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RESUMO

MORALES, Zayda Piedad. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola).
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas-BA, Julho 2014.
Estudos sobre a colonizacdo endofitica por bactérias. Orientador: Jorge
Teodoro de Souza. Co-orientadora: Elizabeth Amélia Alves Duarte.

Considerando a importancia do estudo de bactérias endofiticas e seus efeitos
benéficos para as plantas, verificamos que as cepas de Enterobacter cloacae 344
e Bacillus amyloliquefaciens 629 ambas isoladas de plantas sadias de cacau
Theobroma cacao L., sdo potencialmente boas colonizadoras. Elas apresentam
sitios distintos de colonizacdo em condicdes estéreis e em casa de vegetacao.
Alteracbes abidticas e bidticas intrinsecas a cada ambiente levaram a maior
colonizacdo das bactérias testadas em condicao estéril, particularmente neste
trabalho. Possivelmente devido a auséncia ou menor efeito de competicdo em
ambientes estéreis contrapondo aos testes em casa de vegetacdo com substrato
nao estéril. Esse fator também pode explicar a relacdo inversa no
desenvolvimento de bactérias endofiticas comparada com a populacao de fungos
observada em testes preliminares em placa de Petri com meio BDA em ambas as
condicBes estudadas. Adicionalmente, os testes entre tecidos diferentes (raiz,
caule e folha) dos genotipos de feijdo, cacau, milho e pepino mostraram que ha
maior colonizacdo nas folhas, seguida de caule e em menor propor¢do em raiz. A
partir desses resultados direcionamos os estudos moleculares com E. cloacae
344 utilizando a estratégia de mutacdo ao acaso na prospeccdo de genes
possivelmente relacionados com a colonizacdo endofitica. Uma vez que a
colonizacéo de plantas por bactérias endofiticas pode causar alteracbes em nivel
transcricional, traducional ou catalitico do metabolismo vegetal que precisam ser

estudados para que os efeitos benéficos das endofiticas sejam aproveitados.
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ABSTRACT

MORALES, Zayda Piedad. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola).
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Cruz das Almas-BA, July 2014.
Studies on endophytic colonization by bacteria. Advisors: Jorge Teodoro de
Souza. Co-Advisor: Elizabeth Amélia Alves Duarte.

Considering the importance of the study of endophytic bacteria and their beneficial
effects to plants, we found that Enterobacter cloacae strain 344 and Bacillus
amyloliquefaciens strain 629, both isolated from healthy Theobroma cacao L.
trees, potentially colonize different host and plant tissues under both sterile and
greenhouse conditions. The abiotic and biotic changes, intrinsic to each
environment, have led to increased colonization of bacteria tested in sterile
conditions. This could be possibly due to the absence or reduced effect of
competition in sterile environments in contrast to tests in a greenhouse with non-
sterile substrate. This factor may also explain the inverse relationship found in the
development of endophytic bacteria compared with the observed populations of
fungi in preliminary tests in Petri dishes with PDA medium. Moreover, tests
between different tissues (root, stem and leaf) of beans cacao, corn and cucumber
genotypes showed that there is increased colonization in the leaves of these
crops, followed by the stems and to a lesser extent the roots. From these results
we direct our molecular studies toward using with E. cloacae 344, with the strategy
of random mutations, in the search for genes possibly related to endophytic
colonization. This is justified by the fact that colonization of plants by endophytic
bacteria can cause changes at transcriptional, translational or catalytic levels in
plant metabolism, which need to be studied in order to better explore the beneficial

effects of endophytic microbes.
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INTRODUCAO

As interacdes entre plantas e bactérias sdo muito estudadas, sobretudo
sob os aspectos patogénicos e benéficos. Dentre as bactérias consideradas
benéficas, estdo as endofiticas, que s&o caracterizadas por proporcionarem
beneficios ou manterem relag6es neutras com as plantas. Este grupo de micro-
organismos vem sendo muito estudados nos Ultimos anos por suas potenciais
aplicacbes biotecnolégicas na agricultura.

Um aspecto de grande interesse cientifico é o estudo da colonizacdo das
plantas por bactérias. A colonizacdo é essencial para que as bactérias benéficas
possam desempenhar atividades como promocdo de crescimento, controle
biologico de patdgenos e a tolerancia a estresses (YUAN et al., 2012; NAVEED et
al., 2014a; NAVEED et al., 2014b). Muitas informacdes estdo disponiveis sobre a
colonizacédo da rizosfera por bactérias, incluindo o papel de diversos genes no
processo de colonizacdo de raizes (LUGTENBERG et al., 2001; VORHOLT,
2012). Por outro lado, a colonizacdo por bactérias endofiticas tem sido pouco
estudada.

Bactérias endofiticas dos géneros Enterobacter e Bacillus estdo entre as
mais frequentemente encontradas na microbiota endofitica nativa de varias
espécies de plantas (SESSITSCH et al., 2012; ARORA et al., 2014). Neste
trabalho, bactérias destes géneros séo utilizadas como modelos para o estudo de
alguns aspectos da colonizacéo endofitica.

No primeiro capitulo utilizou-se Bacillus amyloliquefaciens (isolado 629),
descrita previamente como endofitica de cacau e promotora de crescimento
(LEITE et al., 2013) para o estudo de sua preferéncia de colonizacdo em
diferentes hospedeiros e tecidos vegetais.

No segundo capitulo utilizou-se Enterobacter cloacae 344, para o estudo
de sua preferéncia de colonizacdo e é apresentada a estratégia de mutacdo ao

acaso para determinar a funcdo de genes na colonizacao endofitica.



