem PAL5 e do mutante Grbarf
cultivadas em frascos Erlenmeyer com meio de ailfiguido, na presenca de 1a de vidro.
Apo6s 3 dias de crescimento, a formacdo de aglorosrdd células junto a |a de vidro foi
claramente visivel para PAL5 selvageai) (nas ndo para o mutante Cb). Biofilmes em |a

de vidro foram coloridos com cristal violeta (1%g&udados por microscopia o6tica: 4 fotos
de biofilmes da estirpe PALS5 estdo representagjagrfquanto biofilmes para o mutante C12
nao foram observados (ndo demonstrado). Para §oant formacéo de biofilme, o corante
cristal violeta foi extraido de biofilmes com ethabsoluto e a absorbéncia foi determinada a
560 nm ¢1). Foram avaliados a estirpe selvagem PAL5, o neit@i2 e um controle ndo
inoculado. Os resultados mostram a média de 4igépstdos tratamentos e o erro padrdo da
média. As letras a e b no gréfico representameaatita estatistica determinada pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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4.1.7. Estabilidade genética do mutante @i®ivo

Um experimento de inoculacdo de plantas propagad&nraizadasn vitro foi
realizado com o intuito de avaliar a capacidadalgens mutantes de infectar, e de se manter
dentro de plantas de cana-de-aglcar, em compacagd@ estirpe selvagem PALS5. Plantas
de cana-de-aglcar (genétipo SP70-1143) foram imdesl com o mutante C12
(flgA::EZ::Tn5) e mantidas em condicdes de aclimatizapdo casa de vegetacdo de
biosseguranca durante seis semanas, conforme tdesarimateriais e métodos. Apos este
periodo, foi realizada a coleta do experiment@ mareisolamento dé. diazotrophicugie
tecido de colmo. Apds o plagueamento do extratoalimo em semi-seletivas (LGI-P, sem
antibiotico seletivo), uma variedade de col6niastdréanas e alguns fungos puderam ser
observados. Avaliacdo visual das placas possibilgoidentificacdo de 19 colbnias como
sendo da espécfe. diazotrophicusA identidade foi confirmada por meio da técnieaRCR
de colénia com primers AD e 1440, especificos pBiMA ribossomal 23S deG.
diazotrophicug KIRCHHOF et al, 1998) (dados ndo mostrados). Estas 19 coléamabdm
cresceram bem em placas com meio de cultura Dyigsostom canamicina, indicando a
presenca do gene de resisténcia ao antibitticdfjcamtb no elemento EZ::Tn5. Quando estas
colonias foram transferidas para uma placa com meigultura LGI-P e comparadas com
colénias de PAL5 na mesma placa, todas eram i@ddntienotipicamente (dados nao
mostrados).

Com o intuito de mostrar, a nivel molecular, a enea do elemento EZ::Tn5 no sitio
original, foi realizado o PCR com 5 das 19 colémi@asio molde e com primers flanqueando o
geneflgA. Foram observados produtos de amplificacéo taamtestirpe selvagem PAL5 como
no mutante C12 usados como controles positivognpoa banda observada para o mutante
C12 foi maior, devido a insercéo do elemento EZ:TFigura 18 a). O PCR realizado com 5
col6nias reisoladas das plantas produziu bandasedono tamanho da banda observada para
0 PCR com DNA extraido da coldnia do mutante Cl&laso experimento de inoculacéo.
Portanto, todos os mutantes@ediazotrophicuseisolados e testados mantiveram a insercéo

do elemento EZ::Tn5 no sitio original de insercgéo.
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Figura 18: Analise molecular e fenotipica do mutarg C12 reisolado de plantas de cana-
de-acucar.Plantas de cana-de-acUcar inoculadastro com o mutante C12 foram mantidas
durante 6 semanas em casa de vegetacao e apperdste,G. diazotrophicudoi reisolada.
a.) 5 dos 19 isolados dg. diazotrophicusbtidos das plantas (linhas 4-8) foram submet&dos
PCR de colénia com primers flgA-left e flgA-righfianqueando o sitio de insercdo do
elemento EZ::Tn5. Linha 1: controle negativo (seMADou material de col6nia); linha 2:
DNA de PALS5 selvagem; linha 3: DNA do mutante Cb2) 13 dos 19 isolados foram
inoculados com ponteira de plastico em placas cgar de motilidade. Como controle
positivo, 3 inoculagBes com a estirpe PAL5 selvaderam incluidas. A avaliacdo ocorreu

apos 2 dias de incubacéo, 830
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Também foi avaliado se os mutantes reisolados ldasag mantiveram o fenétipo néao
movel, tipico do mutante C12. Para isso, 13 dosmdfantes reisolados foram inoculados em
placa com agar de motilidade. Conforme esperadiostestes mutantes tiveram um fenotipo
nao movel apds 2 dias de incubacéo (Figura 18 kystAkpe PALS selvagem, usada como

controle positivo, mostrou o fenétipo movel conferesperado (Figura 18 b).

4.2. Mutagénese de um possivel sistema dgiorum sensing na estirpe PAL5 de

G.diazotrophicus
4.2.1. ldentificacdo de genes deiorum sensingo genoma d6. diazotrophicus?ALS

Para uma variedade de bactérias que colonizamaglaot fenbmeno dguorum
sensingesta envolvido na interagdo com a planta hospedear isso, foi avaliada a possivel
presenca de genes envolvidos gnorum sensingio genoma de PALS5, usando técnicas de
bioinforméatica. Analise BLASTP (comparacdo de uregu&nciaquery (aminoacidos) com
um banco de dados de sequéncias de aminoacidasgdaisembros conhecidos da familia
protéica Luxl que tem um papel conhecido @morum sensingevou a identificacdo de um
anico homélogo no genoma de PALS5, que foi nomeasldsdux| (Figura 19). O produto
génico de Glixl tem 209 aminoacidos, contém um dominio consenta$d (sintese de
autoindutor) (Figura 19 b) e é similar a proteinal Rnumero de acesso 054451) (211
aminoacidos) d&khizobium etli Analise BLASTP mostrou um valor E = 2 ¥%35% de
identidade de aminoéacidos (63 residuos idénticés/fgsiduos alinhados) e 47% de
similaridade (83 residuos similares/176 residuoshatios). A analise da regido génica que
flanqueia o gene putativo Gokl mostrou a presenca de 2 genes homologos ddutipd que

codificam reguladores transcricionais, também engos emquorum sensin¢fFigura 19).
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Figura 19: Representacdo grafica de possiveis gengsguorum sensing no genoma da
estirpe PALS deG. diazotrophicus. a.) Representacéo gréfica da organizacédo dos passivei
genes dequorum sensing designados como @Gkl, GduxR1l e GduxR2 Sitios de
anelamento de primers usados neste estudo est@adods (40F/R, 42F/R, 43F/Rh.)
Representacdo dos dominios protéicos conservadesntesdos nas sequéncias de
aminoacidos deduzidas para os genesuddGduxR1l e GduxR2 Similaridades foram
determinadas usando a ferramenta BLASTP no NCBMWwagbi.nlm.nih.gov).
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Estes homologos foram nomeados ddus@®l e GduxR2 GduxR1 codifica um
produto de 298 aminoacidos e apresenta o0s 2 danitimicos para reguladores
transcricionais do tipo LuxR, apresentando na pBlHerminal o dominio de ligacdo de
autoindutor, que € responsavel pela ligacdo de culalé de substancias autoindutoras
produzidas pelas proteinas Luxl, e, na parte Cieno dominio HTH-LUXR que permite a
interacdo da proteina com promotores de genes. @vpsoduto génico de GKRL € similar
com a proteina BisR (numero de acesso AA021111)6 (24ninoacidos) deR.
leguminosarumA anélise BLASTP mostrou um valor E = 1X°e33% de identidade de
aminoacidos (66 residuos idénticos/198 residuashadios) e 50% de similaridade (99

residuos similares/198 residuos alinhados).
4.2.2. Producao de moléculas autoindutoras nao foi deta@m bioensaios

A presenca dos genes IGxR1, GduxR2 eGduxl no genoma da estirpe PALS5 levou
ao questionamento se estes genes estariam enbénauorum sensingO quorum sensing
do tipo Luxl/LuxR depende de moléculas sinalizadphamadas de autoindutoras (HLAS),
gue, em muitos casos, podem ser detectados attaugso de organismos repérteres como a
estirpe NT1 deA. tumefaciengPIPERet al, 1993). Com o intuito de avaliar a producéo
destas moléculas pela estirpe PALS3aliazotrophicugoram realizados bioensaios usando-
se a estirpe NT1 dA. tumefaciencomo organismo repérter. Porém, pedacos de agar de
culturas da estirpe PAL5 crescida em meio de ailygs e LGI-P sdlido e colocados em
placas contendo o organismo repdrter ndo induzaagxpressdo do gene repoiaeZ na
estirpe reporter NT1. Um isolado @Rseudomonasgue serviu como um controle positivo

induziu a expressao decZ, conforme esperado (dados ndo mostrados).
4.2.3. Os genes putativos Gokl, GduxRlL e GduxR2 sdo expressos durante o crescimento

Com o objetivo de verificar se os genes putat@obixl, GduxRlL e GduxR2 séo
expressos, foram realizados experimentos de PQRaascricdo reversa (RT-PCR). O RNA
total foi isolado de células da estirpe PAL5@ediazotrophicusem 4 diferentes fases de
crescimento em meio de cultura liquido, e PCR-RTdalizados com RNA de bactérias de 3
fases sendo: a fase lag inicial (DQegdy= 0,042), a fase logaritmica inicial (D¢de)= 0,075) e
a fase logaritmica (D.(e0)= 0,29). O cDNA foi gerado com os primers 43R, 4082R, que

correspondem aos genes |l®d, GduxRl e GduxRz, respectivamente (Figura 19 a). O
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cDNA obtido foi submetido a PCR com os pares de@rs 43F/R, 40F/R e 42F/R (Figura 19
a), com o objetivo de verificar a expressao doeg&uxl, GduxRl e GduxR2.

A Figura 20 mostra os geis de agarose com o RNraiebo e os produtos de PCR-RT
obtidos. Os resultados mostraram que o RNA foi @k dualidade, pela presenca de bandas
nitidas de RNA ribossomal (Figura 20 a). A ampéifido por PCR ocorreu para todos os
genes, como pode ser confirmado pela presencartiabgara todos os pares de primers
(Figura 20 b). Adicionalmente, a amplificacdo oearrem todas as fases de crescimento
avaliadas. As reacdes de PCR realizadas com oeppriders 40F/R e o RNA da extracéo
sem a etapa da transcricdo reversa ndo mostra@utps de PCR, confirmando assim que
nao havia DNA gendmico na preparacdo do RNA quegsel servir como molde para a
amplificacdo e; portanto, confirmando que os proslutbservados foram amplificados a
partir de cDNA. Com base nos resultados pode-selwiorgque 0s genes putativos 1Gx,
GduxRl e GduxR2 sdo expressos e sugerem que 0S mesmos sejanflgenesais.

Sistemas deguorum sensingdo tipo Luxl/LuxR é dependente da producdo de
moléculas autoindutoras, que sdo sinalizadoragaiendeste tipo dguorum sensingOs
genes responsaveis pela sintese destas molécaolas génes do tigoxIl. A producéo destas
moléculas ndo pbéde ser demonstrada no presentedoesttonforme apresentado
anteriormente. Vale mencionar que € possivel qespecificidade do organismo repérter
NT1 deA. tumefaciensdo tenha possibilitado a deteccdo de moléculdandédia dos HLAS
produzidas po6G. diazotrophicusPortanto, ndo é possivel affirmar com certezaegbe tipo

de molécula ndo é sintetizado.
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10 11 12 13

Figura 20: PCR de transcricédo reversa mostra que agenes Gtuxl, GdluxR1 e GduxR2

sao transcritos. a)Gel de agarose mostrando RNA total, isolado dapesRALS cultivado
até D.Ogoo) = 0,042 (linha 2), D.@o0) = 0,075 (linha 3), D.Quo0) = 0,129 (linha 4), D.Qsxo)

= 0,29 (linha 5). Linha 11 Kb plus DNA ladderb) RNA, isolado de PAL5 em 3 diferentes
fases (fase lag inicial (D.ho)= 0,042), fase logaritmica inicial (D.&o)= 0,075) e fase
logaritmica (D.Qeoo) = 0,29)) foi submetido a transcricdo reversa compomers 40R
(GduxRJ), 42R (GduxR2 e 43R (Gtuxl) seguida por PCR com pares de primers 40F/R
(GduxRY) (linhas 5-7), 42F/R (QdxR2 (linhas 8-10) e 43F/R (Gakl) (linhas 11-13).
Como controle positivo foi realizada uma reacadP@R com DNA de PAL5 com primers
40F/R (linha 4). Como controle negativo, reacoesP@R foram realizadas com primers
40F/R, mas com RNA das 3 fases de crescimento ¢oolde (sem a etapa de sintese de

cDNA) (linhas 1, 2 e 3).
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4.2.4. Mutagénese insercional sitio-dirigida del@d

Com o intuito de determinar uma possivel funcdo geses dequorum sensing
encontrados, independente de bioensaios, foi detada uma estratégia de mutagénese do
gene putativo Gdxl na estirpe PALS5 dé&. diazotrophicusDefiniu-se o uso do sistema

comercialEZ::Tn5'™

<kan-2> transposon insertion k{Epicentre), que possibilita a geracéo
de insercdes de um elemento de transposicdo em &NAN vitro. Conforme descrito em
materiais e meéetodos (item 3.4.4.), foi identificamlgplasmideo pB1, que contém o gene

5M <kan-2>

putativo GduxI (Figura 2). O plasmideo pB1 foi mutagenisado usanBZ::Tn
transposon insertion kifFigura 2). O plasmideo pB1 mutagenisado foi fexigo paraE.

coli DH10B. Foram identificados 41 transformantes tesies ao antibidtico canamicina,
indicando a presenca do marcador de selecdo decemiende transposicdo. Uma etapa de
selecdo adicional com ampicilina mostrou perda esténcia a este antibidtico em 9
transformantes, indicando que a insercao do elendetransposicao provavelmente ocorreu
no gene marcador de resisténcia ao antibiotico @hmai, codificado no plasmideo pB1. Os
plasmideos mutantes derivados de pBl dos demaisaf&ormantes foram submetidos a
andlise de restricdo com a enzifBeoR/. Em 7 plasmideos, a insercdo do elemento de
transposicao ocorreu na regiao delu®d como foi deduzido do padrdao de restricdo com
enzimaEcoRV (Figura 2 e 21 a). O sequenciamento destes fdas® levou a identificacdo
de 1 plasmideo, derivado de pB1l onde a insercageacalentro do gene putativo IGxl
(Figura 21 b). Concluiu-se que, neste plasmidemsarcdo do elemento de transposicéo
ocorreu na terminacdo 5’ do gene. Este plasmidenoimeado de pB1TN17 e usado para a

mutagénese da estirpe PAL5@ediazotrophicus
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b.

ATGCAGACCTATGTATTTTCCTATTCTAGCCECTCGCARGTTCCAGATAT
HTATTTGCAAATGAGCAAGGCGAGATGTCGGGTGTTTAHGéEGCGTCTGG
GLTEEEATGTGCACGACGACGATGEAT TEEAAGTOCGACGAGT TCGATACG
ACGTTGEACCCTCTITATTTCGTCETCGCCEACARCCGEEGECALMACATAT
TGCCTCCCTGAGATTGCTTTCCTGCARAGSGACCARCAATGC TARCCCGAR
TATTCCAAGATTTTTTTCCCGCTGGCTCTGTG2EGEETTTGTAATGCCGEEC
TTTEAATGTACGCGACTCTGCCTTTATGC TCCCEGEEATCGATEARCCECT
TCETCEEATCGEAATTGCEGCAGT TGTGC TACACGC TARGCARTTATGCZAC
TTTCGCAGAATGCETCGEEGCATTATAGETGTGTATTATTCGATCATGCGE
AGAGTGTACGCAARAGSTTGEETEGEECACCCGACACTCTGET TAGTTCTAT
TCAAGARAGATARARATATTGAGC TGEETCEATFFAATET GTCGGAGEAGE
TEETAGGCTCGCTTGECECTCTATGTTGECECCTETCEC T TGATATACCC
CATTATARATCGCGTCATTARGSTCEAL

Figura 21: Selecdo do plasmideo pB1TN17 com uma érgdo do elemento EZ::Tn5
dentro do gene Gduxl. a.) Padréo de restricdo com enziibeoRV desejado (linha 2) e n&o
desejado (linha 1).) Sequenciamento dos 7 plasmideos com o padraculigde desejado
possibilitou a identificacdo de um plasmideo comsarcédo do elemento EZ::Tn5 dentro da

ORF de Gtuxl. O sitio de insercao ocorreu entre a bases inascach vermelho.
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A G. diazotrophicusndo consegue manter plasmideos derivados de pd@ih®
unidade de replicacdo autbnoma, porque estes glasmpossuem uma origem de replicacéo
(rep do replicon pMB1) que néo é reconhecida por eatéébia. Por isso, o0 DNA fornecido
neste plasmideo s pode ser mantidoGndiazotrophicuse o0 mesmo se integrar em uma
unidade de replicagdo (0 cromossomo, por exempto)hdspedeiro. Por causa desta
caracteristica, derivados do plasmideo pUC18 cgrop.exemplo, o plasmideo pB1TN17,
podem ser usados como plasmideo suicida@adiazotrophicus

Com o objetivo de gerar mutantes sitio-dirigidosgeme putativo Adxl, a estirpe
PAL5 de G. diazotrophicudoi transformada com o plasmideo mutante pB1TNIp0s a
incubacgdo, foram observadas 32 coléniasGdediazotrophicusna presenca do antibiético
canamicina, indicando que ocorreram a recombinagioonsequente integracédo do elemento
EZ::Tn5 no genoma de PAL5 (a resisténcia ao anidmiécanamicina esta codificada no
elemento EZ::Tn5, Figura 22).

A integracdo por meio de recombinacdo homoélogaakmideo pB1TN17 no genoma
pode ocorrer por meio de recombinacdo simples ounglés,single crossing-overNeste
caso, o plasmideo inteiro é integrado no genon@ange uma cépia mutante e uma copia
selvagem do gene @&xl. Portanto, a ocorréncia de recombinacao simplesrdesejavel ja
que pode deixar uma copia intacta do gene. No das@combinacdo dupla ou, do inglés,
double crossing-ovepo gene selvagem é substituido pela versdao mut@akex!::TN), sendo
esta a situacado desejada (Figura 22). A recomlnndg@gla é caracterizada por ndo permitir a
integracdo do plasmideo vetor no genoma. Com otiebjele verificar se ocorreu a
recombinagao simples ou dupla, os 32 transformdotam selecionados em meio de cultura
contendo o antibiético ampicilina (cujo marcadorrdsisténcia esta codificado no plasmideo
vetor pUC18). Os resultados mostraram que 29 wamsintes apresentaram resisténcia a
ambos os antibioticos ampicilina e canamicina. Tir@ssformantes apresentaram resisténcia
ao antibidtico canamicina, mas mantiveram-se seissé& ampicilina, indicando que ocorreu

recombinacdo dupla nestes trés transformantes.
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Figura 22: Representacao grafica da recombinacdo gla desejada para a mutagénese
de Gduxl usando o plasmideo mutagénico pB1TN17A Figura mostra como a
recombinacao dupla entre o DNA gendmico e o plasmpB1TN17 provoca a troca do locus
original pelo locus mutante (Gckl::EZ::Tn5). Os sitios da enzima de restrigdodR|, usada
no experimento d&outhern blgtcomo também os sitios de anelamento dos pringRse

43R usados no experimentos de PCR estéo indicados.
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4.2.5. A andliseSouthern blotndica que ocorreu recombinacao dupla para tréantes

Para verificar, a nivel molecular, o sucesso deatrdo gene selvagem I8xl pelo
gene mutante Gaxl::EZ::Tn5, experimentos d8outhern bloforam realizados. DNA total
foi isolado de 6 mutantes, dos quais trés (mutlm@ifl7-4 e mutl7-5) apresentaram
resisténcia apenas ao antibidético canamicina, enquautros trés escolhidos (17-2, 17-3 e
17-6) apresentaram resisténcia aos antibioticoansaima e ampicilina. O DNA total foi
digerido com a enzima de restriggooR| e usado em experimentos Seuthern blotom um
fragmento do elemento de transposicdo como umagsndda PRTN, Figura 2).

A Figura 23 mostra a presenca de uma banda pasiirpe selvagem PALS5, que
representa o fragmentecoR| de aproximadamente 16 Kb que contém o genexGdNos
mutantes mutl7-1, mutl7-4 e mutl7-5, uma banda peso molecular maior pode ser
observada (Figura 23). O aumento do tamanho daabaode ser explicado pela inser¢cédo do
elemento de transposi¢céo dentro do fragmé&ietR1l através da recombinacdo homologa. O
mecanismo de insercao foi o de recombinacdo dupta, vez que apenas uma unica banda
estava presente. A insercdo por meio da recomlonsig@ples causaria a integracéo total do
plasmideo pB1TN17. Cosiderando que o plasmided NBT apresenta um sitio &eoRl, a
insercdo via este mecanismo promoveria a formaedduds bandas nouthern blat De
fato, este padréao pode ser observado para os resitaot 17-2, mutl7-3 e mutl7-6; portanto,
mostrando que a insercdo ocorqgar meio de recombinagcdo simples. Este dado esta de
acordo com o padrdo de resisténcia aos antibiotc@smicina e ampicilina descrito

anteriormente.

4.2.6. Confirmacao do sucesso da mutagénese por meiolde PC

Experimentos d&outhern blorequerem procedimentos complexos e demorados que,
muitas vezes, exigem o0 uso de sondas marcadasatigdioente. Com o intuito de
desenvolver um método mais seguro e mais rapida paravaliacdo do sucesso da
mutagénese, foi realizada a analise de PCR conemiftanqueando o gene 18xl. A Figura
24 mostra um gel de agarose com produtos de PG#oslmom primers 42R e 43R usando-se
0 DNA da estirpe PAL5 e dos mutantes mutl7-1, m2timutl7-3 e mutl7-4.
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Figura 23: Southern blot de mutantes putativos de Ghixl. DNA total de mutantes mutl7-
1, mutl7-4 e mutl7-5 (resisténcia ao antibiétiamacaicina) e dos mutantes mutl7-2, mutl7-
3 e mutl7-6 (resisténcia aos antibidticos canamieimmpicilina) foi digerido coricaRl e
submetido a analiseouthern blotom a sonda PRLUXI. Linha 1: PALS selvagem; lil2h@&
mutl7-1, mutl7-2, mutl7-3, mutl7-4, mutl7-5 e mfliespectivamente.

4.000 pb
3.000 pb

2.000 pb
1.650 pb

1.000 pb

Figura 24: Confirmacéo do sucesso da mutagénese gene Gduxl por PCR. DNA total

dos mutantes mutl7-1 (recombinacado dupla), mut&7a2ut17-3 (recombinacédo simples) e
mutl7-4 (recombinacdo dupla) (linhas 4-7, respantente) foi usado em reagbes de PCR
com o par de primers 42R/43R (veja Figura 21). Ceordrole positivo, foi usado DNA da
estirpe PALS selvagem (linha 3). O controle negatioi uma reacdo de PCR sem DNA
(linha 2). Linha 11 Kb plus DNA ladder
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A estirpe selvagem PALS5, assim como os mutanted Tr2ite mutl7-3, apresentaram
uma banda de aproximadamente 1250 pb, tamanhoesp&rado para o locus selvagem. Os
mutantes mutl7-1 e mutl7-4, porém, apresentarardabade aproximadamente 2500 pb
(Figura 24). O incremento no tamanho das bandaesesutantes pode ser explicado pela
insercao do elemento de transposicdo no locusjre@rfdo o sucesso da mutagénese nos
mutantes mutl7-1 e mutl7-4 e demonstrando a pr@skngma copia intacta do geneuzd

Nnos mutantes mutl7-2 e mutl7-3.

4.2.7. A mutacéo do gene @kl ndo altera a morfologia das coloniasGlediazotrophicus

A avaliacao fenotipican vitro, dos mutantes no gene IGx e dos mutantes com uma
cOpia intacta deste gene mostrou que os mesmosifampeliculas normais em meio LGI-P
semi-sélido sem fonte de nitrogénio, indicando guacao de nitrogénio e a capacidade de
formar pelicula ndo foram afetadas pela mutacagete Gtuxl. Colénias dos mutantes
mutl7-2 e mutl7-3 (que contém uma coépia intactget® Gélxl) e dos mutantes mutl7-1 e
mutl7-4 (s6 com cOpia mutante do gene), ndo pudsmndistinguidas, do ponto de vista
morfolégico, em meio de cultura sélido Dygs, LGIGIEP e Batata-P (Figura 25). Os
mutantes também mantiveram-se moveis em placas agan de motilidade (dados nao
mostrados).

86



BATATA-P

Figura 25: Morfologia de colonias de mutantes Gaixl. Dois mutantes, mutl7-3 e mutl7-
6, gerados pelo mecanismo de recombinacdo simplea €oOpia intacta do gene 1Gxl
presente), e dois mutantes, mutl7-4 e mutl7-5dgerpelo mecanismo de recombinacao
dupla (s6 Ghixl mutante presente), foram inoculados em diferemigiss de cultura (Dygs,
LGI, LGI-P e Batata-P) e a morfologia das colorf@sisavaliada. A organizacdo nas placas
esta representada, onde 3, 4, 5 e 6 representanmutasmtes mutl7-3,mutl7-4, mutl7-5 e

mutl7-6, respectivamente.
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4.2.8. Avaliacéo da capacidade de mutantes no gehaxCde colonizar e de promover o
crescimento de plantas de cana-de-acgUcar

N&o foram observadas diferencas fenotipicas visigei experimentos vitro entre
0s mutantes no gene [@rl e mutantes contendo uma cdépia intacta do gema.avaliar se a
mutacéo do gene @l teria alguma influéncia durante a interacaédeiazotrophicusom
a planta, experimentos de inoculacéo foram readzad

Foi instalado um experimento de inoculacédo de pfanticropropagadas de cana-de-
aclcar, variedade SP70-4311, com aproximadamenilifas da estirpe PALS5 selvagem, o
mutante mutl7-6 (uma cépia do gendu@tlintacta) e com os mutantes mutl7-4 e mutl7-5
(s6 uma coépia mutante de I3xl). A andlise para determinar a presenca da baatésa
tecidos vegetais, realizada cinco dias apos a lag&a, permitiu o reisolamento das mesmas
em todos estes tratamentos, até a diluicdd. Tbmo n&o foi realizada a contagem de
bactérias até as diluicbes mais altas, é possivel & quantidade d&. diazotrophicus
presente nas plantas nao reflita a populacdo eomidsmo assim, a quantidade de bactérias
observadas permitiu estimar que o material vegaftaliado continha, no minimo, em torno
de 10 bactérias por grama de material fresco. Por oldow, ndo foi reisoladdG.
diazotrophicus de plantas micropropagadas (ndo inoculadas) usadaso controle.
Aparentemente, os mutantes mutl7-4 e mutl7-5 cgene Gtuxl destivado, ndo tiveram
nenhuma alteracéo na capacidade de colonizar Bimplde cana-de-acucar.

Com o intuito de avaliar a influéncia das inoctks; dos diferentes mutantes sobre o
desenvolvimento vegetal, plantas adicionais do mxeato de contagem foram
transplantadas para bandejas de aclimatagdo emdeasagetacao e avaliadas durante 6
semanas. Dois experimentos de reisolamento foralzados com as plantas inoculadas com
a estirpe PAL5 selvagem, mutl7-6 (copia intactaGdeixl), mutl7-4 e mutl7-5 (s6 copia
mutante de Gdxl). No primeiro experimento, extracdes foram realazaa partir de 0,1 g da
base do colmo, enquanto o segundo experiment@étizado com 1 g de raiz. A contagem
foi realizada em placas com meio de cultura LGlebh donte de nitrogénio. No primeiro
experimento de contagem néo foi detectada a pres#eG. diazotrophicusNo segundo
experimento, baseado em 1 g de raiz mais colmanf@ncontradas col6nias esporadicas, e a
guantidade de bactérias foi independente da estiopelada.

Um problema nos experimentos de contager® ddiazotrophicusas plantas da casa
de vegetacdo foi o aparecimento de multiplas espébe microorganimos contaminantes,

que, as vezes, foram fenotipicamente parecidos Gondiazotrophicusna sua aparéncia
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guando crescidas em placas de meio LGI-P. Tambénobeervado um alto indice de
infeccdo com fungos, mesmo com a adi¢do de ciciohda no meio de cultura, o que
dificultou a avaliacdo. As plantas restantes fot@nsplantadas para potes com 5 kg de areia-
vermiculita para as avaliagdes futuras do efeitaraeculacdo no crescimento destas plantas.
Durante o experimento em casa de vegetacdo oaomaunfestacédo das plantas com
pulgdes. Foi observada a presenca de bactériascaoamateristicas d&. diazotrophicus

associadas a estes pulgdes. Maiores detalhes mmteancontrados em ANEXO 1.
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5. DISCUSSAO

A determinacdo da sequéncia completa do genomaedtispe PAL5 deG.
diazotrophicus terminada recentemente, possibilitou um maior refibeento sobre os
mecanismos genéticos e bioquimicos qué&.adiazotrophicususa para promover uma
interacdo benéfica com plantas hospedeiras. Usiandonentas de bioinformatica tornou-se
possivel predizer funcdes de novos genes e atérdpatar as estruturas de genomas inteiros
com o objetivo de desvendar fungcdes codificadasjeoasclarecer o contexto evolucionario
do organismo estudado.

Mesmo assim, os métodos da genética classicanoanti tendo uma grande
importancia nos estudos pés-gendmicos modernasptsue hipéteses formuladas a partir
de estudos de bioinformatica frequentemente nd¢aessie validacédo em laboratorio, e, estes
estudos muitas vezes incluiem a modificacdo donisg® ao nivel do seu material genético.
Para que estas modificagBes sejam possiveis, negoa de transformacdo genética sédo
imprescindiveis.

Embora a transformacéo genéticalialiazotrophicusenha sido relatada na literatura
internacional, um método eficiente de transformagdo estava disponivel no Brasil. No
presente trabalho, foi desenvolvida uma metodoldgiransformacao da estirpe PAL5Gle
diazotrophicugpor meio da técnica de eletroporacdo. O métodaeteporacao foi utilizado
para a geracao de mutantes aleatorios e sitidetiegVarios mutantes foram submetidos a
testes fisiologicodn vitro e a testes de inoculacdo de plantas de cana-daracam o

objetivo de validar o papel destes mutantes.

5.1. Transformacdo e mutagénese dé. diazotrophicus

A transformacdo genética de bactérias pode sbrada de diferentes formas. Uma
forma, tradicionalmente muito utilizada, é a comjg@p, um mecanismo nhatural de
transferéncia de material genético entre duas alddacterianas por contato direto
(LEDERBERG & TATUM, 1946). Uma desvantagem destaauelogia é que ela é realizada
pela mistura do organismo doador e o organism@ieste, e, posteriormente deve ser

realizada uma etapa de selecdo para o organisnigerge. Adicionalmente, testes de
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transformacdo dé&. diazotrophicuspor meio de conjugacéo tém sido pouco eficientes n
laboratério de genética e bioquimica da Embrapabigtogia (Seropédica, RJ, Brasil). Entre
outros métodos mais rapidos hoje disponiveis,dindla uma estratégia de transformacao da
estirpe PAL5 deG. diazotrophicuspor meio da técnica de eletroporacdo. Para testar
eficiéncia de um método de transformacao, plasmsidempativeis com o organismo alvo
sdo geralmente usados. SEVILLA & KENNEDY (2000) econcaram a transformacdo da
estirpe PALS deG. diazotrophicusom varios plasmideos derivados do plasmideo pBT23
(BAGDASARIAN et al, 1981). Por este motivo, a eletroporacdo foiatestcom este
plasmideo e os dados apresentados mostraram guesésttégia foi eficiente para a estirpe
PALS deG. diazotrophicus

Tentativas de mutagenizar a estirpe PALS5Glediazotrophicuspela eletroporacéo
com mini-transposons que foram descritos por SIM&NI. (1989) ndo tiveram sucesso,
embora microcol6nias tenham sido observadas apéssformacdo. O mesmo foi observado
por GUILHABERT et al. (2001) quando tentaram usar oS mesmos mini-traosgopara
transformar a bactéria fitopatogéni¥glella fastidiosa Uma possivel explicacdo poderia
estar no mecanismo de funcionamento dos mini-tasw s, que requer a expressao da
transposase codificada no préprio vetor. O surgimele micro-colénias na presenca do
antibidtico seletivo para o transposon, significe @ mini-transposon foi transferido para o
organismo alvo. Porém, o fato da perda da capaeidestas micro-colénias crescerem indica
que 0 proximo passo, isto €, a transposicao, néoeace que 0 organismo perdeu o vetor
com 0 mini-transposon responsavel pela resistéziantibiotico seletivo. Vale relembrar
que esta explicacdo é de carater hipotético.

Para evitar possiveis problemas de expressdo ciofiamento da transposase, um

5™ <kan-2>Tnp Transposom¥

novo tipo de elemento de transposicéo, EZ::Tn
(Epicentre), foi usado. Este elemento de transfosigerivado de Tn5, ja vem complexado
com a proteina transposase, evitando a etapa dasefip da mesma. A eletroporagcédo da

5™ <kan-2>Tnp Transposom¥& foi

estirpe PAL5 deG. diazotrophicuscom o EZ::Tn
realizada com sucesso, rendendo uma eficiénciaédé a 16 cfulug de transposome. As
eficiéncias de transformacédo observadas foram gliasdo comparadas com a bactéfia
fastidiosa,onde eficiéncias entre 1,2 x *16fuiug e 7,5 x 16 cfulug transposome foram
observadas (GUILHABER®Et al, 2001; KOIDEet al, 2004; Llet al, 2007). A eficiéncia
aqui observada possibilitaria a geracdo de ban@smdtantes saturados em poucos

experimentos de eletroporacdo como foi descrita Paaeruginosa(JACOBSet al, 2003).
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5.2. O uso do PCRI para a determinacéo de sitios de ingéo

A determinacédo do sitio de insercéo do elementwathesposicao requer o isolamento
do DNA que flanqueia a insercéo. No caso em guagnfento inserido no genoma contenha
uma origem de replicacdo bacteriana, a técnicasigate de plasmideo (plasmid rescue, em
inglés) pode ser aplicada. Caso contrario, métbdssados em PCR sdo geralmente usados
como, por exemplo, PCR mediado por ligacdo (LMPGRIligation mediated PCR, em
inglés) (PRUD'HOMet al, 1998) ou PCR inverso (IPCR ou inverse PCR, gytés) (RICH
& WILLIS, 1990). Mais recentemente, também o segignento direto tém sido
mencionado na literatura como método para ideatifgitios de insercdo de transposon em
microrganismos (QIMRONMt al, 2003). Neste caso, 0 sequenciamento é realizstulo-se
o DNA gendmico de bactéria como molde, com printkerssequenciamento que anelam na
sequéncia conhecida do transposon e permitam @aedo DNA que o flanqueia. A
intensidade do sinal obtida na reagdo de sequeentamaumenta linearmente com a
quantidade de DNA molde, enquanto, no PCR comumr@aona relacdo exponencial. Por
isso, a metodologia do sequenciamento direto reguer grande quantidade de DNA molde
(até 5 pg) (QIMRON et al, 2003), uma vez que geralmente cada molécula (cada
cromossomo) contém apenas um sitio de ligacaogparianer. Um outro fator que dificulta o
uso desta metodologia é que 0 uso do cromossoramoirtomo DNA molde aumenta a
chance de hibridizag&o inespecifica da sonda, pldeausar sinais de sequenciamento mal
resolvidos. Varias tentativas de sequenciamen&tialaom DNA de mutantes de transposome
de G. diazotrophicusforam realizadas sem sucesso, neste estudo. Ogoma@xpostos
anteriormente poderiam fornecer uma explicacéo gsteafato.

A ineficiéncia do sequenciamento direto levou eols de uma metodologia que
dispensava a clonagem de DNA e foi feita uma agaptdo método de PCR inverso (PCRI),
descrito por MARTIN & MOHN (1999). DNA gendmico digdo com as enzimas de
restricao de corte frequerfest e Pvu e, posteriormente, circularizado foi usado conud®
para PCRI com trés pares de primer, possibilitamdonplificacdo de ambas as bordas da
insercdo. Foi observado que a temperatura de aeetarmeste processo € um fator
importante, sendo que a elevagcdo da mesma We péra 58C aumentou a quantidade de
reacOes positivas (Figura 9). Provavelmente, teatpers de anelamento mais baixas
provocam a hibridizacéo inespecifica resultandaeagdes ineficientes. Para os mutantes da
série “B”, foi possivel obter produtos de PCR ferte especificos em 16 dos 17 mutantes,
equivalente a 94%, quando todos os pares de pforan usados (Tabela 1). Em contraste,
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nenhum produto foi obtido com os pares de primara pm mutante da série “B” (Tabela 1).
Isto pode ocorrer quando, por motivos de coinci@éms sitios de restric&st e Pvu, estdo
com grandes intervalos. Os primers podem ficardidtante, que a amplificacdo ndo ocorre
na reacdo de PCRI. Nestes casos, uma possiveisgoderia ser o uso de PCRI com outras
enzimas de restricdo. O PCRI dos mutantes dass&riee “B” ndo foi realizado com todas
as possiveis combinacdes de primer, e, por isses esutantes ndo foram usados para a
determinacao da eficiéncia.

O sequenciamento dos produtos de PCRI obtidos gsafi6 mutantes da série “B”,
possibilitou a determinagdo do sitio de inserca@m @8 mutantes (Tabela 2). Portanto, o
indice de sucesso do PCRI, seguido de sequenciampard os mutantes da série “B” foi de
aproximadamente 75%. Para 3 dos 16 produtos de,R@RIforam obtidas sequéncias de
qualidade. A presenca de impurezas nas preparded@blA, ou um conteudo alto das bases
nitrogenadas C e G no produto de PCR poderiam axplos problemas obtidos no
sequenciamento. Possivelmente, a clonagem desidatps de PCRI em vetores, antes do
sequenciamento, poderia solucionar estes probleamsmpurezas.

A metodologia de PCRI demonstrada neste traballw fofnece uma cobertura
completa de todos os mutantes de transposome sbhitEsmo assim, o atual método é muito
mais rapido que os métodos envolvendo etapas dagdm, sendo possivel obter produtos de
PCRI em 2 dias e sendo possivel sequenciar estieitpppcom 0s mesmos primers sem a
necessidade de clonagem. O fato dos mutantes BTA2e apresentarem os fendtipos
esperados (hipersensibilidade a luz UV-C e auséeiflagelos, respectivamente) (Figuras
13, 14, 15 e 16) para o sitio de insercdo detedimear sequenciamento direto de produtos
de PCRI, confirma a confiabilidade deste métodm@dém, a qualidade de sequéncias obtidas

a partir de produtos de PCRI pode ser verificadia presenca da ponta do elemento EZ::Tnb.

5.3. Estudos sobre o modo de inser¢céo dos mutantes

5™ <kan-2>Tnp Transposom® é um derivado,

O transposon Tn5, do qualEZ::Tn
apresenta pouca preferéncia para sitios de insguo@m, algumas caracteristicas do DNA
alvo podem influenciar a insercdo. Foi descrita yrederéncia de insercdo de Tn5 para a
sequéncia A-GNTYWRANC-T (onde Wé AouT; Ré AGBGuY é Cou T e N é qualquer
base) (GORYSHINet al, 1998). Também foi observado que Tn5 tém uma gedea para

DNA ativamente trasncrito (McKINNONet al, 1985). Idealmente, para a geragdo de
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bibliotecas de mutantes com uma boa cobertura donge, a inser¢cdo do elemento de

transposicado deve ocorrer aleatoriamente, de f@queagrande parte dos genes tenha uma
chance igual de ser mutagenizado. Adicionalmentgs&javel a ocorréncia de uma unica

insercdo em cada mutante.

Experimentos deSouthern blotmostraram que todos os mutantes resistentes ao
antibiético seletivo canamicina, apresentavam aé&srja do elemento de transposi¢cdo nos
seus genomas. Também foi demonstrado que 26 erstr&270 mutantes analisados
apresentavam insercdes Unicas enquanto um muitamsediuas insercdes. Pela variacao entre
tamanhos de bandas observadas nos diferentes agjtastinsergées parecem ter ocorrido de
forma aleatoria.

O modo aleatorio das insercbes foi confirmado piéerminacdo dos sitios de
insercdo em 31 mutantes, ja que todos apresentasangdes em sitios distintos (Figura 10 e
Tabela 3), distribuidas pelo genoma inteiro (Figlitgd Nenhuma das inser¢des ocorreu na
sequéncia consenso descrita acima (A-GNTYWRANCMgsmo assim, em 2 locais no
genoma, ocorreram agrupamentos de insercfes. GatesitB5 e B9 tiveram insercdes no
mesmo local que codifica o DNA ribossomal (rDNA)giira 10 e 11, Tabela 3). O DNA
ribossomal tem um nivel de expressdo alto e catigtt Portanto, a ocorréncia de 2
inserc0es nesta regido génica poderia ser explipatka preferéncia de Tn5 por DNA
ativamente expresso (McKINNO®t al, 1985). A mesma explicacdo n&o parece valergmara
insercdes nos mutantes B12, B17 e C7 que ocorrerangenes que codificam para uma
proteina UvrC, uma proteina hipotética e uma ire@Siamonofosfato desidrogenase (GuaB)
respectivamente. Portanto, ainda permanece naareddo se estas insergbes ocorreram
preferencialmente para certos sitios, ou se o agrapto ocorreu de forma aleatéria.

Dos 31 mutantes, 28 apresentaram insercdes démtgenes (Tabela 3 e Figura 10).
Juntos, estes dados indicam que a mutagéneserga €3tL5 deG. diazotrophicusisando o
EZ::Tn5™ <kan-2>Tnp Transposom® é valida para a geracdo de mutantes com insercées

independentes em genes presentes no genoma dagbacté

5.4. A estabilidade das inser¢cbes do elemento EZ::Tn® vitro ein vivo fornece uma

ferramenta Gtil para estudos fisoldgicos e ecolaps

Quando colecbes de mutantes aleatoérios de tramsigé® usadas em experimentos de

screeningn vitro ouin vivo, € importante verificar se 0s mutantes sdo gearatate estaveis,
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uma vez que transposons sao elementos intrinsetameos de mobilizagdo. Um exemplo
disto é a observagdo que insercfes de um transmisomado de Tnl0 em mutantes de
Francisella tularensidoram instaveis e alvos de transposicédo apésesgéis no genoma do
organismo (LAURIANOet al, 2003).

No presente estudo, a analiseStmithern blocom mutantes antes e apds o cultivo
prolongadoin vitro, mostrou que a inser¢cdo do elemento EZ::Tn5 figives em todos os 7
mutantes testados. Portanto, aparentemente n&artspdsases ativas g diazotrophicus
com a capacidade de causar a transposicdo do eterB@n.Tn5. Vale lembrar que a
estabilidade genética em experimentosvitro ndo garante a estabilidade genética em
circunstancias naturais, como dentro da plantaduesga. Para certos tipos de experimentos,
a estabilidade sob este tipo de condicdo pode r@mdg importancia. Por exemplo, a
realizacdo de uma selecdo de mutantes afetadoster@acgdo com a planta requereria a
estabilidade genética sob estas condicdes.

Neste estudo foi demonstrado que todos os isolde&s diazotrophicusobtidos de
plantas inoculadas com o mutante de flagelo Cl@taradas sob condi¢cdes nao estéreis em
uma casa de vegetacdo, durante seis semanas, enamtiva mutacdo original. Outra
indicagdo interessante que o experimento forneoeuwjde, embora a planta tenha sido
contaminada com uma variedade de outros microng@sis nenhum isolado dé&.
diazotrophicusselvagem foi encontrado, mostrando que as plariasforam contaminadas
por G. diazotrophicusdurante a permanéncia sob condi¢cdes ndo estéisis. dado €
importante para a validacdo de experimentos deulag@&o de cana-de-acucar cden
diazotrophicussob condi¢bes nédo estéreis em geral. Também, erdpaastabilidade genética
possibilitaria 0 uso do elemento EZ::Tn5 como umraador molecular em estudos
ecologicos, sendo possivel monitorar um mutanta petsenca do elemento. Assim, esta
ferramenta possibilitaria distinguir entre bactgriaoculadas e aquelas que entraram no

sistema como contaminante.

5.5. Hipersensibilidade do mutante B12 a luz UV-C

Além de demonstar a robustez da metodologia deg@nése de transposome seguida
de determinacéo de sitio de insercao por PCRlaksardos mutantes B1ayC::EZ::Tn5) e
C12 flgA::EZ::Tn5) forneceu alguns dados interessantesesmipapel dos genes semelhantes

deuvrC eflgA emG. diazotrophicus
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O geneuvrC de E. coli codifica a proteina UvrC que tem uma funcdo nanepme
lesBes provocadas no DNA por luz UV e agentes @oaisniA proteina UvrC esta envolvida
em um dos mecanismos de reparo de DNA presentélula,cchamado de reparo por excisdo
de nucleotideos (REN) (HOEIJMAKERS, 1993). O RENuré mecanismo, no qual um
oligonucleotideo contendo danificacbes como, pcenmg®o, dimeros de pirimidina, séo
removidos, possibilitando o reparo. O processo ¢etmpde REN em bactérias envolve
apenas trés proteinas, UvrA, B e C. Um complexmé#aio pelas proteinas UvrA e UvrB é
responsavel pelo reconhecimento do sitio danificAdoroteina UvrA dissocia do complexo
e, nesta fase, a proteina UvrC é recrutada parataima UvrB. A proteina UvrC funciona
como uma endonuclease e introduz um corte dos BidoS’ da fita danificada, liberando um
oligonucleotideo de 12-13 residuos. Em seguidgamformado € preenchido pela enzima
DNA polimerase I, recontituindo o sitio original{8ERY, 2007).

Conforme esperado, o mutante B1@vrC::EZ::Tn5) apresentou um fendtipo
hipersensivel a luz UV-C, o que aponta para umedoimmportante do sistema UvrABC em
G. diazotrophicusem resposta aos agentes mutagénicos como a @éadidl (Figura 13).
No mesmo experimento, foram encontrados fortescioglida acdo de uma fotoliase. A
aplicacdo de luz visivel em células mutantes (nat&12) apos a aplicacdo de luz UV-C,
resultou em um fenétipo bem menos sensivel. Feggdigdo encontradas em microrganismos,
plantas, e animais, mas ndo em seres humanodjzamtia energia da luz para converter
diretamente dimeros de pirimidinas em mondémergdjendo o efeito da luz visivel sobre a
sensibilidade a luz UV-C (SINHA & HADER, 2002). Agsenca de um gene, cujo provavel
produto é similar com a fotoliase PhrA (nUmero desao Q55081) pode, portanto, explicar
esta observagéo.

5.6. Motilidade dependente de flagelo e formacédo de bibhes

O mutante C12figA::EZ::Tn5) apresentou um defeito de motilidade emonsemi-
sélido e em placas de motilidade (Figura 15) e arescopia eletrbnica demonstrou a
auséncia de flagelos (Figura 16). A motilidade raédipor flagelos pode ser do tipo, em
inglés, swimmingou swarming sendo que gwimmingé um comportamento solitario que
acontece em liquidos e em meio de cultura com beaxeentracdo de agar, enquanto o

swarmingé um tipo de motilidade social, envolvendo sireg@ quimica e QS entre células
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da populagdo, e que ocorre em meios de culturdosdlfacima de 0,4%) (SHARMA &
ANAND, 2002).

A motilidade observada no presente estudo pareceasprimeira vista, do tipo
swimmimg apresentando bordas lisas, sendo que colbnidgp@ewarmingcostumam ter
uma borda altamente irregular. Porém, ha exempolsagdtérias que apresentam swarming,
dando origem a colénias com bordas lisas, como aasw daE. coli e da Salmonella
typhimurium(HARSHEY & MATSUYAMA, 1994). Também, colbnias d&. diazotrophicus
formadas em agar de motilidade apresentam camgtatasi que indicam uma organizacao
populacional e tém caracteristicas de um filme, fiqnee quebra quando é forcada com ajuda
de uma alca ou ponteira de plastico. Adicionalmenée literatura ha véarios exemplos de
trabalhos que relatam a motilidade do tgwarming onde o tipo de meio de cultura usado
(abaixo de 0,3%) e a aparéncia das colonias mibtgisaria motilidade do tipgwimming
(veja, por exemplo, MILLERt al, 2007 e RAJAGOPAL/4et al, 2007). Portanto, parece néo
haver um consenso absoluto determinando as cdsticiEs exatas de cada tipo de motilidade
flagelar. Os estudos sobre a natureza da motilidameervada par&. diazotrophicus
merecem ser mais aprofundados futuramente.

A motilidade mediada por flagelo em bactérias ipi#a a quimiotaxia, uma
caracteristica que possibilita que a bactéria zealim movimento em direcdo de uma
concentracdo de uma substancia benéfica, ou de dmasubstancias téxicas (WADHAMS
al., 2004). Acredita-se que a quimiotaxia tem um papgortante em ambientes com grandes
variacbes em concentracao de nutrientes, comoaSmda rizosfera (MILLERt al, 2007).
Uma questao interessante é, portanto, se a quiddiria um papel na colonizagéo da raiz
da cana-de-acucar p@&. diazotrophicussendo que os exudados de raiz da planta poderiam
atrair esta bactéria, como tem sido mostrado pares/ outras bactérias (MILLERBt al.,
2007).

O flagelo também tem outras fung¢des, independedéesjuimiotaxia, mas com
possivel importdncia para a interacdo com a pldmdapedeira. Bactérias interagem
fisicamente com superficies para formarem comumislaculticelulares complexas, chamadas
de biofilmes, que podem conter multiplas espéd@SNHORN & FUQUA, 2007). PRATT
& KOLTER (1998) estudaram mutantes de flageloEdecoli e propuseram um papel do
flagelo, tanto na interacdo fisica inicial com @esticie, como também na expanséo sobre a
superficie durante a colonizacdo. Estes autoredramasy que a quimiotaxia ndo esta

envolvida nestes processos Encoli.
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Os dados apresentados no atual estudo, sugerepapghdo flagelo na formacéo de
biofilmes em |1a de vidro como substrato @rdiazotrophicugFigura 17). Possivelmente, a
capacidade d&. diazotrophicusde formar biofilme possa ter um papel na coloréipaga
superficie e do interior da cana-de-acucar. NesttidD, é interessante a observacao que
mutantes de flagelo d& melilotitanto tiveram defeitos na formagé&o de biofiimesmo na
capacidade de induzir nédulos na planta hospeddfaéfa (FUJISHIGEet al, 2006). No
presente estudo, foi realizado um experimento @euilacdo de cana-de-agcucar com o
mutante C12. Uma contagem de bactérias associgolasta, 5 dias apos a inoculacdo, ndo
indicou defeitos deste mutante na colonizacdo, wem que quantidades similares de
bactérias puderam ser isoladas para 0 mutanteaeapestirpe selvagem PAL5. Porém, vale
mencionar que ha davidas com respeito a eficiéhiasterilizacdo da superficie das plantas
(1 min com cloramina T (1%)) antes da extracao a&drias, o que pode ter provocado a
grande quantidade de bactérias observadas pa@segtratamentos, selvagem e mutantes.
Portanto, é preciso um novo estudo de inoculacém &ificar a eficiéncia do mutante C12
na colonizacéo da planta. Uma conclusdo que podeasa € que o mutante C12 ndo perdeu
completamente a capacidade de colonizacéo, ja quetante péde ser reisolado de uma

planta apés 6 semanas de crescimento em casaetagésy (item 4.1.7.).

5TM

5.7. A mutagénese sitio-dirigida usando &Z::Tn5 ™ <kan-2> transposon insertion kit

Neste estudo, o sistema para transpositadtro, o EZ::Tn5™

<kan-2> transposon
insertion kit foi usado para a mutagénéseitro do possivel gene dpiorum sensingduxl,

com o intuito de identificar um possivel papel degtne no crescimento da bactéria ou na
interacdo com a cana-de-acgUcar. Este kit foi estmlpor causa da auséncia de sitios de
restricdo adequados no plasmideo alvo, que patsilaiin uma mutagénese por clonagem. A
estratégia de transposic#v vitro escolhida se mostrou eficiente para a mutagériéee s
dirigida, como foi verificado por andlises &uthern blote PCR (Figuras 23 e 24). Em
principio, esta metodologia podera ser aplicada pamutagénese sitio-dirigida de qualquer

5TM

gene. O elemento de transposicdddo: Tn5 ™ <kan-2> transposon insertion kié idéntico

aquele do transposome, para o qual foi demonstradaabilidade genétidga vitro e in vivo.

5TM

Portanto, mutantes sitio-dirigidos gerados usanBd:orn5 ™ <kan-2> transposon insertion

kit, deverdo ser igualmente estaveis.
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5.8.  Quorum sensing do tipo LuxRI em G. diazotrophicus ?

Bioensaios com o organismo reporter NT1 ndo pdiailaim a detecdo de moléculas
autoindutoras produzidas polG. diazotrophicus Esta observacdo né&o significa
necessariamente, que este tipo de molécula nandézida, sendo que o reconhecimento de
moléculas autoindutoras por proteinas do tipo Lé@xRn processo com certa especificidade.
Se aG. diazotrophicusestiver produzindo um autoindutor que néo é reeoidio pelo
organismo detector, o bioensaio da um resultadativeg

Estudos de expressao génica por RT-PCR mostraramg3 genes Gkl, GduxR1
e GduxR2 sdo expressos, indicando que sao genes funcigR@sra 20). Porém, neste
estudo, nenhum fenoétipo pode ser observado, semdorilogia das colbnias mutantes de
Gdluxl igual a da estirpe selvagem PAL5 (Figura 25). Teamba motilidade dos mutantes em
placas de motilidade é aparentemente normal (n&braam). Os mutantes foram capazes de
formar peliculas em meio semi-sélido livre de m@oio, indicando que a FBN nao foi
afetada (ndo mostrado). Porém, ndo pode-se excluissibilidade da FBN ocorrer em uma
taxa menor, como € o caso em mutantefRkdetlino gene de Q¥inl, onde a FBN em
ndédulos de feijao foi 60-70% menor que para apsselvagem (DANIEL®t al, 2002).

Possivelmente, diferengcas nas respostas entréaplaie cana-de-agUcar inoculadas
comG. diazotrophicuselvagem ou com mutantes no gendéusddooderdo ser observadas no
experimento de inoculacdo que esta em andamento.

Um problema nos estudos sobre o papel de QS amsalgrganismos, é que nem
sempre mutantes apresentam fenétipos claros, cahsetvado parR. leguminosarupuma
bactéria com 4 pares de genes do tip&RlI (GONZALEZ & MARKETON, 2003). Um fator
que dificulta a analise do sucesso da interacde a@. diazotrophicu® a cana-de-agucar, €
a auséncia da formac&o de uma estrutura claraagsgbpite uma avaliacdo, como no caso da
interacdo entre leguminosas e rizébios, na qualloédao formados.

A importancia geral da sinalizagéo de QS do tipgRl nas interacdes entre plantas e
bactérias endofiticas continua sendo uma area pkcw@sacao. Por exemplo, o genoma de
Azoarcusndo apresenta genes de QS do tipo LuxRI (KRAESGH., 2006). Os autores deste
estudo sugerem que a auséncia de genes de QSuseriadicio de que a bactéria é
“desarmada” no que diz respeito a viruléncia. Poréste raciocinio é contradito pela
presenca de genes de QS no genon@.akazotrophicusuma bactéria que tem um estilo de
vida e caracteristicas similares. Uma outra congdargue poderia ser feita € entre o genoma

de G. diazotrophicuse o0 da bactéri&gluconobacter oxydansuma bactéria préxima @.
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diazotrophicusdo ponto de vista filogenético, mas que néo fikegénio, nem € endofitica,

e da qual a sequéncia genbmica completa foi detadai (PRUSTet al, 2005). A
proximidade entré&. diazotrophicue G. oxidansé demonstrada pela observacédo que muitos
dos genes dé. diazotrophicusem seus homadlogos mais proximos ®noxidangdados néao
mostrados), enquanto os genedu@de GduxR1de G. diazotrophicugém seus homdlogos
em rizobios (veja item 4.2.1.). No genomaGleoxydansgenes de QS do tipo LuxRI ndo
foram encontrados. Esta observacao pode levarezdsgdo de que, possivelmente, 0s genes
de QS tenham sido adquiridos g&rdiazotrophicusle outras bactérias do mesmo nicho, pela
transferéncia horizontal. Por sua vez, este evsat@ uma indicacdo que a presenca dos
genes de QS teria uma relacdo com o estilo deevidafitico deG. diazotrophicusPortanto,

a possivel funcéo e a importancia da presencartesgke QS do tipo LuxRI no genomaGle

diazotrophicusontinuam desconhecidas.
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6. CONCLUSOES

Os dados apresentados nesta tese mostram a @ikilaéerramentas de transposon
baseados no elemento de transposicdo EZ::Tn%5ewtiazotrophicus Mutantes aleatérios
foram obtidos de forma eficiente e a metodologiaptala de PCRI desenvolvida neste
estudo, permitiu a determinacédo rapida de sitiomskErcdo. Usando o mesmo elemento de
transposicdo como base, um mutante sitio-dirigmlgene Ghlixl, possivelmente envolvido
com monitoramento populacional quorum sensingoi gerado, embora a funcédo deste gene
em G. diazotrophicusgpermaneca desconhecida. Estudos futuros pararexsiao possivel
sistema de quorum sensing @ndiazotrophicuserao necessarios.

Os experimentos de inoculacéo de plantas de cavagittar com diferentes mutantes
ainda nao foram concluidos para fornecer dadoslusios sobre o efeito das mutacdes
descritas sobre a interacdo planta-bactéria. Qegtes experimentos ja mostraram, é que, no
minimo um mutante aleatdrio, com uma insercao engene flagelar, manteve sua mutacéo
no sitio original, durante 6 semanas no interiorudea planta hospedeira. Junto com a
estabilidade genética observada em experimenteiro, estes dados indicam uma robustez
do uso das ferramentas de transposon do tipo EZ::Tn

A verificacao fenotipica de um mutante em um dagelarflgA e outro em um gene
envolvido em reparo de DNAJvrC, forneceu alguns dados novos sobre a fisiologi& de
diazotrophicus Foram encontradas evidéncias para um papel delflana motilidade e na
formacdao de biofilme er. diazotrophicuge a mutacdo no gene de reparo de DNA deixou a
G. diazotrophicusipersensivel a irradiagdo com luz UV-C.

Portanto, este estudo trouxe novas mtodologiasutagénese para o uso em
G. diazotrophicugjue poderéo ter um papel importante em estudiedofigcos e ecologicos

na fase pds-gendmica desta bactéria.
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ANEXO I. Pulgdes como insetos hospedeiros de G.

diazotrophicus?

Durante experimentos em casa de vegetacao, oaamatnfestacdo com pulgdes em
algumas plantas inoculadas com a estirpe mutant&7pbu(Gduxl::EZ::Tn5). Estes pulgdes
foram coletados para avaliar a possivel presenc&.ddiazotrophicusno interior destes
insetos.

Cinco pulgdes, obtidos de plantas inoculadas com matante mutl7-5
(Gduxl::EZ::Tn5) foram colocados em microtubo tipo Eppmhde desinfectados
superficialmente com 1 ml de cloramina T (1%) dtednmin, sob agitacdo manual leve para
garantir o contato do produto com o animal. Os @sdgforam lavados duas vezes com aqua
destilada estéril e homogeneizados em 1 ml de &olwalina. Cem (100) ul deste
homogeneizado e de uma diluicdo do mesmo de ftbam distribuidos em placas LGI-P
contendo 50 mg/l de extrato de levedura. Apos § daincubacédo, foi avaliada a aparéncia
das colénias. Uma placa contendo 100 pl da dilulgEodo extrato dos pulgdes, apresentou
80 colbnias com aparéncia @e diazotrophicusA quantidade média de bactérias derivada de
cada pulgdo foi calculada como sendo de aproximad&ml16000 (10 x fOx 80 / 5 =
[correcdo aliquota 100 ul] x [fator da diluigdoJquantidade de colénias] / [quantidade de
pulgbes]). Reacbes de PCR foram realizadas comrialatie colénias e os primers AD e
1440, especificos para o gene 23S rDNAdaliazotrophicugKirchhof et al, 1998) Para 5
colonias, escolhidas aleatoriamente, bandas dontamnasperado par&. diazotrophicus
foram observados, sugerindo que as coldnias foeaspéci&. diazotrophicugFigura 1 a).

Com o objetivo de verificar se as bactérias comaataristicas d€&. diazotrophicus
tinham sido retiradas da planta pelo pulgéo, fdofam experimento de PCR com o par de
primers 42R/43R, que amplificam o locus do genéuddNeste experimento, 10 colonias
provenientes dos pulgdes foram analisadas. Todasotesdos apresentaram uma banda
representando o locus (Bl selvagem, como foi 0 caso quando DNA ou uma cal@ie
PALS5 selvagem foram testados (Figura 1 b). Uma &andior, do tamanho esperado para o
locus mutante QdxI::EZ::Tn5, foi observada para o DNA do mutante rithl que tinha
sido inoculado na planta que foi colonizada peldgges (Figura 1 b). Quando o material de
colonia deste mutante foi usado em uma reacao e ddd os primers 42R/43R, nenhum
produto foi observado (Figura 1 b) Uma possivelieapao da auséncia de uma banda nesta

reacao, seria uma menor eficiéncia de PCR a p&rtinaterial de coldnia, quando comparado
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com PCR com DNA. Nao foi possivel, entdo, avaleao $ulgao carreia, de alguma forma, a
G. diazotrophicugjue esta colonizando a planta que ele infecta. ddagados indicam que,
aparentemente, o pulgdo ja carregava as bactéaagsgéecieG. diazotrophicus A
determinacdo da espécie a qual o pulgdo perteméeresalizada no laboratorio de controle

biolégico da Embrapa Agrobiologia.

2 3 4 5 6 7 1kb+ 1kb+1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 1415

Figura 1: Analise de PCR de coldnia dé&. diazotrophicus isolada de pulgdesa.) Bactérias
isoladas de pulgbes em meio de cultura semi-seléifwl-P foram submetidas a PCR de
colénia com primers AD/1440, especificos p&adiazotrophicusLinha 1 e 2: controle
positivo (colonia de PALS) e negativo; linhas 3edl6nias isoladas de pulgdm) PCR com
primers 42R/43R, especificos para o locus d&ddLinha 1: controle negativo; linha 2:
controle positivo (DNA de PALD); linha 3: controjeositivo (DNA mutl7-5); linha 4:
controle positivo (colénia PALS); linha 5: contrgb®sitivo (colénia mutl7-5); linhas 6-15:

col6nias obtidas de pulgdo. 1 Kidt+Kb plus DNA ladder

Um estudo mostrou a presenca @e diazotrophicuse de uma outra espécie de
Gluconacetobacter, G. sacchadlém de outras acetobacteraceae no interior sidrpraga
de cana-de-agucar, a cochonillgag¢charococcus sacchamealy bugem inglés) (Ashbolt e
Inkerman, 1990). Em contraste com os dados aquesaptados, estes autores nao
encontraram acetobacteraceae em pulgdes, o quatiesram a um pH mais alto no interior
destes insetos, o0 que seria incompativel com apeasles. diazotrophicusUm estudo mais
recente utilizou a técnica de hibridizacdo fluoeese in situ (FISH) para estudar a
importancia quantitativa d8. saccharino interior deSaccharococcus sacchag chegaram a
conclusdo qué&. saccharirepresenta apenas uma menor propor¢cao da poputacémbiota
presente neste inseto (Frarmgteal, 2000). Portanto, para avaliar a importanciargagnca de

G. diazotrophicusnos pulgdes, experimentos populacionais deverdoeséizados. Mesmo

115



assim, a quantidade estimada de bactérias presestpulgdes, neste estudo, foi acima de
10000, o que parece ser um numero bastante elesasiderando que o peso de 1 pulgéo é
menor do que 1 mg.

Andlise de PCR mostrou também que o genextdos isolados d&. diazotrophicus
foi selvagem (Figura 26), enquanto os insetos foisotados de plantas inoculadas com o
mutante mutl7-5, com o gene I&d mutante. Portanto, estes dados indicam que. a
diazotrophicusencontrada no interior do pulgdo néao originou kdata inoculada, sugerindo
que o pulgéo ja carrega@ diazotrophicusantes de infectar as plantas de cana-de-acucar do
experimento. Obviamente, esta conclusao é validaapno caso da estabilidade genética da
mutacdo no gene Gkl no mutante mutl7-5 dentro da planta. Porém, ossdaklidos para
o mutante C12 (Figura 17) indicam que as inserddéeslemento EZ::Tn5 sdo genéticamente
estaveis. Portanto, estes dados mostram que ordleiB&:: Tn5 pode ter um potencial para o

uso como marcador molecular em estudos ecolégicos.
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ANEXO IlI: Comunicado Técnico

Comunicado técnico 84, publicado na Embrapa Agtobia em marco de 2006 (ISSN 1517-
8862)

Titulo: Transformacao de Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL5 pela técnica de
eletroporacéo

Luc Felicianus Marie Rouws
Adriana Silva Hemerly
José Ivo Baldani

Introducao

Gluconacetobacter diazotrophicésuma bactéria aerdbica, Gram-negativa, com Gqdei

de fixar N, originalmente isolada do interior de raizes, @sdre folhas da cana-de-acucar
(Cavalcante & Doébereiner, 1988; Gillis et al., 1p89sta bactéria também ja foi encontrada
em batata docelgomoea batatgs capim colonido Fennisetum purpureuntafé Coffea
arabica) e abacaxiAnanas comosligBaldani & Baldani, 2005) para uma revisao). Arpe
PAL5 deG. diazotrophicugromove o crescimento da cana-de-acucar, em prée/es da
fixacdo de nitrogénio, porém, outros mecanismossigelmente a producdo de auxinas e
giberelinas estdo envolvidos também (Sevilla et 2001; Bastian et al., 1998). As
caracteristicas de promotora de crescimento fazefa dma bactéria com potencial
biotecnoldgico para a agricultura.

Atualmente, a seqiiéncia completa do genoma daefkL5 estd sendo determinada em um
projeto da rede Riogene (www.riogene.Incc.br), nal@ Embrapa Agrobiologia é uma das
instituicbes parceiras. As informacfes genéticaadges por este seqiénciamento, dardo um
impulso no conhecimento e no entendimento sobneresessos fisiolégicos e bioquimicos
envolvidos no efeito positivo da bactéria sobreescimento da cana-de-acucar.

Na fase seguinte ao sequenciamento, ou seja, pdasgendmica, os dados gerados serao
usados como subsidio para estudos de laboratdmoocobjetivo final de otimizar os efeitos
positivos nesta interacdo. Para os estudos de leag@rgenética € importante possuir um
método de transformacado génica que possibilitevinfeem nivel molecular, na genética da
bactéria. Estudos sobre os mecanismos de expresdéoregulacdo dos genes bacterianos
envolvidos no processo de promoc¢ado do crescimeatcatia-de-acicar sdo exemplos da
necessidade de transformacéo génica.

O desenvolvimento de métodos para a realizacaouti@génese sitio-dirigida ou aleatoria, e
marcacdo da bactéria com genes de resisténciail@éaods ou genes reporter, devem
considerar as particularidades da espécie backeutlizada. Uma técnica rapida e simples,
que € amplamente usada para a transformacdo d&ri@sceé a eletroporacdo. Para que as
células possam ser transformadas por este proelssdevem ser eletrocompetentes, ou seja,
com capacidade para receber fragmentos de DNA ardéafeavés de poros temporariamente
formados na membrana celular, induzidos por umopelistrico de alta voltagem.

A eletrocompeténcia celular é conseguida pela zaleis células em fase de crescimento
exponencial seguida por sucessivas lavagens gasm\asremocdo de ions e impurezas do
meio extracelular. Para cada espécie de bactémecéssario determinar as condi¢cdes
adequadas de lavagem e de eletroporacéo.

Este trabalho descreve o desenvolvimento de unogoiat de transformagéo para a estirpe
PALS5 deG. diazotrophicugom o plasmideo de pKT230, pela técnica de gletegao.
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Condicdes de cultivo das bactérias

A estirpe DH10B deEscherichia coli utilizada como hospedeiro para a clonagem e a
multiplicacdo de plasmideos, foi cultivada a 378Cmeio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et
al., 1989). Para o cultivo d&. diazotrophicugestirpe PALS5, foram usados meio Dygs (2 g/l
glicose, 1,5 g/l peptona, 2 g/l extrato de levedQra g/l KLHPO,, 0,5 g/l MgSQ.7H,0, pH6)

e meio C2 (10 g/l peptona, 15 g/l glicose, 5 g/CNa 5 g/l extrato de levedura, pH6). Para os
meios solidos foi adicionado 15 g/l de agar. O dsaneio de cultura C2 e da solucdo de
glicerol de 10% neste trabalho foi baseado em a®lanteriores sobre a eletroporacao
(Teixeira et al., 1999).

Preparacéo de células eletrocompetentes e diazotrophicus estirpe PALS

As células eletrocompetentes foram preparadas gi@inge forma (Figura 1): um tubo de
ensaio contendo 5 mL de meio de cultura C2 foiukemto com uma col6nia da estirpe PAL5,
obtida de uma cultura fresca em meio Dygs sélidta ré-cultura foi incubada a 200 rpm a
30°C até atingir a fase logaritmica de cresciméMohoras de crescimento). Dois mL desta
pré-cultura foram transferidos para um frasco gdo &rlenmeyer com volume de dois litros
contendo 200 mL de meio de cultura C2 liquido. Estitura foi incubada sob as mesmas
condi¢des da pré-cultura, durante aproximadamehteofas, até atingir uma densidade Otica
de 0,6 a 0,7 no comprimento de onda de 600 nm.a&cdr contendo as células foi entédo
resfriado sobre gelo por 30 minutos. A partir destenento, todas as etapas foram realizadas
sobre gelo, inclusive as solucdes usadas as quars fautoclavadas e resfriadas antes do uso.
A cultura de 200 mL foi distribuida em 4 tubos dpotFalcon com 50 mL cada, e
centrifugada durante 10 minutos a 4.000 rpm, 4°Cretar de angulo fixo (centrifuga
Eppendorf 5810R) para precipitar as células. Oeswatante foi descartado e os tubos foram
deixados em posicao invertida sobre papel abs@\dunrante 5 segundos para possibilitar a
drenagem completa do sobrenadante. Foi adicion@dol5de glicerol 10% a cada tubo. Os
sedimentos bacterianos foram ressuspendidos, dwitaruscos movimentos dos tubos. Esta
etapa € demorada e leva cerca de uma hora. Apgsaleta ressuspenséao, as células foram
novamente centrifugadas (4.000 rpm, 4°C, 10 min)sebrenadante descartado. A lavagem
com glicerol 10% foi repetida sob as mesmas comrgdigiescritas acima. A segunda etapa de
ressuspensdo das células é mais rapida que a mainj@i que parte das impurezas
extracelulares foi removida durante a primeirad@ma, diminuindo a coesao nos sedimentos.
As células foram novamente centrifugadas (4.000, @, 10 min) e os sedimentos foram
ressuspendidos em 4 mL de glicerol 10%. Observgugea quantidade de glicerol nesta
tltima etapa pode variar conforme a quantidade élelas obtida. Apdés a completa
ressuspensédo, as ceélulas eletrocompetentes forstnbuidas em aliquotas de 100 em
tubos do tipo Eppendorf, congeladas em nitrogéigjoido e estocadas a -70 °C para uso
futuro.

Preparacéo do plasmideo de teste pKT230

O plasmideo pKT230 (Bagdasarian et al., 1981), cu&ém um gene de resisténcia ao
antibiotico canamicina € do grupo de incompatibilie IncQ e € compativel com a estirpe
PAL5 deG. diazotrophicusPor este motivo o plasmideo pKT230 foi escolhidmadNA

de teste para avaliar a eficiéncia do método deopleracao.

O plasmideo foi obtido da seguinte forma: o plagmigMSKC4 (Sevilla e Kennedy, 2000),
que é uma construcao reporter baseado no plasmpiKiE230, foi digerido com a enzima de
restricdo EcoRI (Invitrogen) para remover o gene reporibA apos a digestdo os
fragmentos de DNA foram separados usando eletsdoce gel de agarose, e a banda
correspondente ao plasmideo pKT230 foi isoladee Eagmento foi tratado com ligase T4
(Invitrogen) para restaurar o plasmideo pKT230 pemé circular. O plasmideo foi
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transferido para a estirpe DH10B Hecoli pela eletroporacdo usando o equipamento “electro
cell manipulator 600" (BTX Inc. EUA), para a sualiplicacdo. A preparagdo do plasmideo
para a eletroporacdo da estirpe PAL5 foi realizaela lise alcalina, conforme descrito em
Sambrook et al. (1989).

A eletroporacéo da estirpe PAL5 dés. diazotrophicus

Com o objetivo de determinar o funcionamento ei@éesicia do método de eletroporacéo da
estirpe PAL5, um experimento de eletroporacdo complasmideo pKT230 foi realizado
(Figura 2). Aliquotas de 10@ de células de PALS5 eletrocompetentes foram degeadas
sobre gelo por aproximadamente 10 minutos. Emoeletretas com espaco de 2 mm (BIO-
RAD) previamente geladas foi colocado atgglde DNA do plasmideo de teste pKT230,
seguido de 10Qul de células eletrocompetentes. A cubeta foi indabsobre gelo por 2
minutos, e colocada entre os eletrodos do equip@nielectro cell manipulator 600" (BTX
Inc. EUA). Foi aplicado um pulso elétrico com oglgates parametros: 188, high voltage,

2,5 kilovolts, constante de tempo ~0,8 msec. Intadiante apos o pulso, 2 mL de meio C2
(30°C) foram adicionados. A suspencdo de ceélulasmaio C2 foi homogeneizada e
transferida para um tubo do tipo Falcon de 15 nricebada em incubadora durante 2 horas a
30°C com rotacdo de 200 rpm para possibilitar ape@céo das células e a expressao dos
genes introduzidos durante a transformacao. Postente, as células foram distribuidas em
placas com meio Dygs contendo 20§mL de canamicina. Estas placas foram incubadas a
30°C durante 3 dias, até que as colonias pudesserissalizadas (Figura .3)

O numero observado de colénias de PAL5 e a qualgida DNA usada, foram combinados
para determinar a eficiéncia da transformacéofajuix10® a 3x18 de transformantes peg

de DNA. N&o houve formacdo de coldnias resistentes controles negativos (células
eletroporadas na auséncia de DNA), demonstranda gesisténcia observada para PALS5 foi
devido a presenca desse plasmideo (Figura 3).

Verificagdo da identidade dos transformantes pelo #todo de PCR

A confirmagédo da identidade dos transformantes AeS5Pobtidos por eletroporacdo foi
realizada pela amplificacdo de uma sequiéncia esp8piecifica presente no gene 23S DNAr
desta bactéria. Os primers usados nas reacdesRIeldé€Eblénias foram: primer AD (5-TGC
GGC AAA AGC CGG AT-3") e primer 1440 (5-GTT GGC ATGAA GCA GCC-3")
(Kirchhof et al.,, 1998). As reacOes foram realizadmsando um kit de Taq polimerase
(Invitrogen) em volume total de 50 contendo: 1 U Taqg polimerase,ubtampéao (10x), 4
mM MgCl,, 200uM de dNTPs, 50 pmol de primer AD e 50 pmol de prih#40. Junto a
esta mistura foi adicionado o material de uma dal@irado de uma placa, usando ponteiras
de pipeta de plastico. No controle positivo folizdéido material de uma colénia de PAL5 néo
transformado, e no controle negatiyd_lde agua foi adicionado. As misturas de PCR foram
preparadas e levadas ao termociclador, onde forssmetidas ao seguinte programa: 3
minutos a 93°C, 30 ciclos de 45 segundos a 93°Gedtindos a 60°C e 60 segundos a 72°C,
seguido por mais 10 minutos de extensdo a 72°C.

A amplificacdo do fragmento espécie-especifico dneg23S DNAr por PCR a partir das
colonias de PALS5 confirmou a capacidade de transdgéo da estirpe PALS pelo protocolo
de eletropopracédo (Figura 4). Em alguns casosh@addde bactérias contaminantes foram
observadas. Algumas destas coldnias também fordmetidas ao PCR sob as mesmas
condicbes. Nestes casos nao houve amplificacdofiroando a identidade dos
transformantes como derivados de PAL5 e a coniialoie da reacdo de PCR como
ferramenta auxiliar de selecdo. Vale mencionar queaparecimento de bactérias
contaminantes ocorreu em um nivel baixo e ndo gieu a geracdo de transformantes. Em
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subsequentes experimentos de eletroporacdo, ocapardo destes contaminantes pode ser
eliminado.

Isolacdo do plasmideo pKT230 dos transformantes d®ALS

Com o objetivo de confirmar a presenca de pKT238 transformantes de PALS5, o
isolamento de DNA plasmideal de um transformarniteciaizado pelo método de lise alcaline
(Sambrook et al., 1989). O DNA extraido do transfnte e o plasmideo pKT230 original
foram tratados com a endonucle&®RI (Invitrogen) e separados e visualizados em gel de
agarose.

O plasmideo isolado do transformante de PAL5 foi desmo tamanho (11.8 kb) do
plasmideo pKT230 original, confirmando que pKT236taga presente e pode ser
multiplicado nesta bactéria (Figura 5).

Concluséo

O protocolo desenvolvido apresenta-se simples &laggpara a transformacdo génica da
estirpe PAL5 deG. diazotrophicus pela técnica de eletroporagdo. Este protocolo é
imprescindivel como ferramenta para a geracdo dantas e a engenharia genética desta
bactéria.
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Figura 3: Recuperacao da estirpe PAL5 apds a eletropor@giolas foram eletroporadas na
auséncia (a) ou na presenca (b) de 500 ng de DN#admnideo pKT230. As células foram

distribuidas em placas com meio Dygs contendoi@@®L canamicina e a avaliacdo ocorreu
apos 3 dias de incubacéo a 30°C.

Figura 4. Reacdo de PCR a partir de colbnias de transfdemamia estirpe PAL5 e de
colénias de bactérias contaminantes, usando oeiAD e 1440, especificos para o gene
23S DNAr deG. diazotrophicusColbnias derivadas de PAL5 (linhas 8, 9, 10, &pl6nias
contaminantes (linhas 4, 5, 6, 7, 12). Linha 1:ticde positivo (PCR com 40 ng de DNA de

PALDS), Linha 2: controle negativo (PCR com aguahhl 3: controle positivo (PCR com
colonia de PALS selvagem).
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Figura 5. O plasmideo pKT230 (Linha 2) e o plasmideo edtrada estirpe PAL5
transformada (Linha 3), digeridos com a enzima e&ricdoEcoRIl Linha 1: marcador
molecularl Kb plus DNA ladde(Gibco).
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ANEXO Il1I: Artigo publicado na revista “Archives of
Microbiology”.

Archives of Microbiology, vol 189(4): paginas 39854 Abril de 2008.
Publicagéo eletronica: 5 de dezembro de 2007.
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Abstract Gluconacetobacter diazotrophicus a nitrogen-fixing bacterium, which was
originally isolated from the interior of sugarcapkants. The genome of strain PALS5 Gt
diazotrophicus has been completely sequenced and a next stephes functional
characterization of its genes. The aim of this ptwds to establish an efficient mutagenesis
method, using the commercial Tn5 transposon EZLTN&KAN-2>Tnp Transposonie
(Epicentre). Up to 1 x fOmutants pemg of transposome were generated in a single
electroporation experiment. Insertion-site flanksegjuences were amplified by inverse PCR
and sequenced for 31 mutants. For 10 of these msutaoth insertion flanks could be
identified, confirming the 9 bp duplication that tigical for Tn5 transposition. Insertions
occurred in a random fashion and were geneticalipls for at least 50 generations. One
mutant had an insertion in a homolog of the flaagediendigA, and was therefore predicted to
be affected in flagella-dependent traits and usedvdlidate the applied mutagenesis
methodology. This mutant lacked flagella and was-mwtile on soft agar. Interestingly, it
was also strongly affected in the ability to forrofbm on glass wool.

Abreviations
Tz Transposon-like DNA element from EZ:: Th5<KAN-2>Tnp Transposonie
IPCR Inverse PCR

Key words Nitrogen-fixing bacteria, Endophytes, Transposormerse PCR, Flagella,
Motility, Biofilm
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Introduction

Gluconacetobacter diazotrophicus a Gram-negative diazotrophic bacterium that was
originally isolated from apoplastic fluids of Brban sugarcane (Cavalcante and Ddbereiner
1988; Gillis et al. 1989), which may obtain up @6 of its nitrogen from biological nitrogen
fixation (Lima et al. 1987; Boddey et al. 2008&). diazotrophicusappears to be highly
adapted to life inside the sugarcane plant sireceptimal growth occurs at 10% sucrose and
pH 5.5; conditions found inside this plant (Baldamd Baldani 2005). AdditionallyG.
diazotrophicusis assumed to play an important role in biologio#togen fixation in
association with the sugarcane plant (Sevilla.e2@01).

The sugarcane plant has been shown to alter thectiptional levels of its genes in
response to inoculation witB. diazotrophicusAL5 (Vinagre et al. 2006; Cavalcante et al.
2007; Rocha et al. 2007). Conversely, very litdeknown about the mechanisms tlat
diazotrophicususes to enable host-plant infection and the aestabent of a beneficial
interaction. In other bacterial species, motilibyofilm formation, production of signaling
molecules andjuorum sensin@re involved in this kind of interaction (Danhaind Fuqua
2007). Such mechanisms may be expected to aceimtéraction between sugarcane &d
diazotrophicusas well.

Several aspects of the genetics of nitrogen fixathave been investigated in this
micro-organism. A cluster ofif andfix genes from PAL5 has been identified (Lee et al.
2000) and the characterization of several aspdcteeoregulation of nitrogen fixation and
nitrogen metabolism have been reported (Teixeidd. €999; Ureta et al. 2001; Perlova et al.
2002, 2003).

Inoculation experiments with anifD non-N-fixing mutant showed thatG.
diazotrophicuspromotes plant growth through nitrogen fixatiothaugh other growth
promoting factors are involved (Sevilla et al. 2P00hein vitro production of indole-acetic-
acid and gibberellins by this bacterium has beenvsh(Fuentes-Ramirez et al. 1993; Bastian
et al. 1998) and may provide an explanation fordhgserved growth-promotion by tim&D
mutant. However, the biosynthetic pathways of thegestances . diazotrophicugemain
unknown.

The determination of the complete PALS5 genome secpieshould help to form a
better understanding of mechanisms that enablenafib&l interaction with the host plant.
Nevertheless, for many new genes, difficulties ¢sign exact functions make bench-studies
indispensable. A powerful tool in these studiesramsposon mutagenesis, which has been
reported forG. diazotrophicugLee et al. 2004). However, the only mutation ezteely
described by these authors appeared not to bedlinkethe transposon insertion. Also,
transformation by means of conjugation, reportedhat study, requires laborious selection
procedures to purify transformants from donor béate

Goryshin et al (2000) described the Tn5 based p@smne system. The transposable
element of the transposome contains a kanamydstaase gene, flanked at both sides by the
19 bp inverted repeat of the Tn5 transposon. Thement is complexedn vitro with a
hyperactive transposase protein, forming the foneti transposome, which can be transferred
to bacterial cells by electroporation. The trangpes has been successfully used in a wide
range of bacteria. Mutagenesis with the transpossysim has also been successful for plant
pathogenic bacteria from genera suctXgkella (Guilhabert et al. 2001; Koide et al. 2004, Li
et al. 2007) XanthomonagSun et al. 2003) andseudomonagBretz et al. 2002). However,
to our knowledge, the use of the transposome syBtsmot been reported for an endophytic
plant growth promoting bacteria such@sdiazotrophicus
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Here, a procedure is described to generate largeers of random and genetically
stable insertional mutants &. diazotrophicusstrain PAL5S by electroporation with the Tn5
transposon EZ::TriB <KAN-2>Tnp Transposome (Epicentre). The exact insertion site of
the transposon-like element (Tz) in 31 mutants wbesntified by inverse PCR (IPCR)
followed by sequencing. One mutant, designatedhs@&2, with an insertion in a homolog of
the flagellarflgA gene was used to validate the mutagenesis metigndol

Materials and methods

Cultivation conditions

G. diazotrophicusstrain PAL5 (BR 11281) was obtained from the Emhr@grobiologia
Culture Collection and was grown at 30°C in C2 meti(Teixeira et al. 1999) or in Dygs
medium containing (g/l) (glucose, 2.0; glutamicdad.5; peptone, 1.5;KPQ,, 0.5; MgSQ
.7HO, 0.5; yeast extract, 2.0; pH 6.0) (Rodrigues Netoal. 1986). Media were
supplemented with 200g/ml kanamycin when necessary. For solid mediag/IL6f agar was
added.

Electroporation of5. diazotrophicu$?AL5 cells with transposome

In a chilled 0.2 cm-gap-electroporation cuvettg) df transposome composed of 0.1 pmol of
the transposon-like element (Tz) (Fig. 1) and 1fIES::Tn51 transposase was mixed with
100l of electrocompetent cells, prepared as deschivediously (Teixeira et al. 1999). The
cuvette was placed between the electrodes of atr@leell manipulator 600 manifold (BTX)
and submitted to a pulse with the following setsinigigh voltage mode, 2.5 kV, 18band a
time constant of 8 ms. Immediately after the pubsel of liquid C2 medium was added and
the cells were incubated for 2 hours at 30°C withking at 150 rpm to enable cell recovery
and expression of the marker gene of the Tz elenTéret transformed cells were selected on
Dygs plates amended with 206/ml kanamycin. After 3 d incubation at 30°C th@earance

of bacterial colonies was evaluated.

DNA manipulations, sequencing and sequence analyses

For total DNA extractions, cells from 1 ml of de uha para o outro grown cultures in Dygs
liquid media were spinned down and DNA was isolaisthg the Wizard genomic DNA
purification kit (Promega).

For Southern bloinalyses, approximatelyy of total DNA was completely digested
with restriction enzymécaRl, separated on 0.7% agarose gel and transfesretythond—N
membranes. Hybridization was essentially as desdrigGambrook et al. 1989), using a
BarH|/Xha fragment of the Tz element (Fig.1), labeled witfiP-dCTP.

In order to determine insertion sites, a methodplogsed on IPCR as described by
Martin and Mohn (1999) was used. For IPCR to warkyas important to use frequent-
cutting restriction enzymes, because smaller fraggsneare more easily amplified in
subsequent PCR reactions. The restriction enzyPsisand Pvu, that cut the Tz element
once, but have frequent restriction sites in the®4enome, were chosen to completely
digest genomic DNA. Digested DNA was treated with DNA ligase (Promega) to
circularize the linear fragments, which were theediin PCR reactions. Apart from primers
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FP-1 (ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC) and RP-1
(GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG), included in the EZ: T8 <KAN-2>Tnp
Transposome kit, two additional primers, PVU-LEFT
(GAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGA) and PVU-RIGHT
(GAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGA), were designed to enablthe amplification of
both Tz-flanking sequences (Fig 1). PCRRsi-digested and religated DNA was done with
primer pair FP-1/RP-1, thus amplifying the “RP-ank” of the insertion. FoPvu digested
and religated DNA, the “RP-1 flank” as well as -1 flank” could be amplified using
primer pairs RP-1/PVU-LEFT and FP-1/PVU-RIGHT, resfively. PCR products were
purified using the Wizard SV gel and PCR clean-ygtesm (Promega). These products were
then sequenced using the DYEnamic ET terminato(Gd Healthcare) with primer FP-1 or
RP-1 on a MegaBace 1000 sequencing device (GEhdaadt).

The flanking sequences of insertion sites wereyaedl by comparison to public
translated DNA sequence databases using BLAST aodt(Antschul et al. 1997). The signal
sequence in thBgA homolog in mutant strain C12 was identified witle ISMART software
(Schultz et al. 1998; Letunic et al. 2004).

Genetic stability assay

To check the stability of the Tz insertions in RAL5 genome Southern blotexperiments
were performed withecoRI-digested DNA from 7 mutants (A8, A9, A10, B2, B33, B12)
before and after prolonged cultivation. All mutaitains were cultivated during 6 passages in
liquid Dygs culture medium amended with kanamy&mce bacteria were diluted 500x from
a culture with O[go0=0.8 and then grown until reaching the sameggeR0.8, approximately

9 generations (2512) were estimated to occur during each pasddw=efore, the quantity
of generations was estimated to be at least 5@gltinis experiment.

Motility assay

Motility agar was based on LGI-P medium (Retsal. 1994) containing 5% glucose as a
carbon source and 0.25% agar. Bacteria from Dyatephwere inoculated using pipet tips on
the centre of 90 mm plates containing motility agdre colony diameter was evaluated after
3 d of growth at 3TC.

Biofilm assay

For biofilm assays, single bacterial colonies fr@8nday old cultures on Dygs plates were
inoculated in 125 ml erlenmeyer flasks containin® ral liquid modified LGl medium
(Cavalcante and Ddbereiner 1988), pH5.5, contaifiimgM glutamic acid and 0.1 g of glass
wool (Leco Co., USA). These cultures were grown7amh at 30C and 150 rpm.

Quantification of the biofilm was done basically described by O Toole and Kolter
(1998). Briefly, the growth medium was removed &he glass wool was stained with 1%
crystal violet solution during 10 min. Flasks werashed 4 times with 100 ml of 0.7% NaCl
solution during 15 min under agitation at 150 rf@rystal violet was extracted from the glass
wool with 4 ml 95% ethanol and quantified by measyithe absorbance at 560 nm. Data
from 4 independent repetitions were analyzed wilkely's test at p<0.05.
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Transmission electron microscopy

For electron microscopy, cells from 3 d old cultiom motility agar plates were suspended in
water. This suspension was deposited on Formvaedd00 mesh Nickel grids and stained
with uranyl acetate accordingly (Sandy S Videiralapa Agrobiologia, not published).
Samples were examined under a Zeiss EM900 transmigkectron microscope.

Results and Discussion

Efficient generation of PAL5 mutants by electrogmna of transposome complexes

Efforts to transform PAL5 cells by electroporatiauith suicide plasmids carrying the Tn5
derivative mini-transposons pSUP102Cm::Tn5-B20 p8dP102Cm::Tn5-B21 (Simon et al.
1989) gave high numbers of micro-colonies afteriBodibation on Dygs plates amended with
selective antibiotics for the transposon (kanamyama tetracyclin respectively) (data not
shown). However, these micro-colonies stopped grgvét this stage, and were unable to
grow after transferring to fresh selective Dygdgdaa phenomenon which has been observed
earlier with X. fastidiosa(Guilhabert et al. 2001). Functioning of mini-tsposons requires
the expression of the transposase gene locatdteaguicide plasmid. Possibly, the temporary
presence of the transposon-carrying suicide plasmidy have allowed transient antibiotic
resistance in these putative transformants, wheraasposition may not have occurred.

To avoid possible problems with transposase exjgresa PALS5, the transposome
system was used. In an electroporation experimenghich PALS cells were transformed
with 20 ng of transposome (Fig. 1), approximaté)y dormal kafi colonies were obtained in
a first experiment, which represents a transformatéfficiency of 5 x 10 cfulug of
transposome. In subsequent experiments, transfiomefficiencies of up to 1 x £&cfu/ug
transposome were obtained. In control experimemtere cells were electroporated without
transposome, no colonies were observed. The tnanafmn efficiencies observed for PAL5S
were high when compared to the plant associatedetyam X. fastidiosa,for which
transformation efficiencies between 1.2 X tfu/ug and 7.5 x 1bcfulug transposome have
been reported (Guilhabert et al. 2001; Koide et28l04; Li et al. 2007). The observed
transformation efficiencies for PALS are sufficiefdr the rapid generation of saturated
mutant libraries, as has been reportedaeruginosaJacobs et al. 2003).

Tz insertions occur in a random fashion and aregeadly stable

From two different electroporation experiments,Rifative mutants- 10 mutants (AXA10
series) from the first, and 17 mutants {BB17 series) from the second experimentvere
selected for molecular analyses. Ideally, transpasatants should contain single insertions
of the transposon, randomly distributed throughbetgenome. In order to verify if this was
the case for these 27 mutan8qguthern blotexperiments withEcoRI-digested DNA were
carried out. Single integrations occurred in 26 antd as could be concluded from the
presence of single bands (Fig. 2a). Only in a simgutant (A7), two integrations apparently
took place according to the presence of 2 hybndiZdands. This result was confirmed when
the Southern blotwas repeated with restriction enzynkeoRV (data not shown). The
variation in size of the hybridizing bands amoneg thifferent mutants indicated that the
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insertions occurred randomly. Therefore, th&muthern blotexperiments indicated that
mutagenesis with transposome generated predomyrangle-insertion mutants in a random
fashion.

In theory, transposases codified on the host gemigt possibly cause transposition
and therefore genetic instability of the Tz elemdritis has been observed irfFeancisella
tularensismutant, where a Tnl10 transposon was shown to rfrove the original insertion
site to another (Lauriano et al. 2003). To cheadk gtability of the insertions in the PAL5
genome Southern bloexperiments were performed with DNA from 7 mutg#8, A9, A10,
B2, B3, B8, B12) before and after prolonged cutima All mutant strains tested maintained
hybridizing bands of the same size after 6 passagiéguid Dygs culture medium, or at least
50 generations (Fig. 2b). Therefore, it was comnetudhat Tz insertions were genetically
stable in the PAL5 genome.

IPCR followed by sequencing allowed Tz insertide sietermination

Identification of the exact site of transposon itisas could be achieved by several methods.
Our objective was to establish a quick PCR-basethadethat would dispense cloning
procedures. Therefore, a modified form of IPCR ascdbed by Martin and Mohn (1999)
was used with restriction enzymes and primers destiunder materials and methods and in
Fig.1.

IPCR followed by sequencing enabled the deternonatif the exact Tz insertion site
for 31 mutants, of which 19 were from tt8outhern blotexperiment, and 12 mutants
(C1-C12 series) were from a third electroporation expent (Table 1). The insertion sites
for the majority of the mutants from series A ande&cept mutants A8, A9 and A10) were
determined only by IPCR with the primer combinatiBR-1/RP-1 onPst-digested and
circularized DNA. For the 17 mutants from the Bisgrall primer combinations (FP-1/RP-1,
FP-1/PVU-RIGHT, RP-1/PVU-LEFT) were exhaustivelsted onPsi and Pvu-digested
DNA as described under materials and methods. Tdrerehe efficiency of the present IPCR
method can be estimated using the success-ratseartion site identification for the mutants
of the B-series. The Tz insertion site was sucodlgsfietermined for 13 of these (Table 1).
No IPCR product could be obtained for one mutahisTmay be caused by large spacing
between restriction-sites near the insertion gitgng large DNA fragments that are difficult
to amplify by PCR (Martin and Mohn 1999). For 3 amiss, sequencing of IPCR products
was unsuccessful or gave low-quality sequences wleme insufficient for insertion site
identification. It may be hypothesized that high -G@htent of target DNA complicated
sequencing in these cases, because the genome @iylogenetically relate@luconobacter
oxydanshas an overall GC-content of 60.8% (Prust et @052. Taken together, it can be
concluded that for the mutants of the B-seriesstiezess-rate for insertion-site determination
by the present IPCR method was 13 out of 17, orcxamately 75%.

Proper Tn5 transposition generates a 9 bp dirgeateat the insertion site, caused by
the transposition mechanism. Thus, after a propmunsposition event, the 9 bps at the
insertion site should be found at both sides of Taeelement. This 9 bp duplication was
confirmed in all 10 mutants for which both insentilanking sequences were determined
(data not shown), thus demonstrating the occurrehtagitimate transposition.

Four mutants presented Tz insertions in intergeegions. All the other insertions
were in coding regions, which is consistent witle thbservation that Tn5 seems to have
preference for actively transcribed DNA (McKinnanag 1985). In 2 mutants (B5 and B9),
integrations occurred in ribosomal DNA regions, ethimight be interpreted as insertion site
preference. However, bacteria usually have seveppies of ribosomal DNA, and the
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insertions in the mutant stains B5 and B9 occuatedistinct sites. Thus, the observation that
2 mutants have insertions in similar genomic regialves not necessarily imply target
preference. The mutant A7 with the double Tz ingerbhad one insertion in a transposon-
related gene. Four mutant strains had insertionganserved) hypothetical proteins. There
were no identical insertion sites found amongsinBiants tested.

Phenotypic characterization of mutant strain Clih\&n insertion in a putative flagellar gene

DNA sequencing analyses after IPCR allowed vergythat the mutant C12 contained a
mutation in aflgA homologous gene, which is essential in flagelsinthesis irGalmonella
(Nambu and Kutsukake 2000). These authors shovetdheflgA gene product is transported
to the periplasm via the sec secretory pathway vhigerobably acts as a chaperone to assist
the polymerization of the FIgl protein to form tRering, which is part of the flagellar basal
body. Like itsSalmonellahomolog, the predicted FIgA polypeptide from PAi#&s a putative
signal-peptide (MTFHVASVCAATLRSA), as indicated BMART analyses, suggesting that
this protein may act in a similar wa§. diazotrophicusas peritrichous flagella (Gillis et al.
1989), and therefore we predicted that the mutaainsC12 would be deficient in flagella-
dependent traits. To test this hypothesis, whichldiconfirm the efficiency of the transposon
mutagenesis system f@. diazotrophicussome experiments were realized.

Wild-type PAL5 was found to display motility on thmeotility agar described under
Materials and methods (Fig. 3a). Some mutants Wzthnsertion not expected to influence
motility, also showed similar motility (data notaskin). In contrast, the mutant strain C12
completely lost motility (Fig. 3b).

Wild-type PAL5, and the mutant strain C12, werevestigated by electron
microscopy. While several peritrichous flagella &velways observed on wild-type cells,
none of the mutant cells of C12 had flagella (Fd). Therefore, it seemed likely that the
flgA-homologous gene was involved in flagella synthesRAL5, and that the inactivation of
this gene in mutant strain C12 led to the non-re@iid flagella-less phenotype.

Motility by flagella has been shown to be involved the formation of bacterial
biofilms, and a model has been proposed where fdaitkbacterial cells depend on flagellar
motility to form an initial monolayer of cells onsairface as a first stage in biofilm formation
(Pratt and Kolter 1998; O’'Toole and Kolter 1998hefefore, we tested if the flagellar mutant
strain C12 was able to form normal biofilms. StrRiAL5 formed biofilms on glass wool in
LGI medium, which were visible as small aggregatisr 48 h of growth, and which could
be stained with cristal violet. After 72 hours n€ubation, stained biofilms were visualized in
greater detail with a light microscope (Fig. 3&).cbntrast to PALS, the mutant C12 did not
adhere and form biofilm on glass wool. The diffarenn biofilm-forming capacity between
the wild-type PALS5 and the mutant strain C12 wasficmed by biofilm quantification (Fig.
3f). Together, these data strongly suggest thafltg#e G. diazotrophicuggene was indeed
disrupted in strain C12, confirming the efficienazfyTn5 mutagenesis using the transposome
system forG. diazotrophicusBesides, our results suggest that @GediazotrophicudigA
gene product is involved in flagella biosynthesmatility and biofilm-forming capacity. The
possible involvement of flagella in biofilm formati by G. diazotrophicusis especially
interesting sinceSinorhizobium melilotiflagellar mutants were shown affected both in
biofilm-forming capacity and nodule formation (Fljige et al. 2006).

Conclusively, the data presented here show thattrefworation of PALS5 with
transposome enabled the rapid generation of elévatienbers of random Tn5 transposon
mutants. An adapted form of the IPCR methodologwbésd rapid identification of
transposon insertion sites, dispensing cloning gatoces. Additionally, mutants were shown

133



to be genetically stable. The robustness of thénoaketiogy was reinforced by the observation
that a mutant in a putative flagellar gene, asipted, lacked flagella, motility, and biofilm
formation. PAL5 transposon mutant libraries haweady been successfully screened for
several traits in our lab and have enabled thetiifttztion of several genes (not published).
Together, these results show the potential of TrEnsposon mutagenesis with the
transposome technology in genetic approaches tty $Bu diazotrophicusphysiology and
plant-bacterium interactions.
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Fig. 1 The transposon-like element Tz of the transposoamplex used in this work. The
element consists of a kanamycin resistance gene"JKi#éanked by the mosaic ends (ME) of
the Tn5 transposon. Primers used for IPCR and sequgare represented by small arrows.
The grey box represents tBanmH|/Xhd-fragment from the Tz element used as a probe in
Southern bloexperiments. Restriction enzymes are indicateglreiis not to scale.

a. PS A1 A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 BS B9B10 Bll B12B13B14 B1S B16 B17 +

Fig. 2 Southern bla analysis of mutant PAL5 strains transformed wrdmsposomea
Southern blotvith EcoRlI digested total DNA of the 27 randomly chosemsfarmants from

2 electroporation experiments (Al to A10 and BBi¥ series) and of the wild-type strain
PAL5 (P5).b Southern bloexperiments wittEcoRI-digested DNA from 7 random mutants
(A8, A9, A10, B2, B3, B8 and B12), isolated aftep@ssages (indicated as 0) and after 6
passages (indicated as 1) in liquid Dygs culturedioma. Blots were hybridized with a
radioactively labeled fragment of the transpos&e-Blement Tz. This fragment was also used
as a positive control (+).
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Fig. 3 Characterization of mutant strain C12 with a matain a flagellar homologous gene.
Motility was evaluated after 3 d growth on motildgar and showed a motile phenotype for
wild type PAL5 @), while mutant strain C12 was non-motile).( Transmission electronic
microscopy images are shown of a typical wild-tf3#d.5 cell () and of a typical mutant cell
of strain C12 q). Biofilms on glass wool were stained with 1% ¢aysviolet solution and
studied by light-microscopy; wild-type PALS5 biofiercould be visualizede), while mutant
strain C12 could not (not shown). To quantify diofiformation, crystal violet was ethanol-
extracted from stained biofilms grown on glass wdoting 72 h; quantification of crystal
violet was realized by measuring absorbance ofetdrat 560 nm. Wild-type PAL5 biofilm
and mutant strain C12 biofilm as well as a non ihaied control were evaluated);(the
results show the average and standard error ehat four independent experiments. Letters a
and b in the graph represent statistical differeaascdetermined by Tukey’s test at p<0.05.
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Table 1 Characteristics of identified insertion sites fr8hPAL5 mutant strains

Mutant strain GenBank accession Identity of inearsite

number of sequence
at insertion site

A2
A5
A7
A8
A9
Al10
Bl
B2
B3
B4
B5
B7
B8
B9
B10
B12
B15
B16
B17
C1
C2
C3
C4
C5
Cé6
C7
GuaB
C8
C9
C10
Cl1
C12

EF999407 Putative acriflavin resistance protei
EF999408 Conserved hypothetical protein
EF999409 Putative IstB-like ATP binding protei
EU005653 Putative MF transporter protein
EU005654 Putative NAD-dependent deacetylas¢®Np
EU005655 Putative LysR type transcriptiorggulator
EF999410 Putative glycosyl transferase

EF999411 Intergenic

EU005656 Putative vanillate O-demethylase exgge subunit
EU005657 Putative TRP domain protein

EF999412 16S-23S spacer region

EU005658 Hypothetical protein

EU005659 Putative queuosine biosynthesis pr@@eeC
EF999413 16S-23S spacer region

EU005660 Putative fumarate hydratase FUmA
EF999414 Putative UvrABC system protein UvrC
EU005661 Putative amino acid permease
EF999415 Putative histidine amino lyase HutH
EU005662 Conserved hypothetical protein
EF999416 Putative permease protein

EF999417 Intergenic

EF999418 Putative serine protease

EF999419 Conserved hypothetical protein
EF999420 Intergenic

EF999421 Putative glycine dehydrogenase GvcP
EF999422 Putative inosine-5’-monophosphatgdielyenase
EF999423 Putative transporter protein

EF999424 Putative xanthine dehydrogenaseiprgthC
EF999425 Intergenic

EF999426 Putative nonribosomal peptide syasiee
EF999427 Putative flagellar protein precuFdgA
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ANEXO IV: Composicédo de meios de cultura para
G. diazotrophicus.

Meio Dygs (pH 6,0)

2 g/l glicose

1,59/ peptona

2 g/l extrato de levedura
0,59/ KHPO,

0,549l MgSQ.7H,0O

Meio C2 (pH 6,0)

10 g/l peptona

15 g/l glicose

59/ NaCl

5 g/l extrato de levedura

Meio LGI-P (1,0 I; pH 5,5):

100 g sucrose

2 ml de solucéo PO, (10%)

6 ml de solucdo KH2P{}10%)

2 ml de solugdo MgS£r7H,O (10%)
2 ml de solucdo CagPH,0 (1%)

1 ml de solucao FegbH,O (1%)

2 ml de solucdo Nd00,4.2H,0 (1%)

Meio LGI (1,0 |, pH 5,5):

5 g glicose

2 ml de solucéo PO, (10%)

6 ml de solucéo KkPO, (10%)

2 ml de solugdo MgS£r7H,O (10%)
2 ml de solucdo CagPH,0 (1%)

4 ml de solugéo FeEDTA (1.64%)

2 ml de solucédo Nd00,4.2H,0 (1%)
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