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OBTENGAO E AVALIACAO DE MUTANTES exoZ E phbAB ENVOLVIDOS NO
METABOLISMO DE POLIMEROS DE CARBONO EM Rhizobium tropici SEMIA
4080 COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO.

Resumo - Rhizobium tropici e outras bactérias pertencentes a ordem
Rhizobiales s&o produtores de polissacarideos extracelulares (EPS), que possuem a
funcdo de molécula receptora do micro simbionte, fazendo uma interacao
célula/célula e desencadeando o processo de nodulacéo. A diversidade de estruturas
e composicdo quimica apresentadas pelas moléculas de EPS é refletida pela
diversidade de enzimas responsaveis pela sua sintese. Neste trabalho, buscou-se a
inativacdo através da mutagénese insercional por transposicao in vitro dos genes
exoZ da estirpe selvagem Rhizobium tropici SEMIA 4080 envolvidas na sintese das
subunidades repetitivas do EPS e no tanden phbAB, responsaveis pela sintese do
PHB, com o intuito de obter microrganismos com aspecto altamente mucoso, produtor
superior de EPS em relacao a estirpe selvagem. Os mutantes obtidos apresentaram
colénias mucosas quando cultivados nos meios de culturas PSYA, demonstrando que
estirpes de rizébio mutantes nos genes exoZ e phbAB séo capazes de formar biofilme
“in vitro” e, ao avaliar a eficiéncia relativa na producédo de EPS, o mutante 4080QZ03
apresentou o melhor resultado. Para as trés amostras de EPS foi possivel observar
um comportamento de fluxo de liquidos pseudoplastico e, também, a influéncia da
concentracao de EPS sobre a viscosidade aparente das solugdes aquosas. A estirpe
selvagem e todos os mutantes induziram a formacdo de nédulos em feijoeiro
(fenétipo Fix™), sugerindo que os genes exoZ e phbAB nao estdo envolvidos nos
processos de infeccdo e formacado nodular mas, sendo necessérios para a fixacao

bioldgica de nitrogénio.

Palavras-chaves -  Exopolissacarideo, rizébio, Biopolimeros, Reologia,

pseudoplastico, Mutagénese insercional.
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OBTATION AND EVALUATION OF MUTANTS exoZ AND phbAB INVOLVED IN
CARBON POLYMER METABOLISM IN Rhizobium tropici SEMIA 4080 WITH
BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL.

Summary - Rhizobium tropici and other bacteria belonging to the order
Rhizobiales are extracellular polysaccharides (EPS) producers, which possess the
function of the receptor molecule to function as micro-symbiont, making an interaction
cell / cell and triggering the nodulation process. The diversity of structures and
chemical composition of EPS presented by molecules is reflected by the diversity of
enzymes responsible for its synthesis. In this study, we sought to inactivation by
insertional mutagenesis by “in vitro” transposition of genes from wild type exoZ
Rhizobium tropici SEMIA 4080 involved in the synthesis of the EPS repeating subunits
and phbAB tanden, responsible for synthesis of PHB. in order to obtain microrganisms
with high mucosal aspect producer of EPS compared to wild type. The mutants
showed mucous colonies when grown in culture media PsyA, demonstrating that
mutant strains in genes exoZ and phbAB from rhizobia are able to form biofilm “in
vitro”, and to evaluate the relative efficiency in the production of EPS, the mutant
40800703 showed the best result. For the three samples of EPS was possible to
observe a flow behavior of pseudoplastic fluids, and also the influence of EPS
concentration on the apparent viscosity of aqueous solutions. The wild type and
mutants induced the formation of nodules in common bean (Fix* phenotype),
suggesting that genes exoZ and phbAB are not involved in the processes of infection

and nodule formation, but are necessary for nitrogen fixation.

Keywords — Exopolysaccharide, rhizobia, Biopolymers, Rheology, Pseudoplastic,

Insertional Mutagenesis.



I. INTRODUCAO

Recentemente, os polissacarideos microbianos, tém recebido consideravel
atencdo devido ao seu potencial de uso em uma ampla variedade de &reas industriais,
podendo ser aplicados como emulsificantes, estabilizantes, geleificantes, lubrificantes
ou biofilmes (SUTHERLAND, 1998; SHAH et al., 2008; GORRET et al., 2003). Dentre
eles, destacam-se os exopolissacarideos (EPS).

Os EPSs sao metabdlitos secundarios produzidos durante a fase estacionaria do
crescimento microbiano, podendo ser homopolimeros ou heteropolimeros que
geralmente sao caracteristicos de grupos de microrganismos (SUTHERLAND, 1998).

Alguns tipos de exopolissacarideos ja sao aceitos e produzidos por
biotecnologia, enquanto outros ainda estdo em fase de estudo. O uso de cada polimero
varia bastante, mas existe um grande interesse nesses compostos como potenciais
substitutos das gomas derivadas de plantas (SUTHERLAND, 1998), principalmente pela
producdo dos EPS microbianos ocorrer independente de variagées climaticas, por
serem recuperados e purificados mais facilmente e também pela possibilidade de
utilizacado de processos fermentativos que levem a obtencao de altas concentragdes do
produto puro (SELBMANN et al., 2002). Além disso, podem ser produzidos durante o
ano todo e ndo necessitam de ambientes geograficos especificos, como ocorre com as
plantas (KHAN et al., 2007).

A composi¢do quimica de um numero consideravel de EPS rizobianos ja foi
determinada (REINHOLD et al. 1994; BECKER & PUHLER 1998; CASTELLANE 2004;
CASTELLANE, 2007; CASTELLANE & LEMOS, 2007). Entretanto, a heterogeneidade
da composicao de EPSs produzidos por rizébios ficou demonstrada em estudos com 26
estirpes padrdes de rizébio pertencentes a diferentes espécies (CASTELLANE 2004).
Como o EPS varia muito em sua composicdo, consequentemente, varia em suas
propriedades fisicas, quimicas e estruturais (SUTHERLAND, 2001).

A diversidade de estruturas apresentadas pelas moléculas de EPSs é refletida

pela variedade de enzimas responsaveis pela sua sintese (SKORUPSKA et al., 2006).



O surgimento das técnicas de biologia molecular, e 0 avango no seqiienciamento de
genomas permitiram uma nova abordagem na elucidacao de fungdes génicas. A técnica
de mutagénese por inser¢do de transposon se tornou em uma metodologia capaz de
levar a interrupcdo génica em larga escala, possibilitando a geracdo de bibliotecas de
mutantes, que, posteriormente, poderiam ser analisadas por meio de mapeamento e
localizacdo dos genes mutados. A mutagcdo de um gene e a subsequiente analise da
alteracdo do seu fendtipo original € uma pratica comum em rizdbios, com base na
recombinagdo homodloga, um mecanismo que ocorre naturalmente in vivo (MOREIRA et
al., 2000; SHORUPSKA et al., 2006).

Dentre as espécies de rizObio conhecidas, a espécie que apresenta EPS mais
bem estudados tanto estruturalmente como ecologicamente é Sinorhizobium meliloti
(SKORUPSKA et al., 2006). Os extensivos estudos genéticos com este microrganismo
resultaram na identificacdo de diversos reguladores da sintese dos dois tipos de
biopolimeros (EPS | e EPS Il) por ele produzido, conhecendo-se bem a biossintese dos
nucleotideos de acucar e montagem das unidades repetitivas (BECKER et al., 1993;
BECKER & PUHLER, 1998; MOREIRA et al., 2000). Contudo, os passos finais da sua
biossintese ainda estdo mal caracterizados. Produtos homdélogos de genes envolvidos
na regulagédo da sintese de EPS de outras espécies ja sequenciadas, também tém sido
identificados (GRAY et al.,, 1990; ZHAN & LEIGH, 1990; MIMMACK et al., 1994;
MAZUR et al., 2005; SHORUPSKA et al., 2006; RHIZOBASE, 2007).

O controle da producao destas moléculas por estirpes de rizobio envolve a
expressao de uma série de genes especificos e a integracdo com vias bioquimicas
importantes como, o ciclo do &cido tricarboxilico. Dessa forma a producdo de EPS por
rizObios representa um gasto metabdlico muito grande. Essas bactérias utilizam estes
polimeros como sinalizadores moleculares na associacdo com leguminosas e também
como moléculas que atuam na protecado dessas células em condicdes desfavoraveis.

E interessante salientar, ainda, que a sintese de EPS é inversamente
proporcional a sintese de outro importante polimero, o poli-3-hidroxibutirato [P(3HB) ou
PHB]. O PHB possui propriedades muito semelhantes aos polipropilenos (CEVALLOS
et al., 1996). No trabalho realizado por TAVENIER et al. (1997), envolvendo estudo em



relacdo a producado de EPS e PHB em duas estirpes de R. meliloti cultivadas com
diferentes fontes de C e N, observaram que a sintese desses produtos é inversamente
proporcional, sendo que a natureza da fonte de C e N, e a estirpe em estudo
interferiram na produgdo desses dois polimeros, sendo o pH do meio um fator
altamente importante para a producao desses elementos, favorecendo a producao de
um deles. Através de mutacées no gene phbC de R. etli, verificaram que esse
organismo nao produz mais PHB (CEVALLOS et al.,, 1996).

A producao de biopolimeros de interesse industrial, nas mesmas condigbes em
que sao cultivados os rizdbios na industria de inoculantes no Brasil, pode representar
uma atividade alternativa para este setor, uma vez que a produgao de inoculantes no
Brasil € muito dependente do plantio da soja, vendendo inoculantes entre o periodo de
agosto a setembro, na época da semeadura desta cultura em todo o pais.

Com todas as informacbes citadas acima, podemos constatar que os
biopolissacarideos microbianos possuem uma grande e crescente importancia no
mercado. Desde a sua larga aplicabilidade na industria de alimentos até setores como
industria petrolifera, farmacéutica, téxtil, tintas, etc. Por isso, é tdo importante o
incentivo a estudos nesta area, para que se descubra tanto novos biopolissacarideos
como técnicas 6timas para sua produgéo. Desde as primeiras etapas até a recuperacao
do produto devem-se estudar cada passo. Assim como a sua produ¢ao, a determinagao
das propriedades fisico-quimicas dos produtos também é um fator importante.
Determinando-se suas propriedades podemos saber quais as suas possibilidades de
uso e entao, utilizar o produto obtido da forma mais adequada possivel.

Considerando que geneticamente a bactéria de R. tropici foi, até o momento,
pouco explorada, encontra-se grandes dificuldades para promover o estudo de fungao
génica neste microrganismo, uma vez que boas ferramentas para a sua manipulagéao
ainda nao estdo bem desenvolvidas. O objetivo principal deste trabalho foi obter
mutantes desta bactéria para a producdo de EPS e PHB. Primeiramente, foram
construidos mutantes nos genes exoZ da estirpe selvagem Rhizobium tropici SEMIA
4080 envolvido na sintese das subunidades repetitivas. Como a producdo de EPS é

inversamente proporcional a sintese de PHB, também serdo obtidos mutantes nos



genes phbAB desta bactéria, uma vez que esse gene € responsavel pela primeira e
segunda reacdo da via metabdlica pela qual o PHB é sintetizado. Para obtengéo de
mutantes nesta bactéria foram utilizados kits comerciais contendo o transposon Tn5,
que contém um marcador para resisténcia a canamicina, e subsequentemente foi
realizada analise da alteracdo do seu fendtipo original. Posteriormente, andlises
comparativas da estirpe selvagem e mutadas quanto a produgdo, composicao,
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades reoldgicas dos EPSs obtidos com vista a
novas potenciais aplicagdes biotecnoldgicas foram realizadas. Acreditamos que esses
dados fornecerdao resultados consistentes que permitirdo futuras aplicagoes
tecnolégicas e industriais destas moléculas. Além disso, todas essas descobertas
recentes, que estabelecem uma troca de sinais entre plantas e bactérias, abrem um

novo campo para o conhecimento das interacdes planta-solo-microrganismos.



Il REVISAO DE LITERATURA

1. Orizébio.

De acordo com KUYKENDALL (2005), dento da ordem Rhizobiales encontram-
se as bactérias denominadas rizdbios. Essas bactérias se caracterizam por serem
estritamente aerdbias, com formato de bastonetes, ndo formadores de esporos e Gram-
negativas. A primeira espécie de Rhizobium, R. leguminosarum, foi identificada em
1889. A palavra Rhizobium deriva do Grego "rhiza" que significa raiz e "bio" que
significa vida.

Atualmente, a ordem Rhizobiales €& classificada em onze familias:
Aurantimonadaceae, Bartonellaceae, Beijerinckiaceae, Bradyrhizobiaceae,
Brucellaceae, = Cohaesibacteraceae, @ Hyphomicrobiaceae, = Methylobacteriaceae,
Methylocystaceae, Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae, Rhodobiaceae e
Xanthobacteraceae. O rizébio pertence a diversas diferentes familias denomidadas de
Bradyrhizobiaceae (GARRITY et al., 2005), Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae, e
Rhizobiaceae (KUYKENDALL et al., 2005). Nesta dltima, encontram-se os seguintes
géneros:  Agrobacterium,  Carbophilus, = Chelatobacter,  Kaistia, = Rhizobium,
Ensifer/ Sinorhizobium (sinbnimos) e Candidatus.

O rizébio do feijoeiro é wuma alfa-Proteobactéria gram-negativa (-),
bastoneteforme, aerdbica obrigatdria sem endosporos e, naturalmente, encontrada nos
solos dos diversos dominios morfoclimaticos brasileiros, sendo, nessa condicao,
denominada rizébio nativo. Na condi¢do de vida livre, ndo consegue fixar nitrogénio e,
quando a fixacdo pode ser detectada, geralmente esta associada a condigédo
microaerofila especifica e os produtos dessa fixacdo ndo sao disponiveis para as
plantas. Quando a bactéria esta presente na rizosfera de plantas leguminosas, observa-
se a interacdo com o sistema radicular dessas plantas, promovendo a geracao de



estruturas radiculares altamente diferenciadas, denominadas nédulos radiculares
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Até 1991, reconhecia-se oficialmente a existéncia de apenas uma espécie de
rizébio com capacidade de nodular o feijoeiro, denominada inicialmente de Rhizobium
phaseoli. A sistematica e a taxonomia do género Rhizobium realizadas até entdo eram
baseada somente na planta hospedeira de onde o rizobio era isolado. Depois,
constatou-se que os rizdbios isolados do feijoeiro, do trevo e da ervilha apresentavam
caracteristicas genéticas e fisiologicas semelhantes, o que determinou a inclusao
desses rizébios em uma Unica espécie, denominada Rhizobium leguminosarum. Esta
espécie é constituida de trés biovares (phaseoli, viciae e trifollii) para os isolados
provenientes de feijao, ervilha e trevo, respectivamente (RAPOSEIRAS et al., 1998,
MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Em Phaseolus vulgaris (feijao), a nodulagdo ocorre com pelo menos 12 espécies
de rizobio (R. leguminosarum bvs phaseoli, trifolli e viceae, R. tropici, R. etlli, R.
giardinii, R. mongolense, R. yanglingense, Sinorhizobium freddi, S. americanum, A.
doebereinerae, Mesorhizobium loti e M. huakuil (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A
escolha da espécie de rizobio, porém, é um fator importante para a fixagcao simbiotica
de nitrogénio, pois existe grande variabilidade entre espécies e racas de Rhizobium
com respeito a resposta a variacdes de temperatura (RAPOSEIRAS et al., 1998).

Os trabalhos com R. tropici dentro dos programas de selecdo de estirpes
conduzidos no Brasil sdo baseados no fato de que essa espécie apresenta maior
tolerancia a acidez e a temperaturas elevadas, assim como maior estabilidade genética
em comparagdo com outras espécies que nodulam o feijoeiro (MARTINEZ-ROMERO et
al., 1991; HUNGRIA et al. 1993, 2000, 2003; MICHIELS et al., 1994). Atualmente, trés
estirpes sdo autorizadas para a fabricagao de inoculante comercial no Brasil, a Ciat 899
(=Semia 4077), isolada pelo Ciat, na Coldmbia; a PRF 81(=Semia 4080), isolada no
Parana pelo lapar e pela Embrapa Soja, e que permitiu ganhos de até 906 kg.ha™ em
relacdo ao controle nao-inoculado (HUNGRIA et al, 2000); e a CPAC H-12 (=Semia
4088), isolada no Distrito Federal (MOSTASSO et al., 2002; HUNGRIA et al., 2003).



2. Exopolissacarideo.

Entre os polissacarideos bacterianos, dois s&o os principais tipos encontrados
para unir a superficie exterior da membrana bacteriana: os exopolissacarideos (EPSs)
liberados no meio e as B-glucanas ciclicas. As B- glucanas ciclicas geralmente sao
referidas como uma categoria separada. Enquanto que, os extracelulares livres sado os
de maior interesse, devido sua facilidade de obtencao (FRAYSSE et al., 2003).

Os EPSs sao macromoléculas de polissacarideos, sendo constituintes normais
de todas as células microbianas, incluindo as bactérias, leveduras e fungos. Estes
biopolimeros sdo uma goma hidrossoluvel que possuem propriedades fisicas,
estruturais e quimicas diferentes (SUTHERLAND, 2001). De maneira geral, os termos
gomas hidrossoluveis, hidrocoléide ou col6ide hidrofilico tém sido usados como
sinbnimos. Também é observado o termo muco, embora este seja mais empregado
para materiais que formam com a 4gua massas viscosas, como € o caso das pectinas
(CUNHA et al., 2004).

Segundo ZOHURIAAM & SHOKROLAHI (2004), o termo goma mais
especificamente denota um grupo de polissacarideos de uso industrial ou seus
derivados que hidratados em agua quente ou fria, em baixas concentracbes, formam
dispersdoes ou solucdes viscosas. Os polissacarideos extracelulares sdo metabdlitos
produzidos quando uma fonte de carboidratos esta presente em excesso (PACE &
RIGHELATO, 1980).

Diversas aplicacbes sdo descritas na literatura para os exopolissacarideos. A
capacidade de aumentar a viscosidade de solugbes aquosas mesmo em baixas
concentracdes possibilita a sua utilizacdo como agentes espessantes sendo aplicado
principalmente na industria alimenticia (RINAUDI, 2008). Uma aplicagdo dos EPS no
ramo da industria farmacéutica diz respeito a sua utilizacdo (por exemplo, a goma
xantana e gelana) como veiculos para diversas drogas, pois este permite a liberacao
mais lenta e controlada do principio ativo nestes medicamentos (BILLA et al., 2000;
RINAUDI, 2008).



Os microrganismos produzem varios insumos alimentares. Estes podem ser
cultivados em vérios tipos de meio de cultura de baixo custo para a obtengcédo do
metabdlito desejado. Muitos microrganismos ja foram isolados da natureza e utilizados
industrialmente mais a maioria deles, potencialmente importantes, podem n&o ter sido
ainda explorados e estima-se que apenas 5% dos fungos e 2% das bactérias tenham
sido devidamente identificados. Mesmo que muitas linhagens tenham sido melhoradas
geneticamente em laboratério, ha sempre a possibilidade de que a natureza abrigue
uma linhagem com maior potencial, seja na forma selvagem, seja por melhoramento
genético.

Um grande numero de bactérias conhecidas produz quantidades abundantes de
EPSs, particularmente as patogénicas de plantas como Xanthomonas, Erwinia e
bactérias fixadoras de nitrogénio Rhizobium, Beijerinkia e Azotobacter. (VERMANI et
al., 1995). Destas, os exopolissacaridos de Xanthomonas campestris (xantana),
Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas elodea (gelana) e Acetobacter xylinum
(celulose) estdao sendo comercializados (SUTHERLAND, 2001; RINAUDI, 2008). Dos
polimeros de origem bacteriana, a goma xantana tem sido a mais estudada, uma vez
que seu uso em alimentos foi permitido pela FDA (“Food and Drug Administration”),
desde julho de 1969 (FDA, 1969). Alguns desses exopolissacarideos microbianos, com
suas respectivas aplicacdes, sdo mostrados na Tabela 1.

Entre os biopolimeros mais estudados estdo os alginatos bacterianos produzidos
por Pseudomonas sp., dextrana de Leuconostoc mesenteroides, xantana por
Xanthomonas campestris, pequenas quantidades de celulose de Acetobacter xylinium,
acido hialurénico de Streptococcus equii, succinoglucana de Rhizobium e gelana de
Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas elodea (DIAZ et al., 2004).

Algumas bactérias acidas laticas como Lactococcus lactis produzem
polissacarideos extracelulares que sdo economicamente interessantes porque pode
conferir efeitos funcionais nos alimentos e beneficios a saude. A maioria dos estudos de
producdo de exopolissacarideos por bactérias acidas laticas focaliza a influéncia das
condi¢des de desenvolvimento fisiolégico na biossintese de exopolissacarideos, na



Tabela 1. Organismos produtores de polissacarideos bacterianos e suas aplicagoes.

Organismo Polissacarideo | Aplicacoes

Xanthomonas Xantana Agente estabilizante e espessante em alimentos, tintas,
pesticidas, detergentes, cosméticos e farmacos.

Sphingomonas | Gelana Agente gelificante em alimentos, principalmente em

paucimobilis produtos a base de frutas.

Alcaligenes Curdlana Modificagdo de textura, agente gelificante, aumento da

faecalis var. viscosidade e na producado de alimentos com reduzido valor

Myxogenes caléricos.

Leuconostoc Dextrana Industria de alimentos como estabilizante e agente de

mesenteroides viscosidade. Medicina humana e veterinaria como
hipocolesterolémico.

Zymomonas Levana Industrias de alimentos por suas propriedades estabilizantes

mobilis e espessantes e industria  farmacéutica como
imunomodulador, anticarcinogénico e hipocolesterolémico.

Rhizobium Succinoglucana | Nas industrias de alimentos e farmacéutica como agente

meliloti e gelificante e  matriz  imobilizadora de  drogas,

Agrobacterium respectivamente.

radiobacter

Acetobacter Celulose Fibras naturais nao-digeriveis e na medicina humana como
pele artificial tempordaria.

Pseudomonas | Alginatos Matriz imobilizadora para células vidveis e enzimas. Matriz

aeruginosa e encapsulante para fertilizantes, pesticidas e nutrientes em

Azobacter plantas.

vinelandii

Streptococcus | Acido Industrias de cosméticos como logdes e cremes hidratantes.

equii e hialurénico

Streptococcus

Zooepidermicus

Adaptado de KUMAR, A.S.; MODY, K.; JHA, B., 2007.

genética da biossintese e na elucidacdo da composicao da estrutura primaria destes
exopolissacarideos.

Bactérias do género Sphingomonas produzem biopolimeros como gelana,
welana, ramsana e diutana que tém caracteristicas geleificantes, alta viscosidade e
melhor estabilidade térmica do que outras gomas, despertando interesse das industrias
de alimentos, farmacéutica e petroquimica.

Muitas bactérias Gram-negativas podem produzir mais de um exopolissacarideo:
Xanthomonas campestris produz somente um Unico exopolissacarideo, a xantana

(DIAZ et al., 2004). Rhizobium e outras espécies de bactérias podem sintetizar dois ou
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mesmo trés polimeros extracelulares, juntamente com oligossacarideos intracelulares,
contudo a sintese dessas moléculas pode nao ser expressa simultaneamente.

Dentre espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio, as espécies pertencentes
as familias Rhizobiaceae e Phyllobacteriaceae sintetizam grandes quantidades de
polissacarideos extracelulares (BECKER & PUHLER, 1998; CASTELLANE, 2004;
CASTELLANE, 2007; CASTELLANE & LEMOS, 2007) e gastam mais de 70% de sua
energia nesta producdo. Mesmo tendo alto gasto energético nesta produgcdo é muito
raro uma espécie de bactéria utilizar seu EPS como uma fonte de carbono ou de
energia (GONZALEZ et al., 1996). Como a maioria das pesquisas com esses
microrganismos restringe-se a estudos de genética e a interacdo simbidtica, ndo ha um
produto comercial dos polimeros de origem rizobiana, apenas ha relatos de producao
de exopolissacarideos com o nome de succinoglicana (também denominado como
EPSI) e galactoglicana (denominado como EPSII) produzidos pela espécie
Sinorhizobium meliloti (SUTHERLAND, 2001).

3. Por que os microrganismos produzem exopolissacarideos?

Entre os microrganismos, a habilidade para a produgdo de polissacarideos €
encontrada em diferentes espécies, tanto procariotos (bactérias e cianobactérias),
quanto eucariotos, tais como fungos e leveduras (SUTHERLAND, 2001).

Na natureza, algumas espécies microbianas sdo capazes de secretar
polissacarideos para o0 meio ambiente, que podem, por exemplo, auxiliar na aderéncia
de um microrganismo patogénico durante a infeccdo em uma planta ou animal
(SUTHERLAND, 1998).

Exopolissacarideos microbianos podem ser a base para a formacgao de biofilmes
onde diferentes comunidades microbianas, tanto procariéticas quanto eucariéticas se
alojam para se fixar sob superficies solidas (SUTHERLAND, 1998; MATA et al., 2008).

As bactérias vivem predominantemente associadas dessa maneira, 0 que pode ser



11

visto como uma estratégia ecoldgica contra o estresse quimico e fisico gerado pelas
mudangas ambientais causadas pelo homem.

Biofilmes bacterianos marinhos também podem servir para a sustentacdo de
outros organismos, como pequenos invertebrados marinhos (ORTEGA-MORALES et
al., 2007).

Para que a associagao ecoldgica micorrizica entre uma planta e um fungo possa
ocorrer, é preciso uma interacdo especifica entre o micobionte (fungo) e as células
hospedeiras. Observagdes citolégicas tém mostrado a presenca de material fibrilar
contendo polissacarideos e glicoproteinas ligando o fungo as células. O estudo de
producéo de polissacarideos soluveis em agua de micélio micorrizico foi realizado com
22 espécies, sendo que seis mostraram-se capazes de produzir polissacarideos
extracelulares (OSAKU et al., 2002).

EPS de microrganismos nativos de regides geladas podem servir como uma
estratégia evolutiva para manutencéo desses organismos no ambiente, pois parecem
conferir protecao contra baixas temperaturas (SELBMAN et al., 2002). De acordo com
NEVOT e colaboradores (2006), bactérias do género Pseudoalteromonas, encontradas
na Antartida, mostraram capacidade de producado de grandes quantidades de EPS no
ambiente.

Em ambientes salinos, é possivel encontrar microrganismos que produzem
grandes quantidade de EPS, como bactérias do género Halomonas (MATA et al., 2006)
e cianobactérias isoladas de atol marinho na regido da Polinésia Francesa (RICHERT et
al., 2005), que provavelmente devem tornar possivel o desenvolvimento dos
microrganismos nessas condicées. Nos dois casos 0s pesquisadores observaram
também a presenca de proteinas ligadas aos EPS.

A formacéao do biofilme para as bactérias formadoras de ndédulos é um importante
passo para a infeccdo das hospedeiras, uma vez que é a primeira manifestacdo das
respostas de “quorum sensing” apos a producao das AHL (N-acyl- homoserinas), e é
importante para o desempenho de seu papel ecolégico (RUMJANEK et al., 2004). Esta
importéncia do biofilme para a infeccao e formagéo de nodulos j& era conhecida e teve

a sua integracdo com o processo de fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) mais bem
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entendido apds a recente demonstracao de que estirpes de rizébio mutantes nos genes
nod sao incapazes de formar biofilme “in vitro” e “in vivo” (FUJISHIGE et al., 2008).

Os exopolissacarideos de origem rizobiana tém diversas fun¢des na natureza. A
producdo de EPS € importante para o rizobio, uma vez que esta substancia
desempenha diferentes papéis durante os eventos de pré-infeccdo na rizosfera,
podendo: (a) funcionar como molécula receptora do micro simbionte, fazendo uma
interacdo célula / célula e desencadeando o processo de nodulacado (KIRICHENKO et
al., 2004); (b) induzir a formacéo de nédulos e micro colénias (BECKER & PUHLER,
1998); (c) aumentar a adesao da bactéria, promovendo seu crescimento nos espagos
intercelulares necesséarios tanto para a nodulagdo bem como organogenia da raiz
(KOSENKO et al., 2001); (d) agir como sinais moleculares durante o desenvolvimento
do nodulo (KOSENKO et al., 2001). Porém, suas funcdes exatas ainda ndo estado
claras. Entretanto, é sabido que devido a presenca de monossacarideos acidos na
composicao da maioria dos EPS rizobianos, mesmo em baixa concentragdo, o
biopolimero torna mais acidificado e o seu acumulo faz com que o heteropolissacarideo
fique altamente anibnico e, assim, podem atuar como resinas de troca ibnica,
concentrando minerais e nutrientes ao redor da célula (WHITFIELD, 1988).

Os exemplos acima demonstram a importancia desse tipo de molécula para o
desenvolvimento microbiano nos ambientes. Pode-se dizer que na natureza, a
biossintese de exopolissacarideos esta diretamente relacionada a capacidade de
sobrevivéncia do microrganismo.

A producao de EPS pelos microrganismos € extremamente interessante do ponto
de vista biotecnoldgico, pois essas moléculas costumam ser produzidas em condigdes
extremas, para manter a presenca do microrganismo em um determinado ambiente.
Sendo assim, elas podem possuir caracteristicas quimicas e fisicas que permitem suas

aplicacdes em diferentes processos industriais.
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4. Sintese e Caracterizacao quimica de EPS produzidos pelo rizobio.

Na literatura ha poucas informacées sobre o0 processo da biossintese dos
diferentes tipos de exopolissacarideos. Um bom entendimento do processo bioquimico
€ importante, uma vez que diferentes parametros de producédo levam a obtencao de
produtos com caracteristicas heterogéneas. Desse modo, informagdes relacionadas a
regulacao da sintese de EPS podem ser usadas para controle e otimizacdo da
producdo e também para ter conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos
mesmos (SUTHERLAND, 2001).

Os primeiros estudos a respeito da composicdo quimica dos EPS rizobianos
foram realizados na década de 1970, identificando a capacidade de Rhizobium meliloti
(atualmente  Sinorhizobium melilot) em produzir elevadas quantidades de
succinoglucanas, cujos monoémeros foram identificados como glicose, galactose, acido
piravico e radical O-acil (BJORNDAL et al., 1971).

Atualmente, a composicdo quimica de um numero consideravel de EPS
rizobianos ja foi determinada (REINHOLD et al. 1994; BECKER & PUHLER 1998;
CASTELLANE 2004; CASTELLANE, 2007, CASTELLANE & LEMOS, 2007). A
composicao dos biopolimeros é limitada a um ndmero pequeno de monossacarideos e
outros componentes nao carboidratos, principalmente, os grupamentos acetila e
piruvato que sao responsaveis pela viscosidade das solugbes aquosas destes
polimeros.

Embora alguns EPS tenham sido descritos, nem todos foram ainda corretamente
caracterizados. Consequentemente, a diversidade quimica e propriedades funcionais
sdo pouco entendidas. Como essas moléculas ocorrem na natureza como misturas
heterogéneas dos componentes celulares ou como secrecdes, faz-se necessario
primeiro isolar, purificar e caracterizar estruturalmente estes polissacarideos (CORRADI

DA SILVA et al., 2006), para posterior aplicacao nas diferentes areas.
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As caracteristicas fisico-quimicas dos polissacarideos dependem da sequéncia
em que os agucares estdo dispostos na molécula, da presenca de residuos idnicos e da
forma como as cadeias se entrelagam (KUMAR et al., 2007).

A estrutura de muitos polissacarideos de bactérias Gram-negativas é
relativamente simples, compreendendo homopolissacarideos geralmente compostos de
D-glicose, ou heteropolissacarideos, normalmente compostos de unidades repetitivas
compostas de dois a quatro tipos de monossacarideos e acido glicurénico, radicais de
acetato, piruvato, hidroxibutirato e succinato (SUTHERLAND, 2001). O EPS varia muito
em sua composi¢ao e, conseqlientemente, em suas propriedades fisicas, quimicas e
estruturais (SUTHERLAND, 2001).

GUENTAS e colaboradores (2001) avaliaram a estrutura molecular do
exopolissacarideo produzido por uma estirpe denominada de Rhizobium sp. B., que
isolada de nédulos de alfafa. Glicose e ramnose (1:2) foram os principais constituintes,
com tracos de acido 2- deoxi-D-arabino hexurénico, caracterizando-se como um EPS
diferente daqueles produzidos por outras estirpes de Rhizobium. A estrutura quimica da
unidade repetitiva do EPS produzido pelo Rhizobium sp. B € semelhante a cadeia
principal dos polissacarideos pertencentes a familia das gomas gelanas, conhecidas
como bons agentes espessantes.

Diversos estudos demonstraram que nas bactérias Gram-negativas os EPS sao
sintetizados intracelularmente, utilizando agucares difosfato nucleotideos, que fornecem
as formas ativadas de monossacarideos, fornecendo a célula bacteriana um meio de
interconversdao dos varios monossacarideos através de reacdes de epimerizagao,
desidrogenacdo e descarboxilagdo (SUTHERLAND, 2001). Este processo é muito
complexo, regulado tanto por niveis pds-traducional como transcricional, e dependente
da atividade de um complexo de proteina, ambos localizados nas membranas interna e
externa, abrangendo o espacgo periplasmatico entre elas (MOREIRA et al.,, 2000;
SHORUPSKA et al., 2006).

No exterior da célula microbiana os exopolissacarideos podem permanecer
soltos, como muco viscoso, ou podem estar ligados covalentemente a um fosfodiéster

ou a um lipidio na superficie da célula. Neste ultimo caso, o material pode formar uma
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capsula, que pode ser reconhecida microscopicamente e que pode estar aderida
firmemente a superficie (SILVA et al., 2001; WHITFIELD; ROBERTS, 1999).

Os genes envolvidos no processo de biossintese do EPS em rizébio foram mais
bem estudados na espécie Sinorhizobium meliloti, que produz dois tipos de EPS,
denominados EPS | e o EPS Il. O EPSI ou succinoglicana é um octo-sacarideo
contendo repeticdes de uma galactose e sete unidades de glicose unidas por ligacoes
glicosidicas, com modificagdes succinil, acetil e piruvil (JOFRE & BECKER, 2009;
RINAUDI & GONZALEZ, 2009; SORROCHE et al., 2010). Ja o EPS Il ou galactoglicana
€ um dissacarideo contendo repeticbes de uma glicose acetilada e uma galactose com
grupo piruvil.

Os extensivos estudos genéticos na bactéria S. meliloti resultaram na
identificacdo de diversos reguladores da sintese do EPS | e EPS Il por ela produzida,
conhecendo-se bem a biossintese dos nucleotideos de aglucar e montagem das
unidades repetitivas (BECKER et al., 1993; BECKER & PUHLER, 1998; MOREIRA et
al., 2000). Contudo, os passos finais da sua biossintese ainda estdo mal
caracterizados. Sabe-se que a sintese de EPS | em S. meliloti envolve trés grupos de
proteinas: (1) as enzimas envolvidas na biossintese de cada nucleotideo do acucar
precursor; (2) as transferases que separam cada monossacarideo na subunidade do
nucleotideo, correspondente ao lipideo carregador localizado na membrana celular
(proteinas ExaA, ExoL, ExoM, ExoO, ExoU, ExoW, ExoY e ExoF); (3) as enzimas
envolvidas na alteragdo do EPS, adicionando compostos ndo carboidratados na sua
estrutura (proteinas ExoH, ExoV e ExoZ); (4) as proteinas encarregadas pela
polimerizagdo das unidades repetidas e exportacao da cadeia do EPS para a superficie
celular no ambiente extracelular (proteinas ExoP, ExoQ e ExoT) (BECKER et al., 1993;
BECKER & PUHLER, 1998).

Enquanto que, a biossintese da galactoglicana (EPS Il) em S. meliloti envolve
complexos protéicos formados por proteinas Exp, sendo controlada pela limitagdo de
fosfato (BECKER & PUHLER, 1998; HOANG et al., 2004). Em estudos realizados
recentemente, MOREIRA et al. (2000) demonstraram que um dos genes exp em

particular, que codifica a proteina ExpE1, é essencial para a producao do EPS II.
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Todos os genes envolvidos na regulacao da sintese de EPS formam grandes
operons, sendo localizados no cromossomo ou aglomerados em um megaplasmideo,
de acordo com a espécie de rizébio. Como, por exemplo, a finalizacdo do
sequienciamento de S. meliloti destacou a presencga de trés replicons no genoma dessa
bactéria, a saber: um cromossomo de 3,7Mb (com trés copias de rDNA) e dois
megaplasmideos conhecidos como pSymA (1,4Mb) e pSymB (1,7Mb). CAPELA e
colaboradores (1999) indicam que os genes exoR, exoS, expR, e exoD estao
mapeados no cromossomo, € 0S genes exoX, exsB e expG no segundo
megaplasmideo, pSymB (BECKER & PUHLER, 1998).

Ja no megaplasmideo pSymA, encontram-se o0s genes relacionados com a
producdo de EPS Il ou galactoglicana que sao sintetizados quando ha limitacdo de
fosfato. Estes exopolissacarideos sdo essenciais para formacao de biofilmes que séo
matrizes poliméricas e acabam servindo como barreira fisica contra antibiéticos e
compostos de defesa do hospedeiro, além de estresses ambientais, radiacdo UV,
alteragdes no pH, choques osmoticos e dessecacao (RINAUDI et.al. 2009).

Recentemente STAEHELIN e colaboradores (2006), investigaram a participacao
dos genes exo de Rhizobium sp. NGR234 envolvidas na sintese das subunidades
repetitivas (exoL, exoY e exoZ2), polimerizagao (exoF, exoP e exoQ) e producao (exoK)
de um EPS com massa molecular baixa, denominado exo-oligossacarideo. Os
mutantes obtidos foram cultivados em meio sélido suplementado com o corante
vermelho congo e contendo alto teor de sacarose. Sob estas condi¢des, os mutantes
NGRQexoF, NGRQexoL, NGRQexoP, NGRQexoQ, e NGRQexoY ficaram com
coloragcdo avermelhada e formaram col6nias secas, ou seja, ndo produziram goma,
enquanto que as colbnias de NGRQexoK e NGRQexoZ foram mucosas, sugerindo que
eles produziram EPS. Neste trabalho os autores também verificaram que tanto a estirpe
selvagem NGR234 como o mutante NGRQexoK carregando o plasmideo pexoK de S.
meliloti 1021 apresentaram o fenoétipo Fix*. Em contraste, o mutante NGRQexoK
desprovido do plasmideo pexoK apresentou fenétipo Fix, ndo sendo capaz de nodular

0 hospedeiro.
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Em S. meliloti, 0 gene exoY é responsavel pela enzima galactosiltransferase que
inicia a unido dos succinoglicanos para formar o exopolissacarideo, quando obtido um
mutante para este gene e comparado com a estirpe selvagem, ambos produzem a
mesma quantidade de biofilmes, mostrando que o succinoglicano n&o influencia este
processo. Por outro lado, a diminuicdo da formacdo de biofilmes ocorreu quando
testado em um mutante para o gene expA que bloqueia a producédo de EPS II. Estes
experimentos sugerem que o EPS Il € essencial para formagédo de biofilmes ao passo
que o succinoglicano nao (RINAUDI & GONZALEZ, 2009).

Estudos feitos relacionando a producdo de EPS com o sequestro de Cd(ll),
devido a sua importancia no meio ambiente e a sua toxicidade para os microrganismos,
mostraram que a estirpe selvagem de Sinorhizobium meliloti, produziu muito mais
exopolissacarideo e menos exoproteinas quando comparadas aos mutantes para o
gene exoY (que é deficiente para a producdo do exopolissacarideo (SLAVEYKOVA et
al., 2010).

Outros trabalhos envolvendo a mesma espécie citada acima, também foram
desenvolvidas com o gene exoH para analisar quais seriam suas relagdes com a
producao do succinoglicano ja que a composicao deste é: exopolissacarideos de alto e
de baixo peso molecular. Os exoV e exoH, que estdo relacionados com os ultimos
passos da sintese de EPS, foram os que mais responderam a mudanca de pH, talvez
por ser 0s primeiros genes de um operon extenso ja que os centrais, exoA e exoM, nao
mostraram expressao significativa (HELLWEG et al. , 2009). De acordo com JOFRE &
BECKER (2009), os genes exoQ, exoT e exoP estdo envolvidos na polimerizacao e
transporte do EPS | para fora da célula, mais especificamente o exoP, que expressa
uma proteina tirosina quinase. Esta expressao é influenciada por fatores ambientais
como osmolaridade.

De acordo com WANG e colaboradores (2010), o gene chvl € componente de
regulagdo de sistemas bacteriano. Em S. meliloti, este gene esta relacionado com o
controle de EPS especificamente com a biossintese de succinoglicano (EPS 1) como
também do flagelo. Mutantes para este gene nao conseguiram crescer em meios

complexos, apresentaram tolerancia em condi¢gées de acidez, produzindo menos poli-3-
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hidroxibutirato e um perfil de lipopolissacarideo alterado, sendo defeituoso na simbiose,
quando comparado com a estirpe mutante.

Produtos homdlogos de genes envolvidos na regulacdo da sintese de EPS de
outras espécies de rizobio, também tém sido identificados. Na bactéria Rhizobium sp.
(estirpe NGR234), um grande numero de genes envolvidos na sintese de EPS tem sido
identificado no operon exo (GRAY et al., 1990; ZHAN & LEIGH, 1990), que tem sido
sequenciado (STREIT et al., 2004). A Figura 1 ilustra a organizacao fisica das ORFs de
pNGR234.
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Ja em biovares de R. leguminosarum sao conhecidos as funcdes dos genes
exoB e exoR, que estdo localizados no cromossomo (KROL et al., 2007), e algumas
proteinas Pss, como, por exemplo, em R. leguminosarum bv. trifolii foram relatados os
genes pssL, pssT, pssP, e pssN, requeridos para a secrecado e exportacdo do EPS
(MIMMACK et al., 1994; MAZUR et al., 2005).

Em R. leguminosarum bv. trifolii 0 gene rosR regula a transcricdo da sintese do
EPS e esta relacionado com a aderéncia do hospedeiro na raiz e na adaptagao
bacteriana em condi¢cdes de estresse. Mutantes para este gene diminuiram em trés
vezes sua produgao de EPS comparando com a selvagem, se tornaram mais sensiveis,
reduziu a fragdo de baixo peso molecular e o numero de nédulos. A localizagao
cromossomica deste gene € semelhante a localizacdo do rosR em R. etlie do mucR de
S. meliloti. Em R. etli, foi revelado que o rosR influencia na expressao de cerca de
cinglienta outros genes, dentre eles, 0s que sado responsaveis pela sintese de
polimerizagdo e transporte do EPS (JANCZAREK et al., 2010). Em S. meliloti, a
proteina traduzida pelo gene muR é responsavel pela regulacdo da producao de EPS
(RINAUDI et al., 2010), além de reprimir a expressdo de uma quantidade de genes
durante a simbiose induzindo também a formagao de nodulos radiculares ( MUELLER &
GONZALEZ, 2011).

Contudo, cada etapa da sintese de exopolissacarideo requer uma série de
enzimas e substratos especificos e, auséncia de uma enzima ou substrato, em
particular, pode inibir a sintese do polimero. A identificacdo de genes e a elucidacao de
mecanismos envolvendo os processos de sintese de EPS por rizébios tém grande

interesse biotecnoldgico e agronémico.

5. Avaliacao da Producao de EPS Bacterianos.

Diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de avaliar a quantidade de EPS

produzido por diversos grupos de bactérias, bem como as condigbes de cultivo que
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influenciam neste processo. Inicialmente, ao cultivar estirpes de rizobio em meios de
cultura era desejado que a quantidade de muco produzido por estas bactérias fosse
reduzida principalmente em meio liquido para facilitar o manuseio destas culturas
bacterianas com relacdo a producéo de inoculantes uma vez que a viscosidade do meio
atrapalhava a centrifugacdo e a filtragem das culturas celulares, chegando a ser
desenvolvidos meios de culturas especificos para suprimir a produgcédo de EPS (TULLY,
1985).

Desde entado € compreendida a influéncia da formulagdo do meio de cultura na
producédo de EPS pelas estirpes rizobianas. Diversas estirpes de rizébio sédo capazes
de produzir grandes quantidades de EPS em meios de cultura, variando de acordo com
a formulagdo do meio, principalmente com a fonte de carbono, (TAVERNIER et al.,
1997; CASTELLANE & LEMOS, 2007) e de sais (DUTA et al., 2006). Ao cultivar uma
estirpe de Rhizobium sp. em diferentes meios de cultura, Duta et al. (2006) constataram
que a concentracao de carbonato de calcio foi determinante para a producao de EPS,
quando as bactérias foram cultivadas em determinadas condicdes de agitacdo e
areacao. TAVERNIER et al. (1997) verificaram a influéncia da fonte de carbono na
producao de EPS por duas estirpes de rizébio, observando que a frutose era a fonte de
carbono que possibilitou a produgdo de EPS mais abundantemente por uma estirpe e
glicose para a outra.

CASTELLANE (2007), estudando a producédo de EPS a partir de duas estirpes
de R. tropici cultivadas com diferentes fontes de carbono em meio liquido definido para
rizdbio, verificou que a alteracao da fonte de carbono pode interferir tanto na producgao
bem como na propor¢do dos monossacarideos presentes na composigcdo dos EPS
produzidos. Neste trabalho foi observado que quase 90% do pouco produto produzido
pela estirpe SEMIA 4077 formou durante a fase de crescimento estacionaria, sendo que
a outra estirpe SEMIA 4080 teve producdo abundante do polimero durante todo o
tempo de cultivo, mostrando que a producao de EPS esta relacionada ao crescimento
(CASTELLANE, 2007).

Existem evidéncias de que o crescimento e a producdo de EPS sejam dois

processos competitivos, uma vez que 0s precursores para a sintese de EPS sao os
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mesmos usados para funcdes celulares primarias, entretanto, o que ocasiona o desvio
de carbono do metabolismo central para a sintese de EPS ainda nado esta
completamente compreendido (RAMOS et al., 2001).

Uma estratégia para aumentar a reproducao de células e a produgéo de EPS por
rizbbios em meios de cultura pode ser a inclusdo de uma pequena concentragao de
flavondides no meio. A incubacédo de células rizobianas em meios de cultura liquidos,
suplementados com flavondides sintéticos ou suspensdes de sementes de leguminosas
tem resultado em maior crescimento bacteriano em meio de cultura e maior eficiéncia
na formacao de nédulos em plantas hospedeiras.

MERCANTE & FRANCO (2000) demonstraram que a producdo de meios de
cultura utilizando agua com exsudados de sementes de feijdo comum e de mimosa
resultaram em maior crescimento dos rizébios inoculados e em expressao dos genes
nod de rizébios “in vitro”. A suplementacao de meios de cultura com pé de sementes de
Amaranthus sp. resultou em maior concentrag@o de células rizobianas durante todas as
fases de crescimento do meio de cultura. Além disso, os autores verificaram que a
nodulagdo de soja também foi maior quando as sementes foram inoculadas com
rizbbios cultivados em meios de cultivo com a suplementacao citada (LORDA et al.,
2007).

Além de resultar em maior proliferacado bacteriana em meio de cultura, a
suplementacdo desses meios com flavondides pode resultar em maior producdo de
EPS em S. fredii (LIN et al., 1999) e em B. japonicum (DUNN et al., 1992). Em alguns
rizbios, os flavonoides suplementados nos meios de cultura podem inclusive resultar
em alteracdo da estrutura e do peso molecular dos EPS exsudados (DUNN et al.,
1992).

Estirpes de Rhizobium sp. geralmente produzem mais EPS em meios sélidos do
que estirpes de Bradyrhizobium sp., (BUSHBY & MARSHALL, 1977), e essa
caracteristica também pode estar associada a resisténcia a estresses ambientais ume
vez que os EPS podem formar uma camada protetora a colénias de rizébio, quando
expostas a elevadas temperaturas ou elevadas concentragcdes de aluminio trocavel
(HOLLINGSWORTH et al., 1985).
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6. Relacao do EPS / PHB produzido por rizobio.

Existem evidéncias que a sintese de EPS é inversamente proporcional a sintese
de outro importante polimero, o poli-3-hidroxibutirato. O PHB é o mais conhecido dentre
os polimeros bacterianos biodegradaveis denominados polihidroxialcanoatos. O PHB foi
o primeiro polihidroxialcanoato a ser estudado, o qual foi descoberto por Lemoigne por
volta de 1926. WALLEN & ROHDWEDDER em 1974 observaram a presenca de P(3HB)
e poli-3-hidroxivalerato em aguas residuarias a partir de extragdo com cloroférmio.

Este polimero despertou muito interesse da industria petroquimica, uma vez que
a similaridade estrutural do PHB com o polipropileno atraiu a atengdo de diversas
industrias visando sua potencial aplicacdo em substituicdo aos plasticos de origem
petroquimica e na area médica, em que biodegrabilidade e biocompatibilidade sao
fatores importantes. O PHB e o polipropileno apresentam graus de cristalinidade
semelhantes, porém o PHB apresenta menor resisténcia a solventes e maiores
resisténcias aos raios UV (HOLMES, 1985). O homopolimero PHB apresenta boas
propriedades, embora seja duro e quebradico, fato que limita suas aplicacées.

O PHB ¢ sintetizado por microrganismos a partir de materiais renovaveis como
acucares ou outra fonte de carbono. Quando presentes dentro das células o PHB,
sendo o PHA mais estudado, forma granulos fluidos e amorfos, porém apos a extracao
forma um material cristalino e muito quebradi¢o, tornando-o mecanicamente pouco
resistente.

A produgdo de ambos os polimeros, EPS e PHB, pelas mesmas células,
necessita de uma regulagem bioquimica das bactérias, devido a ambas vias
metabdlicas serem grande drenos dos esqueletos de carbono. Esta via metabdlica
consiste de trés reacgdes (MADISON & HUISMAN, 1999) e as rotas metabdlicas para a
producédo de PHB esta ilustrada abaixo (Figura 2).
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Figura 2. Esquema das Rotas Metabdlicas para a Produgcédo de PHB. Fonte: adaptado de REHM (2006).

O composto intermediario chave na sintese e degradacao do polimero é o acetil-
CoA. Enquanto existe substrato externo forma-se acetil-CoA, que é parcialmente
desviado para a producdo de PHAs e para crescimento, através do ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA). A primeira reagdao contém uma importante interseccao o ciclo TCA
uma vez que as tiolases do tipo Il (biossintéticas), denominadas de beta — cetoacil —
CoA transferase, beta-cetotiolase, acetil-CoA acetiltransferase ou tiolase acetoacetil-
CoA (E.C. 2.3.1.9), catalisa a primeira reag¢ao da biossintese de PHB, que consiste na
condensacgao de duas moléculas de acetil-CoA originando acetoacetil-CoA, codificada
pelo gene phbA (MADISON & HUISMAN,1999). Estas também estdo envolvidas em
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outras vias biossintéticas como sintese de corpos cetdnicos e iniciacao da cadeia de
isoprendides (LIU et al., 2002; TRAINER & CHARLES, 2006).

Estudos feitos por OEDING & SCHELEGEL (1973) revelaram a existéncia de
dois tipos de 3-B-cetotiolase, cujas atividades estariam relacionadas com o substrato.
Um tipo de enzima é ativa somente para substratos com quatro e cinco carbonos, ja o
outro tipo de enzima é ativa para substratos com cadeia carbénica variando de quatro a
dez atomos. Os dois tipos de enzimas podem ser utilizados na biossintese de PHB.

As enzimas do tipo Il atuam tanto na biossintese (reagdo de condensagao), como
na degradacdao de PHB (reacdo de tidlise). A regulacao da reagdo de condensagao
ocorre pela concentracdo celular de coenzima A. Assim, altas concentracdes de CoA
fazem com que a reacdo ocorra no sentido contrario ao da biossintese de PHAs
(OEDING & SCHELEGEL, 1973; LAFFERTY et al., 1988).

O ponto de controle importante € a atividade da enzima B-cetotiolase. Esta
enzima é ativada quando a concentragao de acetil-CoA é elevada, uma situacdo que
resulta do acumulo de NADH ou NADPH em resposta a baixa concentragao de oxigénio
no meio. Com estes metabdlitos ocorre a inibicdo das enzimas (citrato sintase e
isocitrato desidrogenase) do ciclo de Krebs reduzindo o fluxo de carbono para este ciclo
e levando a um aumento da concentracao de acetil-CoA, fato que estimula a atividade
da B-cetotiolase. Estas condicdes também favorecem a atividade da enzima acetoacetil-
CoA redutase (EC 1.1.1.36), codificada pelo gene phbB, que catalisa a segunda etapa
do processo (PAGE, 1992), ocorrendo a conversao de acetoacetil-CoA a hidroxibutiril-
CoA, cujo reacdao é NADPH dependente e este pode ser recuperado pela via das
pentoses 6-fosfato ou pela reacdo envolvendo a isocitrato desidrogenase, enzima do
ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA).

Na terceira e ultima reagdo, os monémeros de (R) — 3 — hidroxibutiril .- CoA sao
polimerizados em poli(3-.hidroxibutirato) pela enzima P(3HB) sintase (EC 2.3.1),
codificada pelo gene phbC (MADISON & HUISMAN, 1999). Ap6s a exaustdo do
substrato externo, o PHB é degradado, produzindo-se acetil-CoA que é usado para

crescimento e manutencao celular.
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As enzimas p-cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase e P(3HB) sintase,
responsaveis pela biossintese de PHB, sao codificadas pelos genes estruturais phbA,
phbB e phbC, respectivamente. Apesar dos genes responsaveis pela sintese de PHB
codificarem, basicamente, as mesmas enzimas para a maioria dos organismos, a
organizacao no genoma varia de acordo com a espécie do microrganismo. A figura 3

ilustra a organizacao dos genes da biossintese de PHA em S. meliloti.

Sinorhizobium mefilotf

—{ omCc  J— —f oA [{ph8 |-

Figura 3. Organizagéo dos genes da biossintese de PHA em S. meliloti (TOMBOLINI et
al. 1995).

Cupriatus necator, Burkholderia sp. e Alcaligenes latus apresentam os trés genes
em operon, podendo variar apenas a ordem entre eles, mas estando juntos no
cromossomo bacteriano, como por exemplo em C. necator onde os genes phbA, phbB
e phbC estdo organizados em um operon phaCAB (SLATER et al.,, 1988). Ja em
bactérias como Caulobacter crescentus, Rhizobium etli, Rhizobium meliloti, Paracoccus
denitrificans e Methylobacterium extorquens, o gene phbC, responsavel por codificar a
enzima PHB sintase, nao esté localizado no mesmo operon que os genes phbA e phbB,
0s quais sao coordenados por um Unico promotor (REHM, 2003).

KARR et al. (1984) demonstraram que a atividade da B-cetotiolase e da PHB
sintase é negativamente correlacionados com a atividade de enzimas do ciclo do TCA,
como a aceto-succinil-CoA transferase e piruvato desidrogenase em bacterdides
Bradyrhizobium japonicum isolados de ndédulos de soja. Mutantes de R. eutropha, que
exibem a atividade de isocitrato desidrogenase reduzida, o acumulo de PHB ocorre
mais eficientemente do que na linhagem selvagem (LEE & PARK, 1996).

Outro fator envolvido na sintese de PHB é a concentracao da acetil-CoA, através
do mecanismo de regulacdo da concentracdo do substrato da enzima B-cetotiolase

(HAYWOOD, et al., 1988), uma vez que a afinidade da B-cetotiolase para este substrato
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é muito baixa (Km=0,5 mM), se comparado com a afinidade da enzima citrato sintase
para este substrato (Km =0,07mM) em Methylobacterium rhodesianum (MOTHES et al.,
1997). Além de haver a competicao entre as enzimas B-cetotiolase e citrato sintase pelo
substrato, a inibicdo pelo produto CoA ocorre em menores concentragdes para a citrato
sintase e em maiores para a B-cetotiolase (MOTHES et al., 1997). Além da
concentracdo do produto, a reacdo catalisada pela enzima B-cetotiolase é NAD(P)H
dependente, dessa forma as concentragbes celulares de NAD(P) e NAD(P)H
influenciam na velocidade desta reacdo. Concentragcées mais elevadas de NAD(P)H
inlbbem em maiores concentragcdées para a B-cetotiolase do que para a citrato sintase
(MOTHES et al., 1997) e para a isocitrato desidrogenase e a citrato sintase,
favorecendo a via metabdlica de sintese o PHB em detrimento ao metabolismo do ciclo
do TCA.

Avaliando a capacidade de produzir EPS, uma interseccéao tedrica foi proposta
por PIROG et al. (2003) para bactérias do género Acinetobacter onde o piruvato oriundo
da glicolise e a acetil-CoA séao drenados pela sintese do monémero de um unico EPS
sintetizado por bactérias deste género. Além da possivel interacdo entre essas vias
metabdlicas, a demanda de carbono pela sintese de EPS provavelmente resulta em
uma regulacdo metabodlica entre as vias biossintéticas dos EPS e as demais vias
metabdlicas primarias e secundarias das células (SKORUPSKA et al., 2006). Dessa
forma como a produgcdo de EPS e PHB demandam grande quantidade de carbono
bacteriano, e no caso do PHB h& uma intersec¢ao com o ciclo do TCA, o metabolismo
bacteriano para a producao destes dois polimeros, € raro as estirpes que apresentam
em um mesmo estado fisioldgico a producao elevada dos dois polimeros (TAVERNIER
et al., 1997).

No trabalho realizado por TAVENIER et al. (1997), envolvendo estudo em
relagdo a produgdo de EPS e PHB em duas estirpes de Rhizobium meliloti cultivadas
com diferentes fontes de C e N, observaram que a sintese desses produtos é
inversamente proporcional, sendo que a natureza da fonte de C e N, e a estirpe em
estudo interferiram na produgédo desses dois polimeros, sendo o pH do meio um fator
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altamente importante para a producédo desses elementos, favorecendo a producéo de
um deles.

QUAGLIANO & MIYAZAKI (1999) avaliaram a producdo de EPS e PHB por
estirpes de Azotobacter sp. em relacado a condi¢des de cultivo como temperatura, e as
fontes de carbono utilizadas, direcionaram a producdo de um polimero ou outro.
TAVERNIER et al. (1997) avaliaram a producdo de EPS e PHB por duas estirpes de
Rhizobium, verificando que uma delas apresentava a producdo de elevadas
quantidades de ambos os polimeros independe da concentragcdo dos componentes do
meio de cultura, o que nao ocorrera com a outra estirpe avaliada.

Estudos realizados por MERCAN et al. (2002) mostram que o percentual de
acumulo de PHB em diferentes estirpes do rizébio varia entre 1,38 a 40% da massa
seca da bactéria, sendo que o melhor percentual de producao (40%) foi encontrado em
uma estirpe Rhizobium sp. 2426 e a mais baixa produtividade (1.38%) no Rhizobium sp.
3173. Entretanto, nessas mesmas estirpes as produgdes de EPS foram inversamente
proporcionais.

7. O envolvimento dos EPS na Interacao Planta-Bactéria

Muitos estudos evidenciaram que esses polissacarideos extracelulares e de
superficie bacterianos parecem ter papel determinante no reconhecimento da planta
(SPAINK, 2000), e essencial para uma interacdo simbiodtica efetiva (BECKER &
PUHLER, 1998; KIRICHENKO et al., 2004; KOSENKO et al., 2001; LONG, 2001).

Os genes envolvidos na formacao da superficie celular da bactéria sao os genes
determinantes da sintese de exopolissacarideos (genes “ex0”), lipopolissacarideos
(genes “Ips”) e 1,2-b-glucanos (genes “ndv”), ligados ao desenvolvimento nodular, mas
cujo papel determinante na especificidade hospedeira, embora sugerido por diversos
autores (BECKER & PUHLER, 1998; KIRICHENKO et al., 2004; KOSENKO et al., 2001)

ainda nao foi comprovado.
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O surgimento das técnicas de biologia molecular e 0 avango no sequienciamento
de genomas permitiram uma nova abordagem na elucidagdo de funcdes génicas. A
mutagdo de um determinado gene no genoma é uma estratégia muito util para estudar
a funcdo bioldgica desse mesmo gene na célula. Esta estratégia tem permitido a
identificacdo e caracterizacdo de genes novos, uma vez que é possivel empregar
sistemas para selecao de fendtipos de interesse. Desta forma, é possivel o isolamento
e identificacdo do gene mutado, além de permitir a correlagdo com a funcéo
desempenhada.

Mutagbes nos genes exo, Ips e ndv resultam em diversos disturbios no processo
de infecgdo, tais como a inabilidade de formar o corddo de infecg¢do, resultando na
formacao de nédulos vazios, néo fixadores, fenétipo definido como Nod* Fix (ARNOLD
et al., 1994).

Tem sido sugerido um possivel envolvimento dos genes exo e [ps na
determinagdo da especificidade hospedeira, mas nenhuma evidéncia mais clara
mostrou que os componentes da superficie celular do rizébio sdo os determinantes
principais da especificidade hospedeira (GRAY & ROLFE, 1990) e, por isso, o papel
desses polissacarideos rizobianos e dos componentes da superficie da raiz da
leguminosa envolvidos no processo de nodulagdo sdo consenso na literatura pertinente.

Para estirpes diferentes das seqlenciadas, para a qual se conhece
perfeitamente a seqUéncia da regido de interesse que se pretende estudar,
nomeadamente no caso de estirpes S. meliloti, ha necessidade de utilizar regides de
homologia mais extensas de forma a aumentar a probabilidade de ocorrer
recombinagdo homdloga no local do genoma pretendido.

Em relacdo a mutacdo no gene exoH foi observado que um mutante para este
gene, que produziria exopolissacarideos de alto peso molecular em sua quantidade
normal e, o de baixo peso molecular em uma quantidade muito reduzida, ndo conseguiu
realizar o processo de infeccao (DOWNIE, 2009).

LEVERY e colaboradores (1991) mostraram que linhagens normais de R. meliloti
produzem um EPS (succinoglucana) formado por unidades repetitivas octassacaridicas,
com algumas substituicbes por acetil e succinil. Mutantes de R. meliloti secretaram
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outro exopolissacarideo, denominado EPSb, capaz de formar nédulos para fixacao de
nitrogénio em alfafa, entretanto foram incapazes de produzir succinoglucana.
Evidenciaram também que o EPS b pode executar a mesma fungao biolégica natural
que a succinoglucana de R. meliloti, consideravelmente mais complexo que o EPSb.
Entretanto, as duas estruturas tém uma caracteristica comum que é a presenga do
dissacarideo B-Glc-(1—3)-Gal, o qual poderia representar o ponto de reconhecimento
no processo de invasao nodular.

O' CONNELL e colaboradores (1990) estudando mutantes de Rhizobium sp.,
estirpe selvagem CIAT899, atualmente denominado como R. tropici CIAT899 (=SEMIA
4077), verificaram que todos produziram colénias secas em meio sdélido, portanto,
deficientes em produzir EPS, mesmo tendo relatos que crescimento em meio contendo
carboidrato € usualmente acompanhado pela producdo de goma (36). Porém,
observaram que os mutantes afetados na producao de EPS nao perderam ou tiveram
afetada a capacidade de interagir com seus hospedeiros, uma vez que induziram
nédulos com coloracao rosea, apresentando nodulacao efetiva no feijoeiro. Por outro
lado, diversos estudos mostraram que na espécie S. meliloti, os nédulos induzidos por
mutantes nao produtores de EPS sado pequenos, contém poucos ou nenhum
bacterdides, e sdo incapazes de fixar nitrogénio (BECKER et al., 1993; BECKER &
PUHLER, 1998; MOREIRA et al., 2000).

GONZALEZ e colaboradores (1996) demonstraram que mutantes de S. meliloti
nao produziem um EPS (conhecido com EPS ll), e eram incapazes de infectar a
Medicago sativa. Wang et al. (2008) avaliando diversas linhagens de mutantes obtidos
através da insercao do transposon Tn5, em Mesorhizobium tiashanense, demonstraram
que as linhagens incapazes de produzir EPS abundantemente também ndo formavam
biofilme e ndo eram capazes de nodular a sua hospedeira de origem.
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8. Algumas caracteristicas reoldgicas de polissacarideos extracelulares.

A caracterizagcdo dos EPS microbianos € importante na determinagdo da
aplicabilidade desses biopolimeros. Entre as metodologias adotadas na caracterizagao
dos EPS, a avaliacdo reolégica destaca-se por fornecer informagdes a respeito da
estrutura molecular e de possiveis aplicacdes biotecnoldgicas (KACI et al., 2005).

A reologia € a ciéncia que estuda a deformacédo e o fluxo dos materiais sob
influéncia de tensdes. Dentro deste contexto, a matéria pode estar no estado liquido,
solido ou gasoso (BRETAS & D’AVILA, 2005; DAK et al., 2007). Os fluidos podem ser
classificados em: viscoelasticos, dependentes e independentes do tempo, como

podemos ver na Figura 4.
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Figura 4. Classificagdo dos Fluidos segundo seu comportamento reoldgico. (Fonte:
http://www.setor1.com.br/analises/reologia/cla ssi.htm)
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Segundo SCHRAMM (2006), solidos ideais deformam-se elasticamente e a
energia necessaria para a deformagao é completamente recuperada quando a tensao é
removida. Fluidos ideais como liquidos e gases deformam-se irreversivelmente, eles
escoam e, neste caso, a energia requerida para a deformacao € dissipada dentro do
fluido na forma de calor e ndo pode ser recuperada simplesmente pela remogéao das
tensoes.

A reologia considera dois materiais como ideais: o sélido elastico e o liquido
viscoso. No sélido elastico a propriedade de maior interesse é a elasticidade, ou seja,
um material com forma definida quando deformado por uma forga externa, dentro de
certos limites, retornard a sua forma e dimensdes originais, apés a remogao dessa
forca. Ja no liquido viscoso a propriedade de maior interesse € a viscosidade, que tem
como caracteristica ndo possuir forma definida, escoando irreversivelmente com a
aplicacdo de uma forca externa (BRETAS & D’AVILA, 2005).

Os liquidos pseudoplasticos apresentam uma diminuicdo da viscosidade com o
aumento da taxa de deformagdo, que depende principalmente da
orientacdo/alinhamento de moléculas ou particulas na direcdo do fluxo, superando o
movimento Browniano de moléculas. Em taxas de deformacdo muito baixas, o
movimento Browniano das moléculas as mantém em uma ordem interna irregular, sem
alteracdo significativa da estrutura tridimensional, apesar dos efeitos iniciais da
orientagdo de cisalhamento. Deste modo, o liquido apresenta um comportamento
semelhante ao dos liquidos Newtonianos, com a viscosidade independente da taxa de
deformagdo. Quando o cisalhamento excede o efeito aleatério do movimento
Browniano, a viscosidade cai drasticamente pela indugdo do alinhamento das
moléculas na direcdo do fluxo. Em taxas de deformacdo extremamente altas, a
viscosidade se aproxima de um nivel finito constante.

Taxas de deformacdo ainda maiores ndo sdao mais capazes de reduzir a
viscosidade, pois o0 6timo da orientacao/alinhamento das moléculas foi alcangado. Este
alinhamento se perde quando o cisalhamento diminui ou é interrompido. Dentre os

liquidos pseudoplasticos estdo diversas substancias de alta importédncia técnica e
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comercial, tais como solugdes poliméricas, emulsdes, suspensdes ou dispersdes
(VRIESMANN, 2008).

Os fluidos pseudoplasticos, durante o escoamento, podem apresentar trés
regides distintas de taxas de deformacéo: baixa, média e alta. Na regido newtoniana ou
de baixas taxas de deformacao, a viscosidade aparente (no), chamada de viscosidade
limitante a taxa de deformacéo zero, ndo varia com a taxa de deformacao aplicada. Na
regido de taxas de deformacdo médias, a viscosidade aparente (n) diminui com o
aumento da taxa de deformacéo (comportamento pseudoplastico) e, na regido de altas
taxas de deformagéo, a viscosidade aparente (n«) volta a ficar constante e é chamada
de viscosidade limitante a taxas de deformacao infinitas (TONELI et al., 2005).

Os liquidos dilatantes mostram um aumento da viscosidade quando a taxa de
deformacao aumenta, pois as particulas exigem um espago maior para 0 movimento e,
havendo liquido disponivel para ocupar 0s novos espacos, o fluido se dilata (TONELI et
al., 2005).

Os fluidos plasticos nao fluem até que uma tensao de cisalhamento critica (yield
point) seja excedida. O sistema em repouso apresenta um carater sélido, com uma
viscosidade extremamente alta em razdo das forgas das ligacdes intermoleculares, as
quais restringem mudancas de posi¢cdo de elementos de volume, e impedem o fluxo.
Quando a forga externa excede as forcas das ligagdes, verifica-se um ponto de ruptura,
no qual a estrutura entra em colapso, os elementos de volume podem mudar de
posicao irreversivelmente, o sélido se torna liquido e comeca a fluir. Em outras
palavras, a plasticidade descreve liquidos pseudoplasticos com limite de escoamento,
tais como graxa, massas para batom, pasta de dentes e borrachas naturais
(SCHRAMM, 2006; TOSIN, 2008).

A grande maioria dos fluidos apresenta um comportamento reolégico que os
classifica entre os liquidos e sdlidos: eles sdo chamados de viscoelasticos. Deste modo,
a viscosidade e a elasticidade sao duas possibilidades de resposta a tensao a que sao
submetidos. O comportamento sélido (distensdo) ou liquido (fluxo) vai depender das
caracteristicas relacionadas ao tempo natural de relaxagdo e ao tempo de duragéo do
experimento (SCHRAMM, 2006).
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. OBJETIVOS

Neste trabalho, buscou-se a inativacao através da mutagénese insercional por
transposicao in vitro dos genes exoZ da estirpe selvagem Rhizobium tropici SEMIA
4080 envolvidas na sintese das subunidades repetitivas do EPS e nos genes phbAB em
“tandem”, responsaveis pela sintese do PHB, com o intuito de obter microrganismos
com aspecto altamente mucoso, produtor superior de EPS em relagdo a estirpe
selvagem. Anadlises comparativas com a estirpe selvagem e as suas formas mutadas
quanto a producdo, composicdo, caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
reolégicas dos EPSs obtidos com vista a novas potenciais aplicagdes biotecnoldgicas,
bem como no processo de nodulagdo e eficiéncia de fixacdo de N também foram
realizadas.

Tendo os seguintes objetivos especificos:

e Obter duas estirpes mutantes: sendo uma estirpe mutante nos genes phbAB, e
outra no gene exoZ de R. tropici por inser¢ao do transposon EZ::Tn5 <KAN-2>;

e Confirmar a presenca do transposon EZ::Tn5 <KAN-2> nos genes alvos atraves
de sequenciamento;

¢ Avaliar o fendtipo mucoso das estirpes mutantes em relagdo a selvagem;

eRealizar analises comparativas quanto a producdo e caracteristicas fisico-
quimicas dos EPSs;

eEstudar as propriedades reoldgicas dos EPSs obtidos com vista a novas
potenciais aplicagdes biotecnoldgicas;

e Avaliar a capacidade de nodulagéo e eficiéncia de fixacdo de N em plantas de

feijoeiro inoculadas com as estirpes mutantes e selvagem de R. tropici SEMIA

4080.
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IV. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi executado no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da UNESP de Jaboticabal. Os protocolos das técnicas
moleculares, quando nao especificados pelo fornecedor dos Kits ou reagentes, foram
baseados em SAMBROOK & RUSSEL (2001). Tais técnicas nao oferecem risco para o
meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos padrdes de biosseguranga (NB-1).

1. Bactérias e plasmideos

As bactérias e plasmideos utilizados neste trabalho estéo listados na Tabela 2. A
estirpe Escherichia coli DH10B foi utilizada na clonagem de produtos de PCR, utilizando

vetor plasmidial pGem T-Easy (Promega).

2. Meios de Cultura, condicoes de cultivo e estocagem das bactérias.

Os meios de culturas utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo
relatados nas Tabelas 3.
A bactéria de E. coli estirpe DH10B foi cultivada em meio liquido Luria-Bertani
Broth (LB) conforme descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2001).
A bactéria selvagem de R. tropici SEMIA 4080 e seus mutantes foram cultivados
em meio de cultura TY “Triptone-Yeast Medium” (BERINGER, 1974) a 29°C, durante 24
h. ApoOs este periodo foi retirada uma aliquota de 800 pl do cultivado, sendo essa
adicionada em 200 pL de glicerol. Tal amostra foi submetida ao congelamento em
nitrogénio liquido e posteriormente estocada a -80°C, sendo esse o estoque definitivo. A
estirpe SEMIA 4080 também foi mantida a 4°C em tubos contendo meio TY sdélido,

sendo esse o estoque de trabalho.



Tabela 2. Linhagens bacterianas e plasmideos.

Linhagem / Estirpe Genatipo / Fenétipo Fonte ou Referéncia
Rhizobium tropici Colecédo FEPAGRO,
SEMIA 4080 (estirpe Porto Alegre, RS.
PRF81)
40800203 (MUTZC3) exoZ::Tn5 Desenvolvido neste
estudo
4080QPhb7 (MUTPA7) genes phbAB::Tn5 Desenvolvido neste
estudo
E. coliDH10B
Sm'; F'[proAB* lacZAM15] SAMBROOKGet al.,
Linhagem hospedeira do vetor pGem-T-easy 1989
Plasmideo
pGem-T easy Vetor de clonagem Amp', 1 ori, lacZ Promega
pGem-T EXOZ pGem-T contendo uma regiao do genoma de Desenvolvido neste
R. tropici com o gene exoZ. estudo
pphbAB pGem-T contendo uma regido do genoma de Desenvolvido neste
R. tropici com os genes phbA e phbB. estudo
pexoZKan pGem-T contendo um transposon que confere  Desenvolvido neste
resisténcia a canamicina na regido codificadora estudo
do gene exoZ de R. tropici.
pphbABKan contendo um transposon que confere Desenvolvido neste

resisténcia a canamicina na regiao codificadora estudo
dos genes phbAB em “tandem” de R. tropici.




Tabela 3. Composigdo dos meios de culturas.

Meio LB (Luria Bertani) por litro (SAMBROOK et al., 1989).

Triptona 109

Extrato de levedura 59

NaCl 109

Composicao do meio SOC (SAMBROOK et al., 1989) por litro, suplementado com glicose estéril 20
mmol/L.

Triptona 20g

Extrato de levedura 59

NaCl 0,59

KClI 0,186g

MgCl, 0,959

Composicao do meio TY “Triptone-Yeast Medium” (BERINGER, 1974) por litro. O pH do meio foi

ajustado para 6,8.

Triptona 59
Extrato de levedura 39
CaCl, 0,879
Composi¢cao do meio YMA “Yeast Mannitol Agar” (VINCENT, 1970) por litro.
K:HPO, 0,509
MgS0,.7H,0 0,209
NaCl 0,19
Manitol 10,0 g
Extrato de levedura 0,40 ¢
Vermelho Congo 5,0 mL
Agar 0,40 ¢

O pH do meio LB foi ajustado para 6,8. Para o preparo do meio sélido (LA) foi
adicionado 1,5% (p/v) de Agar no meio LB. Apds o preparo o meio foi autoclavado por
20 mina 120°C a 1 atm.

Para o cultivo da linhagem R. tropici e seus mutantes, foram utilizados os
meios de cultura TY, YMA, PGYA e PSYA conforme descrito a seguir. Apds o preparo
os meios foram autoclavados por 20 min a 120°C a 1 atm.

O meio de cultura extrato de levedura e manitol foi utilizado para comprovagéao
da pureza da cultura, uma vez que, o meio YMA contém o corante vermelho congo, 0

qual indica possiveis contaminagdes, ja que a estirpe de interesse R. tropici nao



37
absorvem o corante, formando colénias brancas, e a maioria das linhagens
contaminantes absorvem o corante formando colénias vermelhas.

Os meios de culturas utilizados para a producao de EPS estdo relatados na
Tabela 4 e 5.

Tabela 4. Composi¢do do meio PGYA (Campanharo, 2006) por litro. O pH do meio foi ajustado
para 6,8.

KoHPO, 1,4 ¢
KH,PO, 1,09
MgS0,.7H,0 0,20 g
Glicerol 10,09
Extrato de levedura 3,0 g
Agar 0,409

Tabela 5. Composicdo do meio PSYL (Campanharo, 2006) por litro. O pH do meio foi ajustado
para 6,8.

KoHPO, 1,2¢g
KH,PO, 0,89
MgSQO,4.7H,0 0,209
Sacarose 30,09

Extrato de levedura 1,0 g

2.1. Antibiéticos.

As solugbes de antibiéticos utilizadas foram preparadas conforme descrito por
SAMBROOK et al. (2001). As solugdes estoque de canamicina (Kan) e ampicilina
(Amp), foram preparadas em agua destilada nas concentragdes de 100 e 250 mg/mL
respectivamente, e esterilizados por filtracdo em filtro Millipore 0,22 ym. Todos os
antibiéticos foram estocados a -20°C e adicionados aos meios de cultura
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imediatamente antes do uso. As concentragbes usadas em cada estirpe estao
apresentadas abaixo na Tabela 6.

Tabela 6. Antibiéticos.

Antibiético Concentragéo final para Concentracéo final para culturas
culturas de E. coli de R. tropici
Canamicina (Kan) 50 pg/mL 60 pg/mL
Ampicilina (Amp) 100 pg/mL

3. Desenho de oligonucleotideos iniciadores para isolamento dos genes exoZ e
phbAB.

A construcado dos oligonucleotideos iniciadores exoZ-R e exoZ-F, utilizados
para isolar o gene exoZ, foi baseada na sequéncia homéloga das espécies (numero
de acesso entre parénteses): Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841 (RL0234); R.
etli CFN 42 (RHE_CHO00226); R. etli CIAT 652 (RHECIAT_CHO0000269), que possuem
0 gene de interesse ja identificado e sequenciado. As seqiéncias das ORFs
relacionadas ao gene exoZ foram obtidas a partir dos bancos de dados do Projeto

Genoma R. leguminosarum (http://www.sanger.ac.uk/Projects/R lequminosarum) e

do Projeto Genoma R. etli (http://kinich.cifn.unam.mx/~retligen/).

Enquanto que, os oligonucleotideos iniciadores para isolar os genes phbA e
phbB foram construidos conforme PAGANELI (2009), que a partir do conhecimento
das sequéncias dos genes phbA e phbB inteiras adotou a estratégia de construcéo de
iniciadores que amplifiquem os dois genes inteiros, para a clonagem do produto de
PCR. Como tais genes estdo em “tandem” na maioria dos microrganismos, optou-se
por desenhar iniciadores que amplifiquem os dois genes juntos, resultando no
“tandem” phbAB.

O desenho dos iniciadores para isolamento dos genes de interesse foi feito
através do programa Gene Runner verséo 3.05” (Hastings Software, Inc).
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Os oligonucleotideos iniciadores foram diluidos em TE 1 X (constituido de 50

uL Tris-HCI 2M, 20 uL EDTA 0,5M e 9.93 mL H,O milli-Q, pH final da solugao 7,4) no
qual foram obtidas solu¢cées estoque com concentracdo de 100 pmoles/uL. Deste
estoque foi retirado volume necesséario para obtencdo da solucédo trabalho na

concentracao de 5 pmoles/uL.

4. Técnicas de extracao de DNA

4.1. Extracao de DNA gendémico.

A extracao do DNA gendmico das bactérias foi realizada segundo o método
modificado de MARMUR (1961). Este método foi adotado neste trabalho devido ter
sofrido adaptagdes para micro tubo tipo “eppendorf”.

As células foram cultivadas em meio liquido TY a 29°C, com agitacao de 140
rpm por 32 h, a suspensao celular foi centrifugada a 12.000 x g durante 30 min a 4°C,
descartando o sobrenadante. O sedimento foi lavado duas vezes com 1000 pL de
solugéo salina (NaCl 0,85%) para remocdo de polissacarideos extracelulares e
possiveis residuos do meio de cultivo. O pellet foi ressuspendido em 400 pL de
solucdo salina (NaCl 0,85%). Em seguida foram adicionados 40 pL de lisozima (20
mg/ml), 10 uL de RNAse (10 mg/ml) e 88 uL de SDS 10%, para lise da parede celular
e da membrana plasmatica e a degradacdo de RNA. Apds, 158 puL de Acetato de
so6dio 3 M foi adicionado, seguido pela extracdo com 650 uL da mistura de 24:1 de
cloroformio e alcool isoamilico. A precipitagdo do DNA ocorreu adicionando-se
posteriormente dois volumes de etanol absoluto (4°C) a amostra. As amostras foram
centrifugadas a 15.600 x g por 30 min a 4°C, e em seguida lavadas com 1000 pL
etanol 70%. O DNA obtido foi seco a temperatura ambiente e dissolvido em 200 pL

de agua ultra-pura estéril por filtragcdo e por autoclavagem (121°C por 15 min).
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4.2. Extracao de DNA plasmidial de E. coli

Coletou-se 05 (cinco) colénias das placas contendo os clones (obtidos
conforme descrito no item 6.1), com o auxilio de um palito de madeira esterilizado,
manipulado pelo uso uma pinga (flambada ao rubro), transferiu-se para tubo falcon de
15 mL contendo 5 mL de meio LB e incubou-se a 37°C sob agitacdo de 190rpm
durante o periodo de aproximadamente 12-18h. Este caldo foi utilizado para extracao
de DNA plasmidial ou pré-in6culo para os cultivos realizados neste estudo.

Para o isolamento do DNA plasmidial de todas as constru¢des realizadas
foram utilizados um “kit” comercial. Esta extragao foi realizada segundo a metodologia
descrita no protocolo do kit de extragdo (Wiz Plus SV Minipr DNA Purif Sys,
Prodimol).

5. Técnicas de manipulacdo do DNA

5.1. Quantificacao em NanoDrop e eletroforese de DNA

O DNA genbmico, o vetor linearizado e o fragmento de DNA de interesse
devidamente cortado com as enzimas adequadas foram quantificados tanto através
de visualizacao apds eletroforese em gel de agarose, bem como pelo auxilio do
aparelho NanoDrop ND-1000 (Uniscience).

As solugdes trabalho de DNA foram diluidas para a concentragao final de 50
ng de DNA gendmico. Os estoques de DNA permaneceram a -20°C.

Para eletroforese foram utilizados géis de agarose (0,7 a 1%) acrescidos em
brometo de etidio (0,5 ug/ml). A eletroforese do DNA gendmico foi realizada em uma
cuba horizontal modelo HORIZON 11-14 contendo tamp&do TEB 1x [Tris 89 mM, Acido
Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3]. As amostras foram diluidas em Fsuds (Tris-
HCI 65 mmol/L pH 8,0, EDTA 1,75 mmol/L, Ficoll® 10%, SDS 1%, azul de bromofenol
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0,02%) e foram aplicadas no gel. A voltagem e o tempo de corrida variaram conforme
a amostra que estava sendo analisada ou purificada.

O marcador de tamanho molecular utilizado para servir como referéncia de
migragcao eletroforética para calculo dos tamanhos dos fragmentos foi o 1 kb DNA
“Ladder” (Fermentas). A revelacao do gel foi realizada sob luz UV e a imagem foi
documentada em um aparelho foto-documentador (Bio Rad — Gel Doc 1000), através
do “software” Quantity OneR (Bio Rad™, Hercules, CA, USA).

5.2. Amplificacao dos genes de interesse

A amplificagdo dos genes de interesse foi realizada pela técnica da reagédo em
cadeia da polimerase (PCR) como descrito por KOCHER & WILSON (1991). A
condicdo da reagcdo de PCR para os genes phbAB foi a mesma utilizada por
PAGANELLI (2009). E a padronizagao da reacao de amplificagdo do gene alvo exoZ
escolhido foi realizada em termo gradiente (COBBERT), determinando-se a
temperatura de pareamento ideal para o iniciador.

As reacOes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador de gradiente
de temperatura, com os seguintes ciclos: 3 min de desnaturagéo inicial a 94°C; 35
ciclos constituidos de: 40 segundos de desnaturacdo a 94°C, 1 min de pareamento
com a temperatura variando entre 60,7°C, 1,5 min de elongagcdo a 72°C. Apds os
ciclos, as reagdes sdo submetidas a uma extensao final por 7 min a 72°C e 4°C até a
retirada dos micro tubos do termociclador.

Apbés cada reacdo de amplificacdo, os fragmentos amplificados foram
analisados em gel de agarose a 1,0% em tampao TBE 1X, por eletroforese e o seu
tamanho foi estimado por comparacdo com padrdes lineares de DNA, conforme
especificado no item 5.1. Deste modo, para cada gene determinou-se as melhores
condi¢cdes para a PCR, as quais foram utilizadas em todas as reacoes.



5.3. Purificacao e clonagem dos insertos em vetor.

Os produtos de amplificagdes dos genes de interesses foram purificados,
segundo protocolo dos kits de purificagdo GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
System (GE Healthcare), para eliminar fragmentos de DNA n&o-especificas e evitar
clones falso-positivos.

Os produtos de PCR foram ligados ao vetor comercial pGem T-Easy
(Promega) para transformar E. coli DH10B conforme descrito em SAMBROOK &
RUSSEL (2001), sendo os genes phbA e phbB clonados em ‘tandem”em um mesmo
vetor e 0 gene exoZ clonado separadamente. Este vetor possui 3.015 pares de bases
(Figura 5). Entre as caracteristicas especificas deste vetor, podemos citar: origem de

replicagéo f1 ori para crescimento em E. coli; resisténcia a ampicilina; e sistema de

selecao de coldnias baseado na expressao do gene lacZ
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A ligagéo foi realizada mantendo uma relagdo de concentragao de insertos de
DNA SEMIA 4080 com DNA vetor na proporgao molar [1:3], relagéo esta exigida pelo
kit.

A reacéao foi executada em um volume de 20 puL contendo 2 pL da amostra
amplificada (49,4 ng), 1 pL de agua Milli-Q estéril, 5 pL de tampao de ligacao 2 X, 1
uL de pGem T-Easy (50 ng /uL) e 1 uL da enzima T4 DNA ligase (3 unidades/uL).
Essa reagao foi mantida a 4°C durante 16 h.

5.4. Restricao dos clones de produto de PCR para confirmar a clonagem

Para confirmar a presenca de inserto nos clones obtidos do ensaio de
clonagem dos fragmentos de interesse, realizou-se a restricdo dos plasmideos
obtidos por lise alcalina para cada clone. Os clones foram cultivados e os DNA
plasmidial extraidos conforme descrito anteriormente no item 4.2. As amostras de
DNA foram clivadas utilizando as condicdées mais adequadas para a atividade da
enzima de restricdo, conforme indicacdo do fabricante. Para tanto, com os clones
pGEM-T EXOZ fez-se uma digestdo enzimatica utilizando EcoR | (Biolabs) para
liberar o possivel inserto, conforme a seguinte reacao: 245 ng de DNA plasmidial; 1
unidade de EcoR | (Biolabs); 1 uL de Tampéao T4 e H>,O Milli-Q g.s.p. 10 yL. Para os
clones pphbAB, este foram submetidos a digestdo com enzima de restricdo Nofl
(Biolabs) conforme indicagdo do fabricante. Essas preparagdes foram mantidas a
37°C por 2 h. Apds, este periodo foram submetidos a eletroforese (item 5.1.).

5.5. Seqiienciamento e analise de DNA

Esta técnica foi utilizada para a confirmacao dos clones contendo os genes de
interesse obtidos e confirmagcdo da entrada do transposon contendo o gene que
confere resisténcia a canamicina, utilizado para a inativagdo nos genes exoZ e
phbAB.
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As reacbes de seqlenciamento foram realizadas segundo o método de
terminacao da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). Ap6s a PCR de
seqlienciamento, as amostras foram submetidas ao sequenciamento capilar de DNA
utilizando o aparelho ABI 3100 DNA Analyzer-Applied Biosystems. As seqiéncias
obtidas foram analisadas pelo “Sequencing Analysis 3.4” e a montagem da
seqUéncia, verificagcdo da qualidade das bases dos eletroferograma e arquivos
gerados no formato FASTA realizados pelo pacote de programas
“Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al. 1998).

As sequéncias confirmadas nos sentidos 3' e 5' foram submetidas para buscar
alinhamentos significativos, utilizando-se os algoritmos Blastn (para sequéncias de
nucleotideos) ou Blastp (para sequéncia deduzida de aminoacidos) através de

sequéncias depositadas no banco de genes ("GeneBank database") do National

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). A
seqléncia deduzida de aminoacidos obtidas neste estudo e as best hits do Blast

foram alinhadas no programa Clustalw.

6. Transformacao bacteriana

6.1. Transformacao de células competentes de E. coli

As células competentes de Escherichia coli estirpe DH10B, foi gentilmente
fornecida pelo Laboratério de Genética de Microrganismos, do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria, da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal. E nos
experimentos de transformacao, foi utilizado o seguinte protocolo:

Tubos plastico tipo “eppendorf” (1,5ml) contendo aliquotas de 200 uL células
competentes de E. coli, estirpe DH10B, foram removidos do freezer — 80°C e
mantidos no gelo para descongelamento lento. Posteriormente, os 10 pyL da reagéo
de ligacdo (item 5.3.) foram misturados aos 200 pL de células competentes,
seguindo-se agitacdo suave. Os tubos foram mantidos em gelo por 30 min. Apds
esse tempo, a suspensao de células foi submetida a tratamento de choque térmico
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pela transferéncia do tubo para o banho regulado a 42 °C por 90 s, transferindo-o
novamente para o gelo e mantendo-o por 2 min.

A estes foram adicionados 800 uL de meio SOC e incubados a 37 °C, com
agitacao de 110 rpm, durante 1 h em agitador rotativo. Decorrido esse tempo, uma
aliquota de 100 uL da cultura foi transferida para placas contendo meio LB, contendo
100 uL de IPTG (0,240 g dissolvidos em 5 mL de agua, esterilizado por filtragéo) e
100 uL de X-GAL (0,05 g dissolvidos em 1 mL de Dimetil-formamida), contendo
ampicilina (100 mg L") a fim de se selecionar os transformantes, contendo o
plasmideo que ancora o gene de resisténcia ao antibiético. As placas foram
incubadas em estufa do tipo BOD (Biological Oxygen Demand) por 18 h a 37 °C.

6.1.1. Selecao dos clones

Os clones foram selecionados no meio Agar LB contendo o antibidtico
ampicilina, o qual é adequado para selegao, visto que o plasmideo ancora o gene de
resisténcia a este antibiético. Ap6s o periodo de incubacédo, foram selecionadas as
colénias de coloracdo branca. A insercao do fragmento de DNA se da na regiao do
gene lacZ, responsavel pela sintese de B-galactosidase que quebra o substrato X-gal,
originando coloracao azul. Portanto, as células que receberam o inserto formam
colénias brancas e as que nao receberam, formam colénias azuis. Os clones
transformados que formaram colénias bem isoladas foram transferidos com auxilio de
um palito de madeira estéril para placas estéreis de poliestireno para cultivo de
bactérias (96 “well assay plate” poco) contendo 900 uL de meio LB com ampicilina
(100mg/ml) e foram incubadas com agitagdo 190 rpm, a 37 °C, por 22 h.

Para a manutencéao desses clones em estoque, deste cultivo coletou-se 250
uL de cultura de células dentro de tubos de estoque contendo 250 uL de glicerol puro

e mantidas a —80 °C.
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6.2. Teste de sensibilidade a canamicina.

A estirpe de R. tropici SEMIA 4080 também foi crescida em meio liquido YML
por 24h a 28°C e aliquotas de 100 ul de cada linhagem foram semeadas sobre meio
YMA suplementado com canamicina (30, 60, 100, 150, 200, 300 ou 400 ug.mL") e
placa controle sem adicao de antibiético. O crescimento da estirpe foi monitorado por
48 h e a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano foi escolhida

para o experimento de transformacao.

6.3. Preparacao de células competentes de R. tropici SEMIA 4080.

Uma colénia isolada da bactéria em estudo foi transferida para 3 mL de meio
liquido TY (BERINGER, 1974) e incubada sob agitagcdo a 28°C e 150 rpm por 24 h. O
mesmo volume foi transferido para 25 mL do mesmo meio mantido sob as mesmas
condi¢des e a cultura cultivadas por 48 h. Apds esse periodo a cultura foi transferida
para garrafas de polipropileno e centrifugada (10.621 x g, 4°C, 30 min).

A metodologia de preparagao de células eletrocompetentes de R. tropici
SEMIA 4080 foi segundo GARG e colaboradores (1999), com modificacoes. As
células foram entdo lavadas duas vezes com 50 mL de agua Milli-Q estéril e depois
adicionado 50 mL de glicerol 10% estéril ao tubo, todo esse processo foi feito em
gelo. Os sedimentos bacterianos foram ressuspendidos, evitando bruscos
movimentos dos tubos. Apds a completa ressuspenséo, as células foram novamente
centrifugadas (4.000 rpm, 4°C, 10 min) e o sobrenadante descartado. A lavagem com
glicerol 10% foi repetida sob as mesmas condi¢cdes descritas acima. A segunda etapa
de ressuspensdo das células é mais rapida que a primeira, ja que parte das
impurezas extracelulares foi removida durante a primeira lavagem, diminuindo a
coesao nos sedimentos. As células foram coletadas por centrifugacdo (4.000 rpm,
4°C, 10 min) e os sedimentos foram ressuspendidos em 5 ml de glicerol 10%.
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Apdés a completa ressuspensdo, as células eletrocompetentes foram

distribuidas em aliquotas de 100 uL em tubos do tipo “eppendorf”’, congeladas em
nitrogénio liquido e estocadas a —80 °C para uso futuro.

6.3.1. A eletroporacao de R. tropici SEMIA 4080.

Aliquotas de 100 pL de células de SEMIA 4080 eletrocompetentes foram
descongeladas sobre gelo por aproximadamente 10 min. Em seguida, foi adicionado
100 ng de DNA do plasmideo selecionado a estas células eletrocompetentes de
rizobio, sendo transferidas para eletrocubetas com espago de 2 mm (BIO-RAD)
previamente geladas (4°C). A cubeta foi incubada sobre gelo por 2 min, e colocada
entre os eletrodos do equipamento eletroporador Gene Pulser Il (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), onde foi aplicado um pulso elétrico com os
seguintes parametros: 4,0 kV de voltagem, 200 V de resisténcia e 25 FD de
capacitancia por cerca de 6-10 ms. A corrente gerada altera a estrutura da membrana
celular, abrindo poros temporarios aquosos na bicamada lipidica que possibilitam a
entrada do DNA recombinante na célula-alvo. Apds o pulso elétrico as células foram
recuperadas em 1,0 mL de meio liquido TY sem antibi6tico, incubadas a 29°C por 4
horas.

Posteriormente, aliquotas de 50 uL dessas células foram semeadas em meio
TY sélido contendo 60 ug mL™" de canamicina. A suspenséo de bactérias também foi
plaqueada nas diluicdes seriadas de 10™ a 10”7 em solugao salina (0,85 %). As placas
foram devidamente identificadas e incubadas em estufa tipo B.O.D a 30 °C, até o
aparecimento das coldnias resistentes. Apds o periodo de incubacao foi possivel
observar varios mutantes que foram coletados com palitos esterilizados.

Obtido sucesso no processo de transformacao, as colbénias de cada mutante
selecionada, foram crescida em 3 mL de meio TY liquido com canamicina a 29 °C por
24 h. Do total, 800 pL foram utilizados para a estocagem do material e o restante
repicado para manutencao em placa de Petri contendo meio YMA suplementado com

Vermelho Congo para verificagdo da pureza dos mutantes.
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7. Mutagénese insercional nos genes exoZ e phbAB de R. tropici SEMIA 4080.

Inimeros procedimentos podem ser utilizados para a inativagéo ou ruptura de
genes. Uma das possibilidades é a utilizagcdo de transposbes ou elementos moveis,
que através da recombinacdo homdloga acabam introduzindo este tipo de alteracdes
nos genes escolhidos como alvo. A facilidade de sua introdugcdo causando as
mudancas fenotipicas reside na presenca de seqliéncias repetidas opostas em suas
extremidades, (FINNEGAN, 1989) que sado reconhecidas pela a enzima transposase,
responsavel pela transposicao (SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

Dessa forma, R. tropici, estirpe SEMIA 4080 foi transformada com o vetor que
contém o transposoma EZ-Tn5 < KAN-2> (Figura 6) que consiste em um complexo
estavel formado pelo transposona artificial EZ::Tn5 <Kan-2>, transposon que codifica
o gene Kan-2, fornecendo resisténcia ao antibiético canamicina, e a enzima
transposase EZ::Tn5 que é necessaria para a reagao de transposicao. A transposase
é ativada por Mg®" presente no ambiente intracelular, resultando em insercées
randémicas do transposon EZ-Tn5 <KAN-2> no DNA genbmico da bactéria
eletroporada.
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Figura 6. Transposon EZ-Tn5 < KAN-2> utilizado para mutagénese. O transposon EZ-Tn5 <KAN-2>
forma um complexo estavel com a enzima transposase EZ-Tn5, e gene de resisténcia a canamicina
que sao funcionais em E. coli, flanqueados por sequéncias de reconhecimento (ME) da EZ-Tn-5
Transposase (EPICENTRE Biotechnologies, Madison, Wisconsin, USA).
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Com a insercao da construcao na estirpe selvagem de R. tropici SEMIA 4080

ocorre o fendmeno de “cross-over”, que pode ser simples ou duplo. Com isso havera

a insergao do cassete de resisténcia a canamicina no gene exoZ e nos gene phbA e
phbB do cromossoma da bactéria.

7..1. Construcao do plasmideo pexoZKan

O produto de amplificagdo que possui o0 fragmento correspondente ao gene
exoZ foi obtido do clone EXOZ-J-B02 do banco de clones do LBMP. Este fragmento
foi ligado ao vetor pGem- T easy e transformados em E. coli. Apds extracdo do
plasmideo, o DNA selecionados foram digeridos com a enzima EcoRl para a
liberacdo de um fragmento de aproximadamente 0,8 kb. Este plasmideo foi
denominado de pGem-T EXOZ.

Em seguida o plasmideo pGem-T EXOZ foi utilizado para a reacao de insergao
de transposon KAN-2 (EZ-Tn5, EPICENTRE) conforme metodologia fornecida pelo
fabricante. A reacao foi realizada contendo os seguintes componentes: 1000 ng DNA
plasmidial; 0,7 pmol EZ::Tn5 <KAN-2> transposon; 1 U EZ:Tn5 <KAN-2>
transposase; H,O Milli-Q estéril e autoclavada g.s.p 10 pl. Esta mistura foi incubada
durante 2 h a 37 °C. Em seguida a reacéo foi interrompida pela adi¢cdo de 1 uL de
EZ::Tn5 10x stop solution e a incubag&o por 10 min a 70 °C.

O plasmideo resultante foi denominado de pexoZKan e foi transformado em E.
coli estirpe DH10B. O surgimento de coldnias resistentes a canamicina indicaram que
ocorreu a integracao do transposon no genoma e, portanto foram isoladas e
estocadas a -80°C.

A transferéncia para R. tropici estirpe SEMIA 4080 foi feita por eletroporacao

como descrito anteriormente no item 6.3.1.
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7.2. Construcao do plasmideo pphbABKan.

Foi utilizada a mesma estratégia desenvolvida para a mutacao do gene exoZ.
O fragmento correspondente aos genes phbAB, contendo a regido codificadora das
proteinas beta-cetotiolase (phbA) e acetoacetil-CoA redutase (phbB), utilizado foi
obtido do clone PHBAB-J-A03 construido durante a execugdo deste trabalho
pertencente ao banco de clones funcional do LBMP. O clone foi digerido com a
enzima Nofl para a liberacdo de um fragmento de aproximadamente 2,3 kb,
confirmando os genes phbAB em “tandem” inserido no plasmideo. Este plasmideo foi
denominado de pphbAB.

Em seguida o plasmideo pphbAB foi utilizado para a reagdo de insergao de
transposon KAN-2 (EZ-Tn5, EPICENTRE) conforme descrito no item anterior 7.2.1. O
plasmideo resultante foi denominado de pphbABKan e transformado em E. coli
estirpe DH10B, como descrito no item 6.1. Os clones resultantes também foram
inicialmente selecionados pela resisténcia a canamicina e posteriormente pelo perfil
de restricao. A transferéncia para R. tropici estirpe SEMIA 4080 também foi realizada

através de eletroporagao conforme descrito anteriormente.

8. Triagem dos mutantes de R. tropici SEMIA 4080.

8.1. Crescimento em Meio Sodlido Contendo Calcofluor e corante
Vermelho Congo.

Como foram obtidos varios mutantes de R. tropici, necessitava-se de um
método rapido para selecdo dos mutantes que mais produzissem EPS. Para isto,
algumas das estirpes mutantes de R. tropici foram cultivadas em placas de Petri
utilizando meios de cultura PSY acrescidos de Agar (9 g L"), suplementado com
corante vermelho congo (0,025 mg mL™"). As culturas foram incubadas em estufa tipo

B.O.D. a 28 °C durante 36 h. Depois, as culturas foram fotografadas.
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Para comparagéo dos fenétipos também foram realizados ensaios com placas

de Petri contendo meio solido PSY acrescidos de um corante epifluorescente com

comprimento de emissdo de 430 nm (calcofluor bright 28 — SIGMA) na concentragéao

final de 200 ug mL™'. Este corante fluorescente é especifico para polissacarideos que

contém ligagdes do tipo p-1—4 ou B-1—-3 (WOOD, 1980). A deteccao da producao de

EPS de cada estirpe foi determinada com a iluminagéo das placas por luz UV num

comprimento de onda de 365 nm. As culturas também foram fotografadas em luz
branca.

9. PCR e SEQUENCIAMENTO DOS GENES MUTADOS exoZ e phbAB.

O DNA da estirpe selvagem R. tropici SEMIA 4080 e dos provaveis mutantes
foi extraido de acordo com a metodologia descrita no item 4.1. As mutacbes foram
confirmadas pelo sequenciamento dos produtos de PCR conforme ja descrito

anteriormente (item 5.5).

10. Método para obtencao do exopolissacarideos rizobiano.

10.1. Inéculo e Condicoes de Cultivo.

Para realizar andlises comparativas da estirpe selvagem e mutadas quanto a
producdo, composicdo em monossacarideos e propriedades reoldgicas do EPS,
inicialmente foram preparados pré-indculos a partir de culturas crescidas sobre meio
sblido PGYA (Campanharo, 2006). Uma colénia de 24 h foi inoculada em
“erlenmeyer”, com capacidade para 125 mL, contendo 20 mL de meio liquido PGYL,
e incubado em agitador rotatério 140 rpm, 29 °C por 30 h, ou seja, até obtencao de

uma suspensao com leitura de densidade 6ptica (DO 600) igual a 0,3.
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Aliquotas das culturas correspondentes a 0,10% (v/v) foram transferidas para
“erlenmeyer” de 1000 mL contendo 500 mL do meio liquido PSYL (Campanharo,
2006) e incubadas novamente por 144 h, a 140 rpm, a 29°C. Estes microrganismos

foram cultivados em triplicata.

10.2. Quantificacao da biomassa celular.

Ap6s 144 horas de cultivo, as culturas foram submetidas a centrifugagcao
(10000 x g, a 4 °C, por 50 min), separando as células do sobrenadante. O
sobrenadante coletado foi utilizado para a recuperagéo do EPS.

As células (biomassa celular) foram lavadas com agua destilada e, secas em
estufa a 50 °C até obterem peso constante. A biomassa celular seca foi avaliada por
gravimetria, através da pesagem da biomassa celular produzida.

10.3. Isolamento, Purificacao e Producao de Exopolissacarideo.

Ao sobrenadante, resultante da centrifugacao, foi adicionado alcool etilico 96°
gelado (1:3; v/v) para a recuperacao do EPS por precipitacdo, sendo imediatamente
observada a formagao do precipitado de imediato. Foi armazenado sob refrigeracao
(x 4 °C) durante 24 h. Transcorrido o tempo de refrigeracdo as amostras, foram
novamente centrifugadas (10000 x g, a 4 °C, por 30 min), para separagao
precipitado/solvente, sendo o precipitado lavado varias vezes com alcool etilico que
foi evaporado posteriormente. A precipitacdo com solventes resulta também em
purificacao parcial do polimero por eliminagdo dos componentes sollveis no solvente.
A purificacao total dos EPS foi feita por reprecipitacao fracionada com solvente (CHI
& ZHAO, 2003).

Posteriormente, o produto obtido foi seco em um liofilizador Hetovac vr-1 até

peso constante, pesado em balanca de precisdao para a verificagdo da quantidade
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obtida de EPS (grama de EPS por litro de meio de cultura) e entdo, preparados para

as analises subsequentes de CLAE e reologia.

10.4. Analise do Exopolissacarideo: Determinacao da composicdo em
monossacarideo do EPS das estirpes por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia.

Para a composicdo em monossacarideo do EPS das bactérias, o EPS bruto foi
analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando a quimica
de marcacao dos monémeros com 1-fenil-3-metil-5-pirazolone (PMP), segundo a
metodologia descrita por FU & O'NEILL (1995). Para isto, amostra de 1,0 mg de EPS
foi hidrolisada com 200 pL de Aacido trifluoracético 4 mol L' em tubos de hidrdlise de
13 x 100 mm e selados com uma chama de macarico sob vacuo.

Os tubos entdo foram incubados a 120°C, durante 2 h. Apds resfriamento a
temperatura ambiente, os tubos foram abertos e a solugédo foi evaporada em um
liofilizador Hetovac vr-1. O residuo foi dissolvido em 0,5 mL de isopropanol,
novamente evaporado.

Apo6s isso, o EPS hidrolisado e os monossacarideos padrées foram
prederivatizados (marcacao quimica) com PMP. As reagdes foram conduzidas em
tubos tipo “eppendorf”’, acrescentando—se em cada tubo 40 pL de solucdo de PMP
(0,5 mol L' em metanol) e 40 pL de solugéo de hidréxido de sédio (0,3 mol L), os
tubos foram agitados e incubados a 70 °C por 2 h. Ap6s o resfriamento a temperatura
ambiente, a mistura foi neutralizada pela adicdo de 40 pL de solugdo de acido
hidrocloridrico (0,3 mol L"). Para a extracdo dos derivados de monossacarideos,
foram adicionados 0,5 mL de éter butilico, sendo os tubos agitados por 5 segundos.
As fases foram separadas por centrifugacdo a 5000 x g por 5 min e a fase superior
(orgéanica) foi removida e descartada. Este procedimento de extracao foi repetido por
3 vezes e a fase aquosa resultante foi misturada com 1,0 mL de agua milli-Q.

As anadlises dos monossacarideos marcados com PMP foram desenvolvidas
num sistema para CLAE equipado com um detector UV/VIS (Shimadzu, modelo SPD-

M10A). O comprimento de onda para a deteccao foi de 245 nm. A separacdo dos



54
monossacarideos derivados com PMP foi realizada através de uma coluna GHRC
ODS-C-18 (4,6 mm i.d. x 15 cm) com velocidade de fluxo constante de 0,5 mL min” e
usando os tampdes A e B, constituidos por 100 mmol L de acetato de aménio e pH
5,5 25% de acetonitrila com 10% e 25% de acetonitrila, respectivamente. O gradiente
para a separacgao foi: 0% de B, 30 min e 0-100% de B, até 100 min.

Como monossacarideos padrées foram utilizados glicose, manose, ramnose,
galactose, acido glicurénico e acido galacturbnico, e as seguintes concentracées dos
mesmos: 0,0125, 0,0250, 0,0500, 0,1000 mg mL™" para a construgdo da curva de
calibragcdo. A quantidade de amostra injetada no cromatégrafo foi de 30 uL. As
analises foram feitas em duplicatas. Os dados obtidos da quantificagdo da
composi¢cao em monossacarideos do EPS foram submetidos a analise de variancia, e

as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

10.5. Propriedades Reoldgicas do EPS.

As amostras foram moidas em moinho de inox até se obter um solido
pulverizado para facilitar a solubilizacdo. O estudo do comportamento reoldgico foi
realizado pelo Nucleo de Reologia e Processamento de Polimeros (NRPP), vinculado
ao Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sao Carlos
(DEMa/UFSCar).

Os EPS foram solubilizados em agua deionizada a temperatura de = 20 °C,
nas concentracées de 5 e 10 g L. As solugdes foram mantidas sob agitacdo

mecanica constante, em velocidade média, a temperatura de + 20 °C por 20 min.

As avaliagdes reoldgicas das solugcbes polissacaridicas foram efetuadas em
redmetro de deformacao controlada ARES, da Rheometrics Scientific. Foi utilizado
geometria de cilindros concéntricos, com didametro do cilindro interno de 25 mm e
didmetro do cilindro externo de 27 mm, faixa de freqiiéncia avaliada entre 0,01 e 100
rad/s. As amostragens foram realizadas em duplicata a temperatura de 25 °C. Os
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reogramas, para cada uma das duas concentracdes de cada EPS, foram gerados

utilizando-se software RheoWin (versao 3.20).

O modelo da Lei da Poténcia (Equacao 1) foi ajustado aos reogramas e 0s
valores do indice de consisténcia e indice de comportamento de fluxo do fluido foram
determinados para as concentragdes das solugdes analisadas.

onde: t = tens&do de cisalhamento (Pa); y = taxa de deformagéo (s-1); K =
indice de consisténcia (Pa.s); n = indice de comportamento de fluxo do fluido
(adimensional).

11. ENSAIOS COM PLANTAS: Avaliacao da nodulacao e Eficiéncia de fixacao de

N dos microrganismos.

O experimento foi conduzido em condigdes controladas em casa de vegetacao
do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, Campus de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo, localizado nas coordenadas
geodésicas 212 15’ latitude Sul e 48° 18’ longitude Oeste. Apresenta altitude média de
570 m e clima Aw de acordo com a classificacao de Koeppen.

O plantio do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) cultivar IAC-Carioca foi realizado
no dia 15 de outubro de 2010, em vasos plasticos, com capacidade de 1 L, contendo
como substrato vermiculita autoclavada (120°C por 1 h).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticbes, tendo uma unidade experimental um vaso com uma planta e cinco
tratamentos, sendo avaliados dois microrganismos geneticamente modificados
4080Q7Z03 e 4080QPhb7 e, utilizando para comparagdo, um tratamento
correspondente a inoculagdo com a estirpe selvagem SEMIA 4080 (= PRF 81) de R.
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tropici, que esta entre aquela recomendada comercialmente para a produgdo do
inoculante comercial no Brasil. Além dos tratamentos inoculados, havia tratamentos-
controle sem inoculagéo: testemunha sem adigcao de N e testemunha nitrogenada,
resultando em 20 parcelas. A testemunha nitrogenada recebeu 300 mg de nitrogénio
na forma de NH4sNO3 por vaso, sendo parcelada com 165 mg de N 14 dias e 135 mg
de N, 28 dias ap6s a semeadura. A disposi¢cao dos tratamentos estd de acordo com a
Tabela 7.

Tabela 7. Disposicao dos tratamentos dos ensaios de nodulagao e eficiéncia
de fixac@o simbidtica de nitrogénio.

Tratamento Descricdo

T1 Inoculagao com estirpe selvagem de R. tropici SEMIA 4080
(= PRF 81)

T2 Inoculagdo com mutante 4080QZ03

T3 Inoculagdo com mutante 4080QPhb7

T4 Tratamento controle sem inoculagéao e sem adigdo de N

T5 Tratamento controle sem inoculagéo e com adigdo de N

Antes da semeadura, as sementes foram previamente desinfetadas por
imersdao em etanol 70% e em hipoclorito de sédio 4%, seguindo-se de trés lavagens
em &gua destilada estéril (VINCENT, 1970). Foram utilizadas trés sementes de
feijoeiro em cada vaso.

O desbaste foi efetuado 5 dias depois do plantio e cada plantula foi inoculada
com uma suspensdo de rizébio contendo cerca de 10° unidades formadoras de
colbnia por mL (Absorbancia 0,8 - 1,0 com comprimento de onda 545 nm), utilizou 5
mL da suspensao préximo ao seu colo.

Procedeu-se a irrigacao diariamente com 200 mL de agua por parcela. Toda
agua empregada no experimento era destilada e nao continha tragos de calcio. Apés
a queda dos cotilédones, os vasos receberam solugdo nutritiva de GIBSON (1987)
isenta de N, esterilizada e com pH ajustado para 6,0, sendo aplicado em cada vaso

10 mL de solug&o nutritiva a cada sete dias.
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Apds 35 dias da semeadura foi efetuada a colheita, e as avaliagbes foram
realizadas através da contagem do numero de nodulos totais, massa da matéria seca

dos nodulos por planta e teor de nitrogénio nas folhas.

11.1. Numero e massa seca dos nodulos por planta.

Apés coleta, lavagem e secagem das raizes, os nddulos foram separados e
contados. Os dados foram resultantes de cada planta, de cada tratamento, e
expressos em numeros de nédulos por planta (n° nod planta’). Os nédulos
destacados foram pesados em balanca digital. Os dados foram resultantes de cada

planta, de cada tratamento, e expressos em MG planta™.

11.2. Teor de nitrogénio nas folhas.

Apé6s a secagem da plantas em estufa com circulagéo forgcada de ar, regulada
a temperatura de 50°C, até atingir peso constante, foram coletadas as folhas do
terceiro e quarto né da planta a partir do apice (Potafos, 2006). Em seguida, estas
foram moidas (em moinho de inox) e armazenadas em frascos hermeticamente
fechados. As amostras foram, entdo, submetidas a digestdo com &cido sulfurico,
destilacao e titulagdo para a obtengcdo do teor de N, expresso em porcentagem,
conforme metodologia indicada por Malavolta et al. (1997).

O indice de efetividade simbidtica (Efra) dos variantes foi calculado por meio

da equacao 2, conforme descrito por Brockwell et al. (1966) citado por Sa (2001).

N total fixado N total T S/N
Efra = x 100 (2)

N total T C/N N total T S/N

Onde: N total fixado: Nitrogénio total do tratamento;
N total T S/N: Nitrogénio total da testemunha sem nitrogénio;
N total T C/N: Nitrogénio total da testemunha nitrogenada.
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11.3. Analise Estatistica.

Os dados obtidos foram analisados no programa estatistico SISVAR e
submetidos a anadlise de variancia com teste de F, utilizando-se o Teste de Tukey a 5

% para comparagao entre meédias de tratamentos.
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V. RESULTADOS E DISCUSSOES

1. Extracao de DNA genémico.

Na Figura 7 observa-se o perfil eletroforético do DNA genémico da linhagem
de R. tropici SEMIA4080 e dos mutantes 4080QZ03 e 4080QPhb7. Observa-se que
0os DNAs extraidos possuem alto peso molecular (acima de 10 kb), e estao bastante
concentrado, apresentando alta emissao de fluorescéncia pelo brometo de etideo, o
que gera uma banda intensamente escura na fotodocumentacao do gel. Esperava-se
obter uma estimativa visual da concentragdo do DNA, pela comparacdo de sua
intensidade com a da banda na altura de 6 Kb do marcador de tamanho molecular 1
kb DNA “ladder” (Fermentas) que possui 70 ng.

bp ng/0.Spg %
10000 30.0 6O
8OO0 30.0 Ia.n
aiop I8 12d
4000 300 6D
3800 30.0 G0
200 70.0 140
= 2000 200 a0
7] 2000 250 &D
% — 1500 250 &0
2 — 1000 60.0 120
g — 750 250 50
o — 500 250 50
5 — 250 250 50
£
=
il

0.5p0/lane, 8cm length gel,
1% TAE, 7W/em, 45min

Figura 7. Perfil eletroforético de DNA genémico em gel de
agarose 0,8% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5
mg/uL). (A) Canaletas: 1. Padrdo de tamanho
molecular (1 Kb DNA Ladder — FERMENTAS); 2. DNA
genbémico total R. tropici; 3-4. DNA gendmico total do
mutante 4080QZ03; 4-5. DNA gendmico total do
mutante 4080QPhb7. (B) Perfil eletroforético do
marcador de tamanho molecular 1kb DNA “ladder”
(Fermentas), com as respectivas massas contidas em
cada banda.
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O DNA foi quantificado em NanoDrop ND-1000 (Uniscience) e a quantidade e
pureza do DNA gen6mico da estirpe escolhida e suas formas mutadas, utilizando-se
a técnica de extracdo segundo metodologia descrita por MARMUR (1961), foi

satisfatéria para a realizagdo da PCR (Tabela 8).

Tabela 8. Pureza (valor da relagdo 260/280) e concentracdo do
DNA obtidos a partir da técnica de extragdo conforme
MARMUR (1961).

Relacao Concentracédo de DNA
Amostras 260/280 (ng/ul)
SEMIA 4080 1,86 438,00
4080Q203 1,82 131,00
4080QPhb7 1,90 167,00

A presenca de proteinas, RNA, detergentes e solventes organicos na
preparagdo podem interferir nas medidas. Uma vez que 0os maximos de absorgéo de
DNA e proteinas ocorrem respectivamente a 260 e 280 nm, uma medida aproximada
da pureza do DNA isolado pode ser obtida determinando-se a relacéao Azsonm /A2sonm-
As amostras obtidas foram consideradas adequadas para utilizacdo em reagdes de
PCR, possuindo a relacao Azeonm /A2sonm €ntre 1,80 a 2,00. A concentracdo de DNA
foi utilizada como base para diluicdo do DNA e preparo de uma solugéo trabalho de
50 ng/pL.

2. Desenho de iniciadores para o isolamento dos genes de interesse.

Na Tabela 9 podem ser observadas as seqiéncias dos iniciadores, bem como

suas temperaturas de anelamento e tamanho do produto da amplificagao.
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Tabela 9. Genes de interesse e iniciadores correseondentes.

Temperatura
Iniciadores Sequéncias Produto da de
amplificacéo Anelamento
exoZ-R CGCCGCCGATTGACGACAGCA 788 pb 60°C
exoZ-F TGTCCTGAGGGGTTTCGTGAT
phbAB-F AGTTGCGGTACCATGTCCATGTCAGACGAT 2300 pb 65°C

phbAB-R AGTTGCGCATGCTCAGGCGTGATACTGGCC

3. Padronizacao das reacoes de PCR.

A padronizacdo das reagdes de PCR para os genes alvos foi realizada em
termo gradiente (COBBERT), determinando-se a temperatura de pareamento ideal
para cada iniciador.

Varios testes foram realizados na tentativa de obtencdo do fragmento
correspondente ao tamanho molecular de cada gene de interesse estudado. Desta
maneira, foi padronizada as condigcdes para cada um dos iniciadores dos genes,
sendo essas: 1x de tampao; 1,5 mM de MgCl,. 200 mM de dNTPs; 20 pMol de cada
iniciador; 100 ng de DNA e 1U de TagDNA polimerase(gotaq Promega), completando
com agua para um volume final de 20 uL. Para os iniciadores do gene exoZ foi
utilizada as mesmas condi¢des, apenas utilizando 25 pMol de cada iniciador em vez
de 20 pMol, e 50 ng de DNA.

Nas condigbes definidas para os iniciadores, em relagdo ao gene exoZ foi
obtido um fragmento entre 750 pb e 1000 pb, como era esperado para este gene
(Figura 8A). Na Figura 8B, observa-se o fragmento do produto de amplificacao, entre
2000 pb e 2500 pb, a qual corresponde a amplificacdo dos genes phbAB em tandem,

0 que era o esperado para tal produto de PCR.
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2500pb
2000pb

1500pb

750pb , 1000pb

Figura 8. Perfis eletroforéticos dos produtos de PCRs para o gene exoZ (A);
phbAB (B) em gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo de
etidio (0,5 mg/uL). A) Canaletas: 1. Padrao de tamanho molecular
(1 Kb DNA Ladder — FERMENTAS); 2. Controle negativo exoZ; 3.
Controle positivo (DNA genbmico R. tropici) exoZ. B) Canaletas:
1. Padrao de tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder -
FERMENTAS); 2. Controle negativo phbAB; 3. Controle positivo
(DNA gendmico R. tropici) phbAB.

4. Insercao em E. coli e confirmacao da ligacao dos produtos de PCR ao
vetor pGem T-Easy (PROMEGA).

Como restos de reagentes podem influenciar negativamente nas etapas de
clonagem do fragmento de amplificacdo, realizou-se um tratamento prévio de
purificacao da amostra antes das etapas de clonagem.

O aumento do numero de fragmentos de DNA pode ser obtido através de um
processo de clonagem, onde se ligam os fragmentos resultantes da amplificacdo aos
vetores. Quando um vetor é entdo duplicado no interior de uma bactéria, duplica-se
também o fragmento de DNA.

O vetor pGem T-Easy foi selecionado para a clonagem por possuir um residuo
de Timina em suas extremidades, o que torna facil a ligacao de um produto de PCR
obtido por amplificacdo com a enzima Tag DNA polimerase, que deixa um residuo de
Adenina.
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O fragmento dos genes phbAB e do gene exoZ foram ligados separadamente
ao plasmideo de clonagem pGem T-Easy (Promega). Dos clones gerados, foram
selecionados 96 e colocados em placas de cultivo de bactérias (“mega-titer plates”,
96 pocos) sendo realizada a extragao plasmidial de 05 (cinco) clones.

Para confirmacdo da entrada dos insertos desejados, os clones foram
submetidos a digestdo com enzima de restricdo Notl (IBioLabs) para os clones
pphbAB e EcoRI para os clones pGem-T EXOZ, as quais possuem dois sitios de
corte no vetor pGem T-Easy (Promega) e nao possui sitio de corte nos fragmentos
clonados. O conhecimento prévio dos sitios de restricdo da enzima tornou possivel a

constatagao da presencga de cada fragmento inserido ao vetor.

1 2 3 4 5 6
- e #m  2500pb —p
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Figura 9. Perfis eletroforéticos dos plasmideos digeridos referentes a construgdo em pGem-T easy em
gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 mg/uL). A) Canaletas: 1. Padréao
de tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder — FERMENTAS); 2-6. Construgdo pGem-T EXOZ
digerida com enzima de restricdo EcoRI. B) Canaletas: 1. Padrao de tamanho molecular (1
Kb DNA Ladder — FERMENTAS); 2-6: Construgdo pphbAB digerida com enzima de
restricdo Notl.

Alguns clones do fragmento de amplificacdo por PCR do controle positivo,
obtidos em vetor pGem T- Easy e transformados em E. coli DH10B, foram escolhidos
para submissdo ao sequenciamento, para comprovagdo se o0s fragmentos

correspondem aos genes em questao.
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5. Seqlienciamento

As sequéncias obtidas foram comparadas ao banco de genes ("GeneBank
database") do National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) para buscar alinhamentos significativos e
comprovacgao da sua identidade.

A funcéo do gene exo é conhecido em S. meliloti (BECKER & PUHLER, 1998),
e teve semelhanca entre suas sequéncias de genes exo de NGR234 (STREIT et al.,
2004), o qual codifica uma acetil transferase. Entretanto, propde-se que ExoZ de R.
tropici SEMIA 4080 tem a mesma fungdo, uma vez que pela avaliacdo das
sequéncias pelo Blastn, a sequéncia do gene exoZ clonado neste trabalho apresen-
tou 90% de identidade com homdlogos nos genomas de outros simbioticos: R.
leguminosarum bv. trifoli WSM2304 (CP001191.1); R. leguminosarum bv. trifolii
WSM1325 (CP001622.1); R. leguminosarum bv. trifolii estirpe TA1 (DQ778610.1); R.
etli CIAT 652 (CP001074.1); R. etli CFN 42 (CP000133.1).

Para as construcoes referentes aos genes envolvidos a biossintese de PHB,
foi possivel comprovar que produto de PCR liberado refere-se aos genes phbA e
phbB, que codifica beta-cetotiolase e acetoacetil-CoA redutase, respectivamente,
uma vez que o sequenciamento da regido “forward” quando comparada com o banco
de dados BLAST, apresentou acima de 95% de similaridade com bactérias
pertencentes a outras espécies de rizébio, como por exemplo, Bradyrhizobium
japonicum USDA 110 (NP 766865.1); Sinorhizobium meliloti 1021 (NP 387367.1); S.
fredii NGR 234 (YP 002827755.1); Bradyrhizobium sp. ORS 278 (YP 001202743.1),

entre outras.

6. OBTENGCAO DA ESTIRPE MUTANTE

Para a obtencao da estirpe mutante exoZ e phbAB™ de R. tropici SEMIA4080,
foi utilizado plasmideo pré-selecionados contendo os genes de interesse clonado no
vetor comercial pGem T-Easy (Promega), que foram construidos neste estudo.
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Apéds a confirmacgao da presenca do gene exoZ no plasmideo pGem—-T EXOZ e

dos genes phbAB no plasmideo pphbAB foram realizadas reagdes para insergao do
transposon EZ:TN™<KAN> in vitro. Obtiveram-se varios clones, que foram
analisados para verificar a regido de insercao do transposon. Para a identificagéo de
um clone com insercao no gene exoZ e, um outro clone com a inser¢cao nos genes
phbAB em “tandem”, os plasmideos das colbnias selecionadas aleatoriamente foram
purificados e submetidos a analise por enzimas de restricdo com sitios Unicos no
inserto conforme descrito em materiais e métodos. A analise dos perfis eletroforéticos
permitiu realizar a selecdo de colonias de E. coli que receberam apenas o vetor
contendo o fragmento de DNA com uma insercdo do elemento EZ::Tn5 dentro do

gene de interesse conforme apontam as Figuras 10 e 11.
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Figura 10. Perfis eletroforéticos dos plasmideos selecionados pGem—T EXOZ e pexoZKan em gel
de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 mg/uL). Canaletas: 1. Padrdo de
tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder — FERMENTAS); 2. controle positivo (DNA
gendémico R. tropici) de amplificacdo do produto de PCR correspondente ao gene exoZ;
3 e 5. DNA plasmidial referente ao plasmideo pGem-T EXOZ; 4 e 6. padrao esperado
de restricdo com enzima EcoRI dos clones positivos, contendo regido do genoma de R.
tropici com o gene exoZ; 7. DNA plasmidial referente ao plasmideo pexoZKan; 8.
padrao esperado de restricdo com enzima EcoR/ do plasmideo pexoZKan com insergao
do elemento EZ::Tn5 dentro do gene exoZ.

A figura 10, apresenta o controle positivo (DNA genbmico R. tropici) de
amplificacao do produto de PCR correspondente ao gene exoZ. Enquanto que nas
canaletas 3 e 5 apresenta o perfil desejado do padrao de restricdo com enzima EcoR/
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do vetor pGEM-T Easy contendo uma regidao do genoma de R. tropici com o gene
exoZ, confirmando a clonagem do gene de interesse. Sendo estes os DNA
plasmidiais (canaletas 2 e 4) selecionados para a reagao de insergao do transposon.
Desta forma, resultou no plasmideo pexoZKan (canaleta 6), e na canaleta 7 estd o
fragmento de 2009 pb, o qual corresponde ao padrdo esperado de restricdo deste
plasmideo (pexoZKan) com insercao do elemento EZ::Tn5 dentro do gene exoZ.

Figura 11. Perfis eletroforéticos dos plasmideos selecionados pphbAB e pphbABKan em gel de
agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 mg/uL). Canaletas: 1. Padrao de
tamanho molecular (1 Kb DNA Ladder — FERMENTAS); 2. controle positivo (DNA
gendmico R. tropici) de amplificagdo do produto de PCR correspondente ao phbAB; 3.
DNA plasmidial referente ao plasmideo pphbAB; 4. padrdao esperado de restricdo com
enzima Notl para os clones positivos, contendo regido do genoma de R. tropici com o
phbAB; 5. DNA plasmidial referente ao plasmideo pphbABKan; 6. padrao esperado do
padrao de restricdo com enzima Notl do plasmideo pphbABKan com insercao do
elemento EZ::Tn5 dentro dos genes phbAB.

Na figura 11, observa-se o controle positivo (DNA gendmico R. tropici) de
amplificacdo do produto de PCR correspondente ao phbAB, cujo tamanho € de 2300
pb e, com inser¢do do elemento EZ::Tn5 dentro do phbAB resultou em um fragmento
de 3521 pb, 0 que era esperado para o padrao esperado de restricdo com enzima
Notl do plasmideo pphbABKan.
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7. Selecao dos mutantes obtidos através da mutagénese insercional por

transposicao in vitro.

A eletrocompeténcia celular da estirpe SEMIA 4080 foi conseguida pela coleta
das células em fase de crescimento exponencial seguida por sucessivas lavagens
que visaram a remocao de ions e impurezas do meio extracelular. Todavia, estas
células foram capazes de receber os fragmentos de DNA exdgeno através de poros
temporariamente formados na membrana celular, induzidos por um pulso elétrico de
alta voltagem.

Depois da transformacdo da bactéria Rhizobium tropici SEMIA 4080, a
insercao do transposon foi evidenciada primeiramente pela resisténcia a canamicina
e, posteriormente pela PCR (Figura 12) e sequenciamento dos produtos de

amplificacao.

3000pb—p
—>
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Figura 12. Perfil eletroforético dos produtos de PCRs
para o gene exoZ e phbAB apds a
recombinagcao homéloga, em gel de agarose
1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5
mg/uL). linha 1: Padrdo de tamanho
molecular (1 Kb DNA Ladder -
FERMENTAS); linha 2: exoZ com
transposon (2009 pb = 788 + 1221); linha 3:
phbAB com transposon (3521 pb = 2300 +
1221).

A caracterizacao dos mutantes de acordo com o tipo de recombinagédo se deu
pela resisténcia a antibidticos. Mutantes cultivados em meio contendo ampicilina e
canamicina seriam caracterizados pela simples recombinacao, indicando assim, além

da presenga do gene mutado, a presenca do vetor integrado ao DNA cromossdmico,



68
uma vez que a resisténcia a ampicilina é caracteristica do vetor. No entanto, nao foi
observado crescimento bacteriano na presenca dos dois antibibticos, indicando
assim, a ndo ocorréncia de simples recombinacdo homodloga e nem estabilidade do
plasmideo no interior da bactéria. A dupla recombinagao foi caracterizada de acordo
com a resisténcia dos mutantes a canamicina, indicando que o gene nativo fora
substituido pelo gene mutado e o vetor desintegrado. O perfil de resisténcia a
antibiéticos observados possibilitou a selecao de mutantes gerados pelo mecanismo
molecular de dupla recombinacdo e o sucesso da mutagénese foi confirmado por
ensaios moleculares de PCR e sequenciamento desses produtos de PCR.

Através da amplificacdo do fragmento de interesse foi entdo possivel
determinar a mutagédo presente nestas estirpes de maneira mais rdpida, simples e
segura do que o método de hibridizagdo com sondas radioativas. A comparagao entre
os produtos de PCRs para o gene exoZ e phbAB das bactérias mutantes (Fig. 12) e
selvagem (Fig.8) permitiu observar que em relagdo ao gene exoZ com uma insergao
da sequéncia do transposon, resultou em um fragmento de 2009 pb, sendo a soma
do tamanho do gene 788 pb e o tamanho do transposon de 1221 pb e, em relagcédo ao
phbAB com transposon resultou em um fragmento de 3521 pb (2300 + 1221)
confirmando, assim, a ocorréncia da recombinacdo homéloga entre os genes

selvagens e mutados.

8. Comparacao entre os fenétipos

Na figura 13 é possivel observar que tanto a estirpe selvagem como os
mutantes produziram colénias mucosas quando cultivadas em placas de Petri
contendo meio PSAY soélido suplementado com corante Vermelho Congo. O aspecto
mucoso dos mutantes 4080QZ03 e 4080QPhb7 aparentou ser mais firme quando
comparada a sua estirpe selvagem. Sendo que esta Ultima apresenta uma goma mais
“liguida”, podendo coalescer por toda a placa de Petri. Enquanto que, na Figura 14
nota-se a estirpe selvagem e seus mutantes cultivados em meio sélido PSY
adicionado um corante epifluorescente com comprimento de emissdo de 430 nm

(calcofluor bright 28 — SIGMA) na concentracao final de 200 pug/mL.
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Figura 13. Estirpe selvagem de R. tropici
SEMIA4080 e mutantes 4080QZ03
e 4080QPhb7 cultivados em placas
de Petri contendo meio PSAY sélido
suplementado com corante
Vermelho Congo visualizados sob
luz branca. Estas bactérias foram
cultivadas por 24 h a 30 °C.

Figura 14. Estirpe selvagem de R. tropici SEMIA4080 e mutantes 4080QZ03 e
4080QPhb7 cultivados em placas de Petri contendo meio PSAY sélido
adicionado um corante epifluorescente (calcofluor bright 28 — SIGMA) na
concentracéo final de 200 pg/ml, visualizados sob luz branca (A) e luz
UV (B). Estas bactérias foram cultivadas por 24 h a 30 °C.
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Como o corante fluorescente é especifico para polissacarideos que contém
ligacdes do tipo B-1—4 ou B-1—3 (WOOD, 1980), nota-se que o mutante 4080QZ03
produz maior quantidade de material Calcofluor-binding em relacdo a estirpe
selvagem e ao mutante 4080QPhb7 (Figura 14).

A producao de polissacarideos microbianos pode ser influenciada por fatores
fisicos e quimicos, como temperatura, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, aeracao,
agitacao e a presencga de micro elementos. A escolha da espécie de rizdbio também
interfere  na produgdo (CASTELLANE 2004; CASTELLANE, 2007). Muitos
microrganismos produtores de polissacarideos respondem de maneira diferente a
esses fatores de crescimento e para alguns, a fonte de carbono € a principal
determinante da quantidade do polissacarideo formado (CAMPANHARO, 2006;
CASTELLANE, 2007).

Os mutantes obtidos e a estirpe selvagem foram cultivados em sacarose
comercial como Unica fonte de carbono. Esta fonte de carbono apresenta baixo custo
e facil aquisicdo, e também por ja ter apresentado resultados satisfatorios na
producdo de exopolissacarideo por estirpes pertencentes a espécie R. tropici
(CASTELLANE, 2007). As estirpes do género Rhizobium sao de crescimento rapido e
utilizam uma série de carboidratos como fontes de carbono, tais como: pentoses,
hexoses, polidis, acidos organicos, dissacarideos e polissacarideos (MONZA et al.,
1992 citado por VICARI, 1992). Crescimento em meio contendo carboidrato é
usualmente acompanhado pela producao de goma (JORDAN, 1984).

9. Avaliacao da producao de EPS

Campanharo (2006) realizou ensaios com a finalidade de definir o reagente
mais adequado para a recuperagcao de EPS e observou que a solugao de cetramida
1% a 4°C (0,3 volumes) foi a mais eficiente em recuperar o EPS em todas as
amostras avaliadas, entretanto, toda a pigmentacdo amarela do extrato de levedura
restante do cultivo também foi precipitada. CASTELLANE (2007) analisou os
constituintes ndo carboidratados na composigcdo do EPS bruto, precipitado com

etanol anidro (1:3; v/v), aplicando-se o0 método espectroscépico no Infravermelho com
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Transformada de Fourier (FTIR) e os resultados evidenciaram que o uso do solvente
etanol anidro mostrou-se eficiente, uma vez que todos os sinais observados eram
caracteristicos de sacarideos parcialmente esterificados e sem presenca de impureza
de proteinas. Deste modo, 0 método de recuperacédo adotado neste trabalho foi o
mesmo descrito por CASTELLANE & LEMOS (2007).
Com a mistura rapida do etanol e o sobrenadante, a precipitacao foi imediata,
e com o auxilio de um bastdo de vidro foi possivel coletar praticamente todo o
material precipitado (Figua 15). O fato de serem secretados para o meio extracelular
confere aos EPS grandes vantagens sob os demais polissacarideos microbianos,
uma vez que estes nao necessitam de processos complexos para extracao e ao

mesmo tempo sdo livres de contaminantes celulares.

Figura 15. Representacao da recuperagcdao do EPS com
adicdo de etanol anidro (1:3; v/iv) ao
sobrenadante das amostras.

SEMIA 4080 40800703 4080QPhb7

Figura 16. EPS seco e moido.
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Para avaliar a produgédo dos EPS, o volume do frasco foi medido antes de

precipita-lo, e depois foi feita a conversao para g.L™". A biomassa e os materiais de

EPS secos (Figura 16) obtidos foram pesados e, os valores encontrados, estdo
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Producdo de exopolissacarideos e de biomassa celular no meio de cultura por rizébios
selvagem e mutante, e eficiéncia relativa de produgéo de EPS.

Eficiéncia relativa
Quantidade de EPS Biomassa

Microrganismo (EPS/Biomassa)
g.L”
SEMIA 4080 2,52 1,14 2,21
40800203 5, 06 0,75 6,75
4080QPhb7 3,94 0,71 5,55

FERNANDES JUNIOR e colaboradores (2009) ao avaliar a diversidade
fenotipica de bactérias isoladas de nodulos de trés cultivares de guandu, bem como a
capacidade desses isolados em produzir exopolissacarideos, polihidroxibutirato e
amilases, observou que as estirpes de R. tropici, BR 322 e BR 520, ambas
recomendadas para a producao de inoculantes para o feijoeiro comum no Brasil e
geneticamente muito proximas, apresentaram produtividade e capacidade de
crescimento diferenciados, e producdo de EPS: 1,13 e 1,89 g L™, respectivamente,
quando cultivadas em meio YML. Enquanto que, a estirpe selvagem de R. tropici
SEMIA 4080 apresentou 2,52 g I , e os mutantes 4080QZ03 e 4080QPhb7
apresentaram producdo de EPS correspondente a 5,06 e 3,94 g I'', respectivamente,
nas condicdes de cultivos descritas do presente estudo (Tabela 13).

A producdo de biomassa celular dos mutantes 4080QZ03 (0,75 g L) e
4080QPhb7 (0,71 g L") foi menor em relacdo & estirpe selvagem (1,14 g L™).
Geralmente, a produgdo do polimero € inversamente proporcional a taxa de

crescimento bacteriano, o0 que sugere uma regulacao entre 0 metabolismo bacteriano
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em detrimento ao catabolismo, onde as células em determinado ponto de sua curva
de crescimento ndo investem em esqueletos de carbono para o crescimento, em
detrimento da atividade metabdlica das células.

De acordo com KUMARI et al. (2009) a producédo de EPS por isolados de
rizobio utilizados para a producdo de inoculantes pode variar de acordo com as
caracteristicas fenotipicas e genéticas de cada isolado. A producéo de EPS pode ser
elevada para isolados de rizébio utilizados em inoculantes para indigéfera na Africa,
porém pode ser reduzida para os rizdbios recomendados para outras espécies. A
producao de EPS por estirpe de Rhizobium tropici € seus mutantes variou muito no
presente estudo. Ao avaliar a eficiéncia relativa na producado de EPS, dada pela
relacdo entre o total de EPS e a biomassa celular, houve destaque para o mutante
40800203 (6,75), seguido do mutante 4080QPhb7 (5,55) e por ultimo a estirpe
selvagem (2,21). Em bactérias, € comum encontrar produgdo variavel de EPS,
mesmo em bactérias do mesmo género cultivadas nas mesmas condi¢des, conforme
demonstrado em Rhizobium (KUMARI et al., 2009), Xanthomonas (ANTUNES et al.,
2003; ROTTAVA et al., 2009) e Sphingomonas (BERWANGER et al., 2007), o que
esta de acordo com os resultados encontrados no presente estudo. Segundo
MARGARITI & PACE (1985), obtém-se um alto rendimento quando ocorre a
conversao de 70-80% da fonte de carbono utilizada em biopolimero.

A préxima etapa desse trabalho foi determinar a composicdo monossacaridica
de cada um dos EPS. A primeira reacao € a hidrélise efetiva dos polimeros que tanto
pode ser efetuada por &cido quanto por enzima (PAZUR, 1994) e desta maneira é

possivel conhecer seus residuos monossacaridicos.

10. Analises da composicao dos exopolissacarideos.

Os resultados obtidos pela andlise dos EPSs da estirpe selvagem de R. tropici
SEMIA 4080 e seus mutantes 4080Q7Z03 e 4080QPhb7, cultivadas em meio de
cultura contendo sacarose como fonte de carbono, estao relatadas na Tabela 11.
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Tabela 11. Composicdo dos exopolissacarideos em monossacarideos (1)
produzidos pela estirpe selvagem de Rhizobium tropici e seus

mutantes.
Mi . 2 Man Rha GIcA GalA Gilc Gal
icrorganismo
(Mg mL?)
SEMIA 4080 20a 6,0a 200a * 129,0 ¢ 755¢
40800703 20a 7,0b * 7,0a 144,0a 109,0a
4080QPhb7 3,0b 6,0a * 7,0a 141,5b 101,5b

(1) Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. (2) Estirpes crescidas em meio liquido
PSYL, contendo sacarose como fonte de carbono, por 144 horas a 140rpm, a
uma temperatura de 29°C +1. tragos, ou seja, quantidade abaixo do limite de
deteccao do detector UV-visivel. Abreviagdes: Man, manose, Rha, ramnose,
GIcA, acido glicurénico, GalA, acido galacturénico, Glc, glicose, Gal, galactose.

A partir desses resultados € possivel afirmar que os EPS dos microrganismos
sao heteropolimeros, tendo em sua composi¢cao acucares neutros (manose, ramnose,
glicose e galactose), e agucares acidos (acido glicurbnico e galacturénico) em
diferentes concentracdes.

Os biopolimeros dos microrganismos consistiram predominantemente da
presenga de galactose e glicose (Tabela 11). Entretanto, os mutantes 4080QZ03 e
4080QPhb7 apresentaram quantidades pequenas de manose, ramnose e acido
galacturénico com tragos de acido glicuronico, enquanto que, o EPS produzido pela
estirpe selvagem SEMIA 4080 contém quantidades pequenas de manose, ramnose e
acido glicurbnico com tracos de acido galacturénico (Tabela 11). Recentemente,
STAEHELIN et al. (2006) analisando o EPS de Rhizobium sp. estirpe NGR234
também encontraram uma quantidade muito pequena de acido glicurbnico nas
amostras. A presenca de monossacarideos acidos (acido glicurénico e galacturdnico),
mesmo em baixa concentracdo, torna o EPS mais acidificado e o seu acumulo faz
com que o heteropolissacarideo fique altamente anibnico e, assim, podem atuar
como resinas de troca ibnica, concentrando minerais e nutrientes ao redor da célula
(WHITFIELD, 1988). A presenca de acidos glicurénico e piravico na goma xantana,
confere ionicidade a mesma, promovendo alteragées na conformagdo molecular e

aumentando a solubilidade de suas solucdes (DIAZ et al., 2004).
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O monossacarideo manose foi encontrado na mesma concentragao de 2,0 ug
mL"' nas amostras de EPS produzidos pelo mutante 4080QPhb7 e a estirpe
selvagem SEMIA 4080, enquanto que no EPS produzido pelo mutante 4080QZ03
esta concentracao foi de 3,0 ug mL™". MANDAL et al. (2007), avaliaram a composicdo
de EPS de rizébio isolado de mungo verde (Vigna mungo), e sugeriram a presenca
do pentassacarideos Manose4-Ribose1, como monémeros de um EPS de peso
molecular aproximado de 750 kDa.

A ramnose é considerada um monossacarideo caracteristico do LPS. Embora,
STREETER (1999) tenha observado que polissacarideos extracelulares produzidos
em nddulos que se diferenciavam dos demais EPSs pela presenga da ramnose.
Sugere-se que a presenga desse agucar seja uma caracteristica desejavel, pois, em
geral, os polimeros dos quais faz parte possuem capacidade de formar géis
verdadeiros (MCNELLY & KANG, 1977). E em relacdo a este monossacarideo o teor
encontrado variou de 6,0-7,0 ug mL™" nos EPSs produzidos pelos microrganismos.

Assim, a estrutura de EPS de rizdbios de diferentes origens pode auxiliar a
explicar as peculiaridades de adaptacdo que as espécies rizobianas apresentam aos

seus ambientes.

11.Comportamento reolégico das solucoes formadas pelos
exopolissacarideos produzidos pelos microrganismos.

De acordo com SAUDE e colaboradores (2002), para que os polissacarideos
possam ser aplicados na industria ha necessidade que algumas informagdes sobre
estrutura quimica e caracteristicas fisico—quimicas, sejam previamente conhecidos.
Entre as metodologias adotadas na caracterizacdo dos EPS, a avaliacao reoldgica
destaca-se por fornecer informacdes a respeito da estrutura molecular e € importante
na determinacao da aplicabilidade biotecnologica desses biopolimeros (KACI et al.,
2005).

Além disso, as medidas reoldgicas possibilitam a caracterizagdo de polimeros
em solucbes e géis, fornecendo dados importantes para o desenvolvimento dos

processos tecnoldgicos, para o controle de qualidade das matérias-primas e produtos
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padronizados e para a determinagdo de dados na pesquisa e desenvolvimento de um
material especifico (TOSIN, 2008).

Os biopolimeros bacterianos sado capazes de formar solu¢des viscosas e géis
em meio aquoso, mesmo em baixas concentragdes. Segundo STADING (1988), nao
existe outra categoria de substancias que exiba esse comportamento. Dos
parametros que interferem na viscosidade dos polimeros, pode-se citar o tipo de
estrutura molecular e concentracao de polimero. Para a avaliagao das propriedades
reoldgicas dos biopolimeros para a utilizacdo como possiveis viscosificante em
fluidos de perfuragdo para prospeccao de petréleo, as amostras apés serem moidas
foram dispersas em agua destilada em duas concentracdes diferentes (5,0 g I e 10,0
gl™.

A curva de fluxo, definida a partir das medidas de tensao de cisalhamento (t) x
e taxa de deformacédo ou taxa de cisalhamento (y), permite verificar o comportamento
de fluxo das solucdes polissacaridicas. A partir da construcao do reograma é possivel
estabelecer se um liquido apresenta comportamento de fluxo Newtoniano ou néo-
Newtoniano, em determinadas condi¢gdes de tensdo ou taxa de deformacdo. Um
liqguido Newtoniano € representado, graficamente, por uma reta com inicio na origem
da curva de fluxo. Os que nao exibem esse comportamento sdo chamados nao-
Newtonianos. A analise dos reogramas com diferentes concentracées poliméricas
permite evidenciar a transicdo de um comportamento Newtoniano para néo-
Newtoniano (SCHRAMM, 2006). Na Figura 17 sdo apresentadas as curvas de
viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para as amostras analisadas, na
temperatura de 25°C.
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Figura 17. Viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para as amostras analisadas, a 25°C.

Observou-se, também, influéncia da concentracao de EPS sobre a viscosidade
aparente das solugbes aquosas. A viscosidade da solucdo aquosa de um
polissacarideo esta diretamente relacionada com a rigidez de sua molécula que, por
sua vez, depende da sua estrutura, principalmente primaria e secundaria, a qual esta
diretamente relacionada a bactéria utilizada e as condi¢cdes operacionais do processo
(BRADSHAW et al., 1983). Os resultados demonstram que as amostras referentes ao
material produzido pela estirpe selvagem SEMIA 4080 e o seu mutante 4080QZ03
apresentam um comportamento viscoso semelhante em ambas as concentragdes
avaliadas, ou seja, de 5,0 g L' e 10,0 g L. No caso da amostra de EPS produzido
pelo mutante 4080QPhb7, na concentracdo de 5,0 g L™ de EPS em solugéo, devido &
sua baixa viscosidade nesta concentracao, o equipamento so6 teve sensibilidade para
registrar os pontos em taxas superiores a 0,1 s™', e os resultados difere das demais e
apresentou 0os menores valores de viscosidade.

Os grupos acetila e outros substituintes nao acucares podem alterar
grandemente as propriedades fisicas, assim como conferir carga ao
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exopolissacarideo. Na auséncia de tais cargas as macromoléculas podem ser
insoluveis, contudo, dependem das ligagdes estruturais. O piruvato e o acetato
influenciam a transicdo e estabilizacdo ou desestabilizacdo da conformacao
ordenada, respectivamente. Grupos acetila geralmente impedem a associagao
sinergistica e sua remocao produz polimeros geleificantes em concentracdes baixas
(SUTHERLAND, 1998). Esta seria a explicagdo a respeito da propriedade reoldgica
do biopolimero produzido pelo transformante de rizébio que teve mutagdo no seu
gene exoZ, o qual codificada uma acetil transferase, para apresentar maior
viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento no inicio da curva.

A partir da construgdo do reograma (Figura 17) foi possivel observar um
comportamento de fluxo de liquidos pseudoplastico para os trés exopolissacarideos
estudados. O aumento da tensdo de cisalhamento a partir do aumento da taxa de
deformacéo caracteriza-os como fluidos pseudoplasticos. Estudos sobre avaliacao de
EPS de isolados de rizébio tém demonstrado que esses biopolimeros geralmente
apresentam comportamento nao newtoniano e pseudoplastico (Kaci et al., 2005;
Aranda-Selverio et al., 2010). As amostras estudadas obtiveram o0 mesmo
comportamento da goma Xantana, que é considerada um polissacarideo de
referéncia, podendo formar gel eléstico e termorreversivel quando combinado com a
goma locusta. Altas viscosidades de Xantana s&o encontradas quando combinadas
com a goma guar. A goma xantana é completamente soluvel em 4gua gelada ou
quente, produz altas viscosidades a baixas concentracdes e apresenta excelente
estabilidade ao calor e variagbes do valor de pH.

Resultados semelhantes aos obtidos por CAMPANHARO (2006), que
evidencia um comportamento pseudoplastico para as solu¢des dos EPS produzidos
pelos isolados de Phaseolus vulgaris, Leucaena leucocephala v. cunnie, Pisium
sativum e Arachis pintoe, e as solugdes formadas pelo EPS, produzido por trés
diferentes linhagens de bactérias do género Rhizobium, apresentaram
comportamento de fluxo de liquidos ndo-Newtonianos (Aranda-Selverio et al., 2010).
A diminui¢do no crescimento da tensdo com o aumento da taxa de cisalhamento, re-
sultando em menor viscosidade aparente, caracteriza as solu¢gdes como fluidos
pseudoplasticos (NAVARRO, 1997).

KACI e colaboradores (2005) isolaram e identificaram um EPS produzido por

uma estirpe de Rhizobium, de solos aridos, como um polimero formado por glucose,
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galactose e acido manurbnico na propor¢cao molar de 2:1:1. Andlises reolbgicas
mostraram que as solu¢gdes do polissacarideo tém comportamento de fluido
pseudoplastico, sendo utilizado como agente espessante, com propriedades
polieletroliticas.

Solucbes formadas pelo EPS 450, produzido pelo Bacillus sp, também
apresentam comportamento pseudopléstico assim como varias outras solugdes de
polissacarideos microbianos (ROTTAVA, 2005).

Contudo, apesar do comportamento pseudoplastico, a viscosidade de solu¢des
de EPS de diferentes estirpes de rizobios pode variar em uma mesma taxa de
cisalhamento (ARANDA-SELVERIO et al., 2010), o que sugere diferentes aplicacdes
biotecnoldgicas a esses biopolimeros.

A descricao do comportamento reoldgico dos materiais pode ser feita através
de modelos que relacionam como a tensdo de cisalhamento varia com a taxa de
deformagéo. Dentre os modelos matematicos existentes, alguns dos mais utilizados
para os sistemas de alimentos sdao Ostwald-De-Waele (Lei da Poténcia), Casson,
Herschel-Bulkley e Mizrahi-Berki. Os dois primeiros utilizam equacées matematicas
com dois parametros e os demais com trés parametros (HAMINIUK et al., 2006).
Para as solugbes formadas pelos exopolissacarideos produzidos pela estirpe
selvagem de R. tropici SEMIA 4080 e mutantes 4080QZ03 e 4080QPhb7, nas
concentragdes de 5 e 10 g L™, a uma temperatura de 25°C, o modelo de Ostwald-De-
Waele proporcionou os melhores ajustes (Tabela 12). A Tabela 12 mostra os dados
relativos ao comportamento viscosimétrico das amostras, com os valores das
constantes K (indice de consisténcia) e n (indice de lei das poténcias).

O valor de n é uma medida da “pseudoplasticidade” do polimero (BRETAS &
D’AVILA, 2005). O desvio de “n” da unidade indica o grau de desvio do
comportamento newtoniano, sendo que, se n < 1 0 comportamento € pseudoplastico
e, se n > 1, dilatante (TONELI et al., 2005). Portanto, as solucbes polissacaridicas
estudadas neste trabalho apresentaram n <1, indicando comportamento
pseudoplastico (Tabela 12).
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Tabela 12. Valores de consisténcia e do indice de lei das poténcias
medidos para cada uma das amostras.

Concentracao
Amostra (g/L) K (Pa.s") n
SEMIA 4080 5,0 0,29 0,41
SEMIA 4080 10,0 1,71 0,22
40800703 5,0 0,30 0,40
40800703 10,0 1,77 0,22
4080QPhb7 5,0 0,17 0,48
4080QPhb7 10,0 1,03 0,29

E possivel, ainda, observar a partir do indice de consisténcia (K) (Tabela 12)
um aumento progressivo da viscosidade conforme se aumenta a concentracao das
solucdes de todos EPS. Nota-se um perfil reolégico muito préximo dos biopolimeros
produzidos pela estirpe selvagem e mutante 4080QZ03 em ambas as concentragdes.

Os exopolissacarideos produzidos pelos diferentes mutantes de bactérias da
espécie R. tropici, apresentaram diferencas sutis em suas composicdes
monossacaridicas (estrutura primaria) em relacdo a sua estirpe selvagem que,
acredita-se, foram suficientes, para promover alteragdes da estrutura secundaria ou
conformacional das moléculas. Isso pode ser constatado a partir dos resultados
encontrados nas analises reoldgicas, para cada um dos EPS estudados. Espera-se
que os resultados apresentados neste trabalho contribuam com informacbes que
permitam considerar essas macromoléculas e seus respectivos organismos

produtores como objetos alvo de futura investigacao e aplicacao industrial.

12.Efeito da mutacao no gene exoZ e phbAB sobre o processo de formacao
dos nédulos e a fixacao bioldgica de nitrogénio em Phaseolus vulgaris L.
inoculados com a estirpe selvagem e mutantes de R. tropici SEMIA 4080.

R. tropici forma nédulos do tipo determinado em feijoeiro e indeterminado em
leucena (Leucaena leucocephala). Todo este controle por conta da planta hospedeira
indica que a mesma possui a informacao genética para a infecgdo e nodulacao, e a

bactéria o papel colocar toda esta programacao simbidtica em funcionamento. Uma
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série de estudos anteriores tem sugerido que a sintese de EPS é necessaria para
uma nodulagdo eficaz em hospedeiros com noédulos indeterminados, mas nao é
necessario para nodulagdo eficaz dos nodulos determinados. Os resultados dos
ensaios de nodulacao e eficiéncia de fixagdo de N dos microrganismos estudados
estdo apresentados na Tabela 13.

Os nédulos se concentraram no ponto de aplicacdo do inéculo, préximo ao
colo das plantas, na raiz principal e, o este procedimento tanto com R. tropici bem
como com os mutantes proporcionaram boa nodulagéo, uma vez que STRALIOTTO
(2002) relata que uma boa atividade do rizdbio ocorre quando houver a formacao de
pelo menos 10 a 20 nodulos por planta. Os tratamentos com a estirpe selvagem
SEMIA 4080 e o mutante 4080QPhb7 nao diferiram entre si, apresentando 197,25 e
193,25 numeros de nddulos por planta, respectivamente (Tabela 13). Ao avaliar a
nodulacdo e a fixacdo do nitrogénio em feijao-caupi, guandu e feijao de porco em
condicbes de casa de vegetacdo, FERNANDES e colaboradores (2003) também
avaliaram que alguns dos isolados selecionados apresentaram nodulagdo

estatisticamente igual aquela apresentada pelas estirpes recomendadas.

Tabela 13. Numero de nédulos (NN), massa seca dos nodulos (MSN), Teor de
nitrogénio na biomassa seca da parte aérea (N) e indice de efetividade
simbidtica (EFRA) de feijao cultivar IAC-Carioca inoculado com estirpe
selvagem e mutadas de rizébio, na auséncia de inoculagdo (testemunha) e
com aplicacdo de N mineral, cultivada em vasos plasticos contendo
substrato estéril.

Parametros
Tratamentos NN MSN N EFRA
n°nod planta™ mg planta™ % %
SEMIA 4080 197,25 a 52,47 a 191b 48,94 b
40800203 162,75 b 36,70 bc 1,72 bed 43,99 bed
4080QPhb7 193,25 a 32,60 ¢ 1,59 cd 40,89 cd
T s/Ino s/N - - 1,53 d 39,28 d
T s/Ino ¢/N - - 3,90 a 100,00 a
C.V. 8,01 18,40 5,80 5,78

" Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si significativamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV = coeficiente de variagao.
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Os EPS de membrana, que nédo sao exsudados no meio e sdo aderidos a face
externa da membrana plasmatica, desempenham a funcao de proteger as células
bacterianas dos danos causados pelos mecanismos de defesa além de ser capaz de
proporcionar o papel de reconhecimento da célula bacteriana pelo vegetal
(MORGANTE et al,, 2005; MORGANTE et al.,, 2007). Rizébios deficientes na
capacidade de produzir EPS de membrana apresentam baixa capacidade de infectar
o hospedeiro, além de serem mais susceptiveis aos danos celulares causados pelos
mecanismos de defesas vegetais (MORGANTE et al., 2007). Conforme demonstrado
anteriormente, o mutante 4080QZ03 foi capaz de produzir EPS abundantemente.
Sabe-se que este material é secretado no meio extracelular envolvendo as células e
as protegendo de dessecamento e estresses ambientais (SUTHERLAND, 1998),
porém, este mutante gerou um menor nimero de nédulos.

Os resultados obtidos por GONZALEZ et al. (1996) demonstraram que
mutantes de S. meliloti que eram incapazes de produzir um EPS (conhecido com EPS
II), ndo eram capazes de infectar a Medicago sativa. WANG et al. (2008) avaliando
diversas linhagens de mutantes obtidos através da insercao do transposon Tn5, em
Mesorhizobium tiashanense, demonstraram que as linhagens incapazes de produzir
EPS abundantemente também nao formavam biofilme e ndo eram capazes de
nodular a sua hospedeira de origem.

Ao avaliar a matéria seca dos nddulos, observou-se que a estirpe selvagem
SEMIA 4080 apresentou uma massa de matéria seca nodular de 52,47 mg por planta,
diferindo-se estatisticamente das estirpes mutantes 4080QZ03 (36,70 mg planta™) e
4080QPhb7 (32,60 mg planta'). Por sua vez, estas ndo diferem entre si E
interessante ressaltar que o mutante 4080QPhb7 apresentou o0 mesmo numero de
nddulos por planta obtidos pela estirpe selvagem SEMIA 4080, porém, obteve a
metada da massa de matéria seca dos nodulos em relacdo a esta estirpe. Neste
mutante ocorreu a mutagcao de dois genes, o phbA e phbB, envolvidos na sintese do
PHB, o impossibilitando de produzir reservas de PHB para serem utilizados durante o
processo de FBN. Entretanto, experimentos realizados com S. meliloti mutantes
incapazes de produzir PHB demonstraram a capacidade de nodular eficientemente as
hospedeiras e estabelecer a simbiose efetiva (WILLIS & WALKER, 1998).

A produgédo de PHB pelas bactérias estd diretamente relacionada com o

potencial redox da célula. Nos nodulos, a concentracao de O, é muito reduzida, o que
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diminui o potencial redox, favorecendo a producao de PHB. Isso ocorre, porque em
condi¢des microaerofilicas, ha a aumento da concentracao celular de NAD(P)H o que
resulta na inibicdo por feedback das enzimas Citrato Sintase e Isocitrato
Desidrogenase do ciclo do &cido tricarboxilico, resultando no carreamento da Acetil-
CoA para sintese de PHB (STAM et al., 1986).

Experimentos realizados com R. etli mutantes, incapazes de produzir a enzima
ceto-acil-CoA thiolase, devido a uma mutagcédo no gene phbA, apresentam um periodo
maior de atividade da nitrogenase, comparado com a estirpe ndao mutante
(CEVALLOS et al., 1996). HAHN et al. (1984), ja havia reportado que bacteréides de
B. japonicum mutantes em trés genes nif (nifD, nifK e nifH) apresentaram maior
producdo de PHB do que a estirpe ndo mutante. Porém esses resultados nao séo
corroborados por estudos mais recentes onde um mutante de R. leguminosarum bv.
phaseoli, incapaz de sintetizar a enzima PHB polimerase, ndo apresentou alteracoes
da capacidade FBN, quando comparada com a estirpe ndo mutante (LODWIG et al.,
2005).

Outro estudo recente avaliou a capacidade de S. meliloti mutante no gene
phbC em nodular e fixar nitrogénio em Medicago sativa e em M .truncatula. Os
autores observaram que o silenciamento do gene phbC resultou em reducdo da
nodulacdo em ambas as espécies, comparando com a estirpe selvagem, porém maior
reducao da nodulacao foi observada em M .truncatula se comparada com M. sativa. A
FBN influenciada negativamente em ndodulos mais jovens de M. truncatula e em
nddulos mais velhos de M. sativa (WANG et al., 2007), indicando haver uma interacao
entre a producao de PHB pelo bacteréide e o genétipo da planta hospedeira.

As reservas de PHB em bacter6ides em nddulos de crescimento determinado
podem representar uma reserva de carbono importante para a volta ao ambiente
“solo”, apdés um periodo de intensa atividade bioquimica nos noédulos, o que nao
ocorre com os bacterdides em nddulos de crescimento indeterminado (DENISON,
2000).

De acordo com essas observacgdes, conclui-se que 0s mutantes tiveram
alteracdes da capacidade FBN, quando comparada com a estirpe ndo mutante, uma
vez que os dados dos teores de nitrogénio nas folhas variaram bastante, desde 1,53
a 3,90% (Tabela 13). O teor de nitrogénio da parte aérea obtidos por estirpes de R.

tropici, quando inoculadas no cultivar de feijao Carioca, mostram que, em geral, 0s
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tratamentos inoculados com estirpe selvagem e mutantes apresentaram
comportamento bem heterogéneo, tendo a estirpe SEMIA 4080 se destacado ente as
demais porém ndo se diferenciando estatisticamente da estirpe mutada 4080QZ03.

Altos teores de N com adubacdo mineral sdo esperados. Teores mais altos
foram reportados por NEVES et al. (2009). FERNANDES et al. (2003) consideraram
que o teor de N acumulado pelas plantas inoculadas com estirpes eficientes, superior
ao das plantas sem inoculagdo, tem origem na FBN. As espécies da familia
Leguminosae tém a capacidade de fixar biologicamente o N e as bactérias podem
fornecer a planta de 60 a 100% de suas necessidades de N (COSTA JUNIOR, 1997).

Os indices de eficiéncia relativa obtidos por estirpes de R. tropici € 0s
mutantes, quando inoculadas no cultivar de feijdo |IAC-Carioca, variaram de 40 a
48,94 %. Em geral, os tratamentos inoculados com estirpe original e mutantes
apresentaram comportamento bem heterogéneo, tendo a estirpe SEMIA 4080
apresentado maior eficiéncia relativa em relagdo aos seus variantes.

Neste trabalho verificou-se que a estirpe selvagem 4080 como os mutantes
apresentaram o fenétipo Fix+, induziram nédulos com coloracao résea, apresentando
nodulagédo efetiva no feijoeiro e fixando N. Por outro lado, diversos estudos
mostraram que na espécie S. meliloti, os nédulos induzidos por mutantes nao
produtores de EPS sao pequenos, contém poucos ou nenhum bacterdides, e sao
incapazes de fixar nitrogénio (BECKER & PUHLER, 1998; MOREIRA et al., 2000).
Esta importancia do biofilme para a infeccao e formacao de nodulos ja era conhecida
e teve a sua integracdo com o processo de FBN mais bem entendido apds a recente
demonstragdo de que estirpes de rizobio mutantes nos genes nod sao incapazes de
formar biofilme “in vitro” e “in vivo” (FUJISHIGE et al., 2008).
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VI. CONCLUSOES

e Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os parametros utilizados
para introducdo de DNA exdgeno por transformacdo de R. tropici, ja bem
estabelecidos para outras bactérias, se mostraram satisfatorios.

e Os mutantes de rizébio apresentam diferencas na producdo e na eficiéncia
relativa da producao de exopolissacarideos.

e Os resultados encontrados indicam que os diferentes mutantes de um mesmo
microrganismo produzem solugbes polissacaridicas com propriedades
reolégicas (comportamento de fluxo e viscosidade) distintas.

e A estirpe selvagem e todos os mutantes induziram a formagéao de nédulos em
feijoeiro, desta forma os genes exoZ e phbAB nao influenciaram nos processos
de infeccdo e formacdo nodular, mas sim para a fixacdo biolégica de

nitrogénio.
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Esquema simplificado da metodologia adotada para a execucdo deste trabalho:

CULTIVO DE Rhizobium tropici
SEMIA 4080

EXTRACAO DE DNA GENOMICO
AMPLIFICACAO DO GENE ALVO

PURIFICACAO DO PRODUTO DE

AMPLIFICACAO

SEQUENCIAMENTO

LIGACAO DO FRAGMENTO AO VETOR DE
CLONAGEM pGEM T-Easy

TRANSFORMACAO EM E. Coli

Extra¢do de DNA plasmidial

ELETROTRANSFORMACAO EM
R. Tropici SEMIA 4080

PRODUCAO / ANALISES DE
BIOPOLIMEROS

ESTIRPE SELVAGEM BANCO DE MUTANTES

CULTIVO DOS MUTANTES
EM MEIO SELETIVO

Confirmacdo do nocaute

Extra¢do de DNA plasmidial

TRANSFORMACAO EM E. Coli

Reacdo de inativagdo do gene
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