REVISAO DE LITERATURA

1. Bactérias endofiticas

As bactérias endofiticas sdo aquelas que habitam o interior da planta
hospedeira sem causar dano aparente (HALLMANN et al.,1997), ou ainda, néo
séo fitopatogénicas, pelo menos em parte do seu ciclo de vida (WILSON, 1995).
As bactérias endofiticas tém sido encontradas em tecidos de numerosas espécies
vegetais, colonizando-as de forma ativa, local, sistémica ou em estado latente. J&
foram isoladas a, B, e y Proteobacterias, Firmicutes, Bacteriodetes e
Actinobacterias a partir de culturas de importancia econdémica, como por exemplo
soja (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004), arroz (ENGELHARD et al., 2000;
ROSENBLUETH et al., 2004), banana (WEBER et al., 1999; MARTINEZ et al.,
2003; ROSENBLUETH et al., 2004), -cana-de-acucar (CAVALCANTE;
DOBEREINER, 1988; OLIVARES et al., 1996), abacaxi (WEBER et al., 1999),
café (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997), citros (ARAUJO et al., 2002), milho
(McINROY; KLOEPPER, 1995; ZINNIEL et al., 2002), trigo (CONN; FRANCO,
2004), entre outros. A composicdo das comunidades bacterianas endofiticas
parece ser bastante imprevisivel, ja que se observa uma variacdo consideravel da
microbiota entre plantas da mesma espécie (HARDOIM et al., 2008). Também foi
relatado que uma mesma bactéria pode colonizar diferentes espécies vegetais,
mostrando que provavelmente ndo existe uma especificidade estrita entre o
micro-organismo e a planta (ZINNIEL et al., 2002).

Atualmente sabe-se que as bactérias endofiticas provém de diversas
origens tais como ambiente rizosférico (SESSITSCH et al.,, 2002; COMPANT et
al., 2005; HARDOIM et al.,, 2008), da carposfera, antosfera, laimosfera,
espermosfera, caulosfera e filosfera (HARDOIM et al.,, 2008). Quanto a
transmissdo, pode ocorrer através das sementes (HALLMANN et al., 1997,
COOMBS e FRANCO, 2003) ou por propagacdo vegetativa, transmitindo a
proxima geracdo seus endofiticos (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO,
2006). As principais portas de entrada sao ferimentos, pelos radiculares, células
intactas da epiderme, estbmatos, lenticelas e radiculas em germinacdo (HUANG,
1986).



Varios estudos em diferentes plantas hospedeiras demonstraram que
bactérias colonizam preferencialmente a rizosfera, mas também foram
observadas na endorriza, caules, folhas e dentro de 6rgaos reprodutivos (LAMB et
al., 1996; QUADT- HALLMANN; KLOEPPER, 1996; WELBAUM et al, 2004;
ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006; COMPANT et al., 2011).

2. Beneficios conferidos por bactérias endofiticas

Os efeitos benéficos do microbioma endofitico bacteriano, na maioria dos
casos, € conferido por interagbes metabdlicas. Metabdlitos produzidos por
bactérias endofiticas, além de serem necessarios na interacdo especifica e
comunicacdo com a planta hospedeira, desempenham um papel fundamental na
competicdo contra outros micro-organimos e defesa e defesa da planta contra
herbivoros (BRADER et al., 2014). As bactérias endofiticas tem que se adaptar ao
ambiente especifico da planta que elas colonizam e, por conseguinte, € provavel
gue os metabolitos produzidos por elas sejam diferentes dos produzidos pelas
bactérias da rizosfera e do solo. Como as endofiticas obrigatérias aparentemente
enfrentam menor competicdo, ocorre menor producdo de metabolitos envolvidos
com defesa e competicdo e aumento daqueles envolvidos com o processo de
interacdo com o hospedeiro (STURZ et al., 2000).

As endofitas produzem uma variedade de metabdlitos que podem ser
usados na medicina, na agricultura e na industria (STROBEL, 2012). Podem
promover o crescimento das espécies vegetais, suprimir patdgenos, ajudar na
solubilizacdo de fosfato e na assimilacdo de nitrogénio pelas plantas e também
contribuem para a remocdo de contaminantes do solo por fitorremediacdo
(ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006; MOORE et al. 2006; GERMAINE
et al., 2006; LUO et al., 2011; HO et al., 2012; ZHANG et al., 2014)

3. Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae é uma Gama-proteobactéria Gram-negativa,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Dentro desta familia, o género

Enterobacter é mais relacionado com Klebsiella (DEANGELIS et al., 2011).



Treze genomas do género Enterobacter estdo depositados em bancos de
dados publicos e seis destes estdo associados a plantas. Os genomas
sequenciados incluem: Enterobacter sp. 638, uma bactéria endofitica isolada de
alamo (TAGHAVI et al., 2010), R4-368, endofitica de pinhdo-manso (MADHAIYAN
et al., 2013), E. cloacae ENHKUO1, endofitica de pimenta (Capsicum annuum)
(LIU et al.,, 2012), P101, endofitica de uma graminea (Panicum virgatum)
(HUMANN et al., 2014), EcWSU1, um patégeno de cebola (Allium cepa)
(HUMANN et al., 2011), E. asburiae L1 isolada de folhas de alface (LAU et al.,
2013), E. cloacae subsp. cloacae ATCC13047, ECNIHZ2 e E. aerogenes EA1509E,
gue sao patdgenos oportunistas humanos (REN et al., 2010; DIENE et al., 2012),
os degradadores de lignina E. lignolyticus SCF1 (DEANGELIS et al., 2011) e E.
asburiae LF7a (MANTER et al.,, 2011) e finalmente dois produtores de 2,3
butanodiol, E. aerogenes KCTC 2190 (SHIN et al., 2012) e E. cloacae subsp.
dissolvens SDM (XU et al., 2012).

Enterobacter foi relatada como promotora de crescimento em diversas
plantas, incluindo o milho (MORALES et al., 2010; NAVEED et al., 2014), arroz
(SHANKAR et al., 2011), cacau (LEITE et al., 2013) e girassol (SHAHID et al.,
2012). Essa promocédo de crescimento esta associada a liberacdo de compostos
volateis como o 2,3-butanediol (RYU et al., 2003), a sinteses de sideréforos
(GIONGO et al, 2010) e producdo de enzimas como a ACC (1-
aminociclopropano-1-carboxilato) deaminase (LI et al., 2000). Em associacdo com
Canola (Brassica napus), Enterobacter apresenta caracteristicas promissoras
para fitorremediacdo (NIE et al., 2002). E capaz de suprimir o tombamento
provocado por Pythium ultimum em pepino, ervilha, beterraba, algoddo e milho
(HADAR et al., 1983; NELSON, 1987; MAO et al., 1998). Enterobacter também
controla Rhizopus spp. em péssego (WILSON et al.,, 1987) e Sclerotinia
homoeocarpa em grama (NELSON; CRAFT, 1991). Apresenta efeitos benéficos
em associacdo com outros micro-organismos, tais como Pseudomonas
mendocina, por exemplo, onde estimula a proliferacdo de esporos de Pasteuria
penetrans, melhorando a eficiéncia no controle de Meloidogyne incognita
(DUPONNOIS et al., 1999).



4. Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens é um bacilo Gram-positivo com flagelos
peritriquios e endosporos centrais. As células muitas vezes aparecem como
longas cadeias contrarias de muitas outras espécies de Bacillus que formam
células individuais. Bacillus amyloliquefaciens € relacionado com B. subtilis, e
outras duas espécies que compdem o grupo de B. subtilis, B. licheniformis e B.
pumilus (PRIEST et al.,, 1987). Bacillus amyloliquefaciens foi relatada como
produtora de potentes antibiéticos e outros metabdlitos secundarios para o
biocontrole de patégenos de plantas, como iturina A, surfactina e fengicina,
amylolysin e o siderdforo bacillibactina (ARGUELLES-ARIAS et al., 2009; YUAN
et al., 2012; ARGUELLES-ARIAS et al., 2013). Foi descrita também a producéo
de bacilomicina D pelo isolado SQR9 (XU, et al., 2013). Bacillus amyloliquefaciens
promove o0 crescimento de espécies vegetais por meio da producdo de auxinas
(TALBOYS et al., 2014) e acido indolacético (IDRIS et al., 2007), por exemplo.
Dezoito genomas de Bacillus amyloliquefaciens foram relatados nos bancos de
dados publicos, dos quias B. amyloliquefaciens FZB42, SQR9, CC178, Y2, it-45, a
subespécies plantarum UCMB5113, UCMB5033, UCMB5036 e AS43.3, possuem
propriedades promotoras de crescimento e supressoras de patégenos de plantas
(CHEN et al., 2007; HE et al., 2012). Outras sao utilizadas na indastria como, por
exemplo, B. amyloliquefaciens TA208 para producdo de guanosina e ribovirina
(ZHANG et al., 2011).

5. Métodos para o estudo da colonizagdo endofitica
5.1. Sistema Gnotobiotico

O desenvolvimento de um sistema gnotobiotico (Figura 1) foi crucial para o
estudo de colonizagao de rizosfera por Pseudomonas promotoras de crescimento.
O sistema esta baseado na utilizacdo de sementes inoculadas com bactérias de
tipo selvagem e mutante em competicdo em um ambiente estéril. A bactéria tipo
selvagem € incluida porque serve como padrdo interno e permite detectar a
diminuicdo da colonizacdo de pelo menos alguns dos mutantes (SIMONS et al.,

1996).0 sistema apresenta vantagens sobre a utlizacdo de solo, como por



exemplo uma melhor reprodutibilidade da bactéria teste na auséncia de
competicdo com 0s micro-organismos nativos do solo e screening mais eficiente
de mutantes para a sua capacidade de colonizacéo. Este sistema funciona bem
para tomate, rabanete, batata, pepino e trigo (SIMONS et al., 1996).

Outros varios autores adotaram esta metodologia para estudos de
antagonismo e biocontrole (CHIN-A-WOENG et al., 1998; CHIN-A-WOENG et al.,
2000), comunidades microbianas na rizosfera (BLOEMBERG et al., 2000), teste
de cepas rizosféricas mutantes geradas por mutacdo ao acaso (DEKKERS et al.,
1998b) e mutacéo sitio dirigida (CAPDEVILA et al., 2004).

Algodéo

Tubo de ensaio de vidro

i

Areia de quartzo

Silicone

Tubo de vidro

Gaze de algodao

Tira de borracha

KW Solugéo Nutritiva para plantas

Figura 1. Sistema gnotobidtico usado para estudos de colonizacdo de diversas
plantas (SIMONS et al., 1996).

5.2 Mutacgdes ao acaso

A geracdo de um nocaute (knockout) de um gene é a principal forma de se
iniciar o estudo de sua funcdo. A utilizacdo de métodos de mutagénese que
permitam a descoberta de novos genes envolvidos no processo de colonizacao é

de grande importancia no estudo de bactérias benéficas. A insercdo aleatoria de



transposons permite a identificagdo de sequéncias que podem regular a
expressdo de genes, além de genes que codificam proteinas que comp&em a rota
metabdlica de diferentes processos envolvidos com colonizacéo (DEKKERS et al.,
1998a; LUGTENBERG; DEKKERS et al., 1999; ROBERTS et al., 2007). Outro
mecanismo utilizado € a geracdo de mutantes através de recombinacdo homéloga

ou mutacao sitio-dirigida (LI et al., 2000).

53 BOXPCR

Familias de pequenos elementos repetitivos intercalados e conservados no
genoma foram descritos em eubactérias. Trés familias foram identificadas,
incluindo a sequéncia REP (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) e o elemento BOX (HULTON et
al., 1991; MARTIN et al.,, 1992). Subramanian et al. (1992) aproveitaram a
presenca desses elementos de DNA para realizar rapidos mapeamentos fisicos
de genomas. Por outro lado, Versalovic et al.(1994) descreveram a utilizacao
destes elementos repetitivos como marcadores para obter um perfil ou fingerprint
especifico para cada genoma analisado (o perfil resultante serve como uma
“impressao digital” de cada genoma). Esses fingerprints gerados sao utilizados
para avaliar diversidade genética em diferentes tipos de micro-organismos
associados a plantas (GUO et al.,, 2014; ARSHIYA et al., 2014), sedimentos
(ETTOUMI et al., 2013), amostras clinicas (BEGOVIC et al., 2013), entre outros.

Os elementos BOX (Figura 2) sdo um mosaico de sequéncias repetitivas
compostas de varias combinacfes de trés subunidades boxA, boxB e boxC com
59, 45 e 50 pares de bases de extenséo, respectivamente (MARTIN et al., 1992).
A subunidade A é altamente conservada e distribuida em bactérias. Por essa
razdo o primer BOX-A1R desenhado a partir de subunidade A € o mais utilizado
para executar o BOX-PCR fingerprinting em bactérias (KOEUTH et al.,1995)

Quando se trabalha com variantes resistentes a rifampicina é possivel
conferir o padréo e o perfil genético da cepa original mediante uma BOX-PCR
como foi observado no trabalho de Arias et al. (2003). Assim, essa metodologia
pode ser aplicada a mutantes gerados por insercdo de um transposon, quando se

quer compara-los com o tipo selvagem (VERMA et al., 2001).
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Figura 2. Mapa estrutural dos elementos BOX (Koeuth et al., 1995).

5.4 Directional Genome Walking

Directional Genome Walking € uma técnica desenvolvida por Mishra et al.
(2002), para amplificar sequéncias desconhecidas de DNA, flanqueadoras de
sequéncias conhecidas (Figura 3). Consiste em duas reacdes de PCR. A primeira
PCR amplifica um fragmento de DNA a partir de uma extremidade da sequéncia
conhecida até as regibes flanqueadoras desconhecidas, usando um primer
biotinlado desenhado a partir da sequéncia conhecida e 4 primers
“‘caminhadores”, em reagdes separadas. Esses ultimos diferem uns as outros na
sua extremidade 3°, onde as primeiras 4 bases sao arbitrariamente fixadas para
cada um (teoricamente, a combinacao da sequéncia de quatro bases presente no
3' -pode existir uma vez em cada 256 pb no DNA genbmico). As quatro bases
seguintes sdo completamente degeneradas. A porcao restante 5° é idéntica e
arbitrariamente fixada.

A segunda PCR (nested PCR) é realizada usando o primeiro produto de
PCR como molde, depois de passar pela imobilizacdo com estreptavidina e
lavagem que permite a remocdo de amplificacbes ndo especificas. Para a
realizacdo da segunda PCR €& necesséria a utilizacdo de um segundo primer
especifico que é desenhado a partir da sequéncia conhecida e um quinto primer
‘caminhador”, a qual é a extremidade 5  dos “caminhadores” mencionados
anteriormente. A posicao e direcdo do caminhamento no genoma durante a PCR
sdo determinadas pelo primer biotinilado.

Para determinar o niumero de coépias do transposon no genoma de um
mutante € essencial uma andalise de Southern Blot, uma técnica comumente
empregada em biologia molecular (DEKKERS et al., 1998b; DORR et al., 1998;
BAPTISTA et al., 2010; ROBERTS et al., 2011; BUDIHARJO et al., 2014; XU et
al, 2014).
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1. Abstract

Bacillus is commonly associated with plants and delivers beneficial effects
to agriculturally important crops. Bacillus subtilis 629 reclassified as Bacillus
amyloliquefaciens 629 in this study, obtained from inside healthy cacao trees was
evaluated under sterile and non-sterile conditions for its colonization preferences.
Cucumber, cacao, maize and bean plants were differentially colonized by this
strain. Bacteria colonized plants to a higher extent in sterile conditions. Cucumber
was colonized by 629 strain under both conditions. Leaves and stems were the
tissues preferentially colonized. Populations of fungi were shown to influence the
levels of endophytic colonization of these plant species under non-sterile
conditions. This highlights the importance of plant species, tissue and population
of competing microbes in determining the levels of endophytic colonization by

bacteria.

2. Introduction

Beneficial microorganisms have been of great interest to worldwide
researchers over the last years, especially for their potential in agricultural
systems. Plant colonization is the first step and a prerequisite for the successful
delivery of beneficial effects to host plants [1]. Colonization of plants is a dynamic

process that involves the movement of microorganisms toward the host,
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adherence to plant surfaces, penetration and multiplication inside [1]. Endophytic
bacteria particularly, have been found residing latently or actively colonizing plant
tissues locally as well as systemically [2]. The intimate contact with the host plant
protects endophytes from environmental conditions, which constitutes an
advantage over epiphytic bacteria. Endophytic bacteria have the ability to colonize
an ecological niche similar to that of phytopathogens, which makes them suitable
biocontrol agents [3, 4, 5]. Endophytes can promote plant growth and yield and
enhance the efficacy of phytoremediation [6, 7, 8, 9]. This group of bacteria does
not visibly harm the host plant and can be isolated from surface-disinfested plant
tissue or extracted from inside the plant [2]. Bacillus is among the most frequently
isolated native endophytes found in the microbiota of several plant species [10,
11].

The host plant greatly influences rhizosphere colonization by beneficial
bacteria, but the genetic basis of this phenomenon remains largely unknown. In
one of the few existing studies, the genes responsible for supporting high
populations of the beneficial bacterium Bacillus cereus on seeds were mapped to
one specific quantitative trait locus (QTL) in the tomato genome [12].
Diacetylphloroglucinol-producing Pseudomonas fluorescens specifically colonise
roots of wheat, sugar beet and potato to a greater extent than lily, even though the
latter supported higher populations of the genus Pseudomonas [13].

Bacterial rhizosphere colonization is a relatively well-studied process [14,
15, 16]. Several bacterial genes involved in rhizosphere colonization have been
described [15, 17, 18]. On the other hand, endophytic colonization is relatively less
studied, with only a few recent studies on the nitrogen fixing genera Azoarcus and
Gluconacetobacter [19, 20, 21].

Bacillus subtilis 629 reported as cacao plant growth promoter [7, 22] and
fungal biocontrol agent [22] was used in this research. Due to the taxonomic
identification was performed using 16S rRNA in previous studies, two more
regions were analyse, gyrA and recA.

The aim of this study was to investigate the host and tissue preferences of
colonization of the endophyte Bacillus subtilis 629 in four plant species grown

under sterile and non-sterile conditions.
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3. Materials and methods
3.1 Bacterial strains and culture conditions

Endophytic wild-type isolate used in this study were isolated from healthy
adult Theobroma cacao trees [7]. This strain is deposited in the Biological Institute
Culture Collection of Phytopathogenic Bacteria - IBSBF (Campinas, S&o Paulo,
Brazil) under accession number IBSBF-3106. This collection is registered with the
World Data Centre for Microorganisms collection under number WDCM-110.
Spontaneous rifampicin-resistant (rif %) variant of 629 was developed and used in
the experiments reported herein. Bacterial strain was routinely grown on Nutrient
Agar (Peptone 5 g, beef extract 3 g, 16 g agar per liter) supplemented with 100 ug
mi™ of rifampicin. The strains were stored in 40% glycerol at - 80 °C.

Two regions were sequence [23] for taxonomic characterization: gyrA (DNA
gyrase subunit A gene) and recA [24, 25].

3.2 Seedlings inoculation and endophytic colonization study

To test and compare endophytic colonization, seeds of cucumber
(Marketmore 76), cacao (CEPEC-2002), maize (BRS Caatingueiro) and bean
(BRS Notavel) were surface-sterilized by soaking in 70% ethanol for 1 min, then in
1% sodium hypochlorite for 3 min and rinsed three times with sterile distilled water.
Seeds were dried on sterile paper towels and transferred to Petri dishes containing
water—agar (0.8%). After incubation at room temperature (25 + 2 °C), when the
radicles of the seeds were approximately 1 cm long, they were immersed in a
bacterial suspension at 10° CFU mL™ for 30 min. Ten germinated seeds of each
plant species and bacterial strain were transferred to sterile tubes containing
water-agar (0.8%) and incubated at room temperature with a 12 h photoperiod for
7 days, except for cacao that was incubated for 14 days (sterile system). For the
non-sterile system, 10 germinated seeds of each plant species and bacterial strain
were transferred to 5-kg-pots filled with a commercial substrate (Vivatto Slim
Plus®) mixed with NPK (4-14-8). Pots were kept inside a greenhouse for the same
period described for the sterile system. Ten germinated seeds of each plant

immersed in water were used as negative controls.
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After incubation, seedlings were removed from the sterile tubes or from the
pots and superficially sterilized as described above for seeds. Roots, stems and
leaves were separated, weighed individually, and ground in sterilized mortars with
pestles. The resulting extracts were diluted and plated in triplicates onto Nutrient
agar supplemented with 100 pyg mi™ of rifampicin. The number of colony-forming
units (CFU) per gram of fresh tissue was determined.

To estimate colonization by fungi, five pieces superficially sterilized of
approximately 0.3 cm? from each part of plants grown under sterile and non-sterile
conditions were plated onto PDA and observed for mycelial growth for up to 4
days.

The experiments were done at least twice and were installed in a
completely randomized design. After analysis of variance, data were subjected to
mean separation by the Scott-Knott test (p<0.05) using the SISVAR 5.3 software
[26].

4. Results and Discussion

The 16S rRNA, gyrA, and recA genes have been used in taxonomic and
phylogenetic studies, good quality sequences were obtained from these three
genes. The levels of nucleotide identity attained from alignment with GenBank
sequences by the BLAST-N program ranged from 98 to 100 % (Figure 1), placing
these endophytes into the Bacillus amyloliquefaciens species.

Bacillus amyloliquefaciens 629 presented populations that were 2X higher
under sterile conditions. The fact that strains generally colonize plants to a lesser
extent in the non-sterile system indicates that competition with indigenous
microorganisms plays an important role for most plant-endophyte interactions.
There seems to be an inverse relationship between the population of endophytic
bacteria and the colonization of plants by fungi, at least in some cases. For
example, maize and bean were not well colonized by isolate 629 under non-sterile
conditions, probably because of the high fungal population observed inside these
plants (Table 1). Fungi were not observed inside plants grown under sterile

conditions (Data not shown). Similar results were obtained for cacao and maize for
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strain 629. In this study, colonization by other indigenous microorganisms was not
taken into account, but their influence cannot be discarded.

The decreases in populations of B. amyloliquefacies 629 (2X) from the
sterile to the non-sterile conditions indicates that the former has a higher
competitive ability. Several studies show that species of Bacillus produce
antimicrobial compounds [27, 28, 29].

Bacterial strain shows a general preference for colonizing leaves and stems
of the plant species studied. On average, cucumber was the plant species most
colonized under both experimental conditions, B. amyloliquefaciens 629 colonized
leaves and stems to same extent and bean plants were the least colonized (Figure
2). Although this endophyte bacteria was originally isolated from inside cacao
trees, this plant species was not specifically colonized by these bacterial strains.
This indicates that this endophyte is not specific of the plant of origin, which seems
to be common among most beneficial microbes [30, 31].

Because of the close contact with host cells, endophytes probably need to
avoid plant defense mechanisms in a manner similar to what was reported for
biotrophic plant pathogens and beneficial microbes such as mycorrhyzae. These
organisms secrete proteins called effectors that interfere with the plant defenses,
allowing them to colonize host plants [32, 33, 34].

It is not clear at this stage to which extent each plant species contribute to
the colonization levels observed. Little is known about the molecular determinants
of endophytic colonization in plants and bacteria genome. We are initiating studies
with this isolate as model to determine which genes are important for endophytic
colonization.

The results of this study show that bacterial endophytes preferentially
colonize certain plant species and tissues within these plants. The level of

colonization seems to relate to the internal microbial content of the host plant.

5. Concluding remarks

B. subtilis 629 colonizes host plants and tissues at different extents.
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Figure 1. Maximum-likelihood tree showing the identity of the organism identified as B.
amyloliguefaciens 629.
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Figure 2. Host and tissue preferences by endophytic bacteria B. amyloliquefaciens 629
seven days after seed microbiolization. Number of colony-forming units (CFU) per gram of

fresh tissue. (A) Under sterile conditions; (B) Under non-sterile conditions in greenhouse.
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Table 1. Percentage of colonization of plant tissues by fungi under non-sterile

conditions.
Crop Without Bacteria Bacillus amyloliquefaciens 629
Roots Stems Leaves Roots Stems Leaves
Cucumber 100,00 100,00 60,00 100,00 60,00 20,00
Cacao 100,00 100,00 60,00 100,00 100,00 0,00
Maize 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Bean 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Five pieces of plant tissue were plated on PDA and mycelial growth was recorded. 100% means
total fungal colonization.
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CAPITULO 2

Determinantes moleculares da colonizac&o endofitica em
Enterobacter cloacae
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RESUMO

Enterobacter cloacae 344 € uma bactéria endofitica de plantas capaz de colonizar
diversos tecidos e diferentes culturas. Pepino, cacau, milho e feijdo sé&o
diferencialemente colonizadas por esse isolado principalmente em condi¢des
estéreis. Pepino foi altamente colonizado por 344 em condicoes estéreis e nao
estéreis. As folhas foram os tecidos preferencialmente colonizados. E. cloacae
344 é promissora como promotora de crescimento em culturas importantes como
0 cacau. Nesse trabalho utilizamos a estratégia de mutacdo ao acaso para
estudar o papel de alguns genes de E. cloacae na coloniza¢do endofitica de um
variante resistente a rifampicina (344rif°) . E. cloacae M3, M4 e M5, mutantes
gerados pela inser¢cdo do transposon EZ:: TN<Kan-2> apresentaram diminuigdo
significativa em colonizacdo endofitica das folhas de plantas de pepino em
competicdo com seu variante (344rifY). A caracterizacdo molecular de M3
demostrou que o transposon foi inserido em uma regido do genoma com um alto
grau de identidade com copA. que codifica para uma oxidase periplasmica multi-
cobre. No mutante M4 foi inserido em yadH que codifica para uma permease do
sistema de transporte de membrana ABC e no mutante M5 foi inserido em uma

regido que codifica para um regulador transcripcional da familia LysR
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ABSTRACT

Enterobacter cloacae 344 is an endophyte able to colonize different host and plant
tissue. Cucumber, cacao, maize and bean plants were differentially colonized by
this strain. This bacteria colonized plants to a higher extent in sterile conditions.
Cucumber was highly colonized by 344 strain under sterile and no sterile
conditions. Leaves were the tissues preferentially colonized. E.cloacae 344 is
promising as growth promoter in important crops such as cacao. We used random
mutation strategy for studying the role of some genes in endophytic colonization
by rifampicin resistant variant (344rifY). E. cloacae M3, M4 and M5 are
EZ::TN<Kan-2> transposon mutants of 344 that were significantly impaired in
colonization of leaves of cucumber plants in competition colonizing tests with the
variant (344rif%). Molecular characterization of M3 demonstrated that transposon
insertion in the genome of this strain was in a region with a high degree of DNA
sequence identity with copA, which encodes a periplasmic multi-copper oxidase.
In M4 disruption occurred in yadH which encodes an ABC transporter permease

and in M5, in a LysR transcriptional regulator.
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1. INTRODUCAO

Bactérias do género Enterobacter sdo comumente encontradas em
associacdo com plantas e sao frequentemente isoladas do interior de diversas
espécies vegetais (SESSITSCH et al., 2012; TAGHAVI et al., 2010; MADHAIYAN
et al., 2013). A capacidade de colonizar o interior de plantas € uma caracteristica
de interesse biotecnoldgico, pois possibilita a exploracdo destas bactérias na
agricultura. Enterobacter cloacae atua na promocao de crescimento e no controle
biolégico de patdégenos de plantas (MAO et al., 1998 NIE et al., 2002; NAVEED et
al., 2014). No entanto, para que estes eventos acontecam, a planta hospedeira
deve ser colonizada pela bactéria. Enterobacter cloacae tem sido amplamente
estudada devido a sua capacidade de controlar Pythium ultimum quando coloniza
a espermosfera de pepino (ROBERTS et al.,1999, 2007, 2011; LIU et al., 2007).

Relativamente menos informacdes estao disponiveis para a colonizacédo do
interior de plantas por bactérias. No entanto, alguns genes importantes na
colonizacao endofitica por bactérias fixadoras de nitrogénio dos géneros Azoarcus
e Gluconacetobacter foram descritos (BOHM, et al., 2007; REINHOLD-HUREK et
al.,2010; INTORNE et al., 2012; ALQUERES et al., 2013; ).Enterobacter cloacae
apresenta preferéncias pela colonizacdo endofitica de certas espécies de plantas
e tecidos vegetais (Capitulo 1). A colonizacdo endofitica provavelmente envolve
componentes genéticos das plantas e das bactérias. Neste capitulo utilizou-se E.
cloacae isolado 344 para o estudo de sua preferéncia de colonizacdo em
diferentes hospedeiros e tecidos vegetais. A estratégia de mutacdes ao acaso foi
desenvolvida para iniciar os estudos sobre o papel de alguns dos genes de na

colonizacéo endofitica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolado bacteriano e condi¢des de cultivo

A bactéria endofitica tipo selvagem utilizada no presente estudo foi isolada
de plantas sadias adultas de cacau e previamente descrita como Enterobacter
cloacae (LEITE, 2013). Esse isolado, denominado 344 estd depositado na
Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biologico - IBSBF Campinas,
Sao Paulo, Brasil. O nimero de referencia é IBSBF-3105. O cultivo do isolado foi
feito em agar nutriente — AN (peptona 5 g, extrato de carne 3 g, 16 g agar por
litro).

2.2 Geracao de isolados resistentes a Rifampicina

Para gerar variantes espontaneas resistentes a rifampicina aqui nomeadas
de 344rif?, suspensées celulares contendo 10°, 10° e 10’ UFC /mL foram
plaqueadas em meio AN contendo 50 ug /mL do antibiético rifampicina (Sigma-
Aldrich). As colbnias que sobreviveram foram transferidas a placas contendo 100
Mg /mL de rifampicina, de onde foi selecionada apenas uma colonia para este
estudo. O isolado resistente apresentou uma colonizacédo endofitica normal e foi

mantido em freezer -80 °C em glicerol 40%.

2.3 Teste para conhecer a preferéncia de E. cloacae 344 riff na
colonizacao de diferentes hospedeiros e tecidos vegetais

Para testar e comparar a colonizacdo endofitica, sementes de pepino
(Marketmore 76), cacau (CEPEC-2002), milho (BRS Caatingueiro) e feijao (BRS
Notéavel) foram superficie esterilizadas por imersdo em etanol 70% por 1 min, em
hipoclorito de sédio 1%, durante 3 minutos e foram lavados trés vezes com agua
destilada estéril. As sementes foram secas em papel toalha estéril e transferidas
para placas de Petri contendo agar-agua (0,8%). Apds incubacdo a temperatura
ambiente (25+2°C), quando as radiculas das sementes tiveram aproximadamente
1 cm de comprimento, foram imersas numa suspensdo bacteriana com uma

concentracdo de 10° UFC/mL durante 30 min. Dez sementes germinadas de cada
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espécie de planta foram transferidos para tubos estéreis contendo agar-agua
(0,8%) e incubou-se a temperatura ambiente com um fotoperiodo de 12 horas
durante 7 dias, excepto para o cacau que foi incubado durante 14 dias (sistema
estéril) . Para o sistema ndo-estéril, 10 sementes germinadas de cada espécie de
planta foram transferidos para vasos de 5kg com substrato comercial (Vivatto Fino
Plus) misturado com NPK (4-14-8). Os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo pelo mesmo periodo descrito para o sistema estéril. Dez sementes
germinadas de cada planta imersas em agua foram utilizadas como controles
negativos. Apos a incubagédo, as plantas foram removidas dos tubos esterilizados
ou de vasos e esterilizadas superficialmente. Raizes, caules e folhas foram
separados, pesados individualmente e macerados. Os extratos resultantes foram
diluidos e plagueadas em triplicata em AN suplementado com 100 ng/mL de
rifampicina. Determinou-se o numero de unidades formadoras de colénia (UFC)
por grama de tecido fresco.

Os experimentos foram realizados pelo menos duas vezes e foram
instalados em delineamento experimental inteiramente casualizado. Apds a
analise de variancia, os dados foram submetidos a separacao significa pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05) utilizando o software SISVAR 5.3.

2.4  Transformacédo de E. cloacae 344 rif®

Células eletrocompetentes da variante E. cloacae 344 rif® foram obtidas
seguindo a metodologia descrita por Andreote et al. (2004). Para realizar a
transformacado 50 pL de células eletrocompetentes 344 rif* foram misturadas com
1 uL do complexo formado pela enzima transposase EZ::TN e o transposon
EZ:TN <KAN-2> (EZ:TN™ <KAN-2> Tnp Transposome™ (Epicentre). A
eletroporacéo foi realizada no Multiporator (Eppendorf) em cubetas de 0,1cm (2.0
kV, 5 ms). Imediatamente apds o pulso elétrico, as células foram ressuspendidas
em 1 mL de meio liqguido SOC (contendo por litro, 20 g de triptona, 5 g de extrato
de levedura, 0.5544 g de NaCl, 0.1864 g de KClI, 1.2038 g de MgSOQOy, 0.9522 g de
MgCl, e 3.2 g de glucose) e submetidas a crescimento por 2h a 30 °C sob
agitacdo constante de 180 rpm. As células transformadas (mutantes) foram

selecionadas em médio AN com rifampicina e canamicina (100 pug /mL).Os
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mutantes gerados foram denominados (KAN). A presenga do transposon
EZ:: TN<Kan-2> foi comprovada com o uso de primers que amplificam um
fragmento do gene para resisténcia a canamicina nptll (399 pb) (Tabela 1).

2.5 Extrac&do de DNA

Para a extragdo do DNA os isolados foram crescidos em AN por 24 h,
depois desse periodo colbnias de cada isolado foram transferidas para microtubos
de 1,5 mL contendo 90 pL de solugdo tampao de lise celular (0,05 M NaOH +
0,25% SDS) e incubados em bloco aquecedor (VHD MS-100) por 15 min a 97 °C,
sob agitacéo de 1000 rpm. Posteriormente os microtubos foram centrifugados por
3 minutos a 10000 rpm em centrifuga (Herolab MicroCen 16) e 20 pL do
sobrenadante contendo o DNA foram diluidos em 180 pyL de tampéo TE (Tris-HCI
10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM).

2.6  Verificacdo dos mutantes por BOX PCR

Este procedimento foi realizado para saber se o0s mutantes obtidos
(resistentes a rifampicina e canamicina) eram do isolado original. O padrao
genético foi gerado por BOX-PCR de acordo com o Versalovic et al. (1994).
Dessa maneira foi comparado o padrao de cada um dos mutantes (KAN) gerados

com o padréo genético da variante (344rif?).
2.7 Microbiolizacao e ensaios de colonizacdo endofitica

Em um estudo prévio foram testadas sementes de rabanete, tomate e
pepino para definir uma planta modelo para o estudo de colonizacao endofitica. O
pepino foi escolhido por ser facilmente cultivavel em condicfes estéreis.

As sementes de pepino foram desinfestadas superficialmente por meio da
imersdo em etanol 70% por 1 min, hipoclorito de sédio 1% por 3 min e lavados
trés vezes em agua estéril, secas sobre papel tolha esterilizado e, transferidas
para placas de Petri contendo meio agar-agua (0,8%). Apos 48 h as sementes
nao contaminadas e germinadas foram submetidas a microbiolizacdo, por meio da
imersdo e misturadas cuidadosamente por 30 min em suspensdes bacterianas.
As suspensdes bacterianas foram compostas por uma mistura na proporcao 1:1

de cada mutante (KAN) e da variante 344 rif® (colonizacdo por competic&o),
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ambos na concentracdo 10° UFC/mL. Um controle negativo ndo inoculado foi
incluido, assim como um controle onde foi inoculado somente 344 rif®. Apés
serem imersas na suspensdo bacteriana, as sementes foram transferidas para
tubos de ensaio contendo &gar-agua estéril onde permaneceram a temperatura

ambiente (26 + 2 °C) por um periodo de 5 dias.
2.8 Avaliacdo da colonizagao endofitica

Ap6s os cinco dias de incubacado as plantas foram retiradas dos tubos de
ensaio e com bisturi as folhas de cada planta foram separadas. Em estudos
prévios foi demostrado que E. cloacae 344 tem preferéncia por colonizar as folhas
de pepino e por essa razdo a avaliacdo da colonizacdo por endofiticas foi feita
nestas partes apenas. Trés plantas contendo a proporcédo 1:1 de cada mutante
(KAN) e da variante 344 rif?, 3 plantas onde s6 foi inoculada 344 rif® e o controle
negativo foram avaliados. As folhas das plantas foram pesadas, desinfestada
superficialmente como descrito anteriormente e macerada em condigdes estéreis.
A quantificacdo do numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) no
interior das mesmas foi realizada por meio da diluicdo 1/300 e 1/30 em meio AN
com rifampicina para contagem de 344 rif® e KAN, e em AN contendo rifampicina
e canamicina para contagem dos mutantes KAN respectivamente. De cada uma
das plantas foram plagueadas trés repeticbes em cada tipo de meio (seis placas
no total). O experimento foi repetido trés vezes para fins de comparacdo dos

dados.
2.9 Analises estatisticas

Em todos os experimentos foi utillizado o delineamento estatistico
inteiramente casualizado. A comparacao de médias foi efetuada pelo teste t (p <
0,05) utilizado o programa BioEstat 5.3 (Ayres et al., 2011)

2.10 Sequenciamento dos genes interrompidos

Os mutantes com colonizacdo endofitica significativamente diferente da
variante 344 rif® foram utilizados para a identificacdo de genes relacionados a
colonizacdo por sequenciamento e posterior analise dos genes interrompidos.

Foram desenhados primers para amplificar os flancos do gene de resisténcia a
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canamicina (Tabela 1) e o sequenciamento foi realizado por meio de
caminhamento no genoma com o método descrito por Mishra et al. (2002),

usando o kit Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles (Promega).

Tabelal. Primers utilizados no Directional Genome Walking e na confirmacéo da

insergéo do transposon EZ::TN<Kan-2>

Primers Sequéncia Referéncia

Walker1 CTAATACGACTCACTATAGGGNNNNATGC Mishra et al. (2002)
Walker 2 CTAATACGACTCACTATAGGGNNNNGATC Mishra et al. (2002)
Walker 3 CTAATACGACTCACTATAGGGNNNNTAGC Mishra et al. (2002)
Walker 4 CTAATACGACTCACTATAGGGNNNNCTAG Mishra et al. (2002)

UWP CTAATACGACTCACTATAGGG Mishra et al. (2002)
Kmrgbio  Biosg/TGGCAAAGCAAAAGTTCAAA Esse estudo

Kmrg ATGCAAGCTTCAGGGTTGAG Esse estudo

Kmlfbio Biosg/GAGATTTTG AGACACAATTCATCG Esse estudo

Kmif TCGATGATGGTTGAGATGTGT Esse estudo

NptlIF GCCCGATGCGCCAGAGTTG Baptista et al. (2010)
NptlIR CAGACTTGTTCAACAGGCCAG Baptista et al. (2010)

As bandas de maior tamanho obtidas pela técnica de caminhamento no genoma foram
sequenciadas em sequenciador automético ABI-PRISM® 310 Genetic Analyzer seguindo as
recomendacdes do fabricante (Applied Biosystems)

3. RESULTADOS

A populacao de E. cloacae 344 foi em média 20 vezes maior em condi¢des
entéreis que em condi¢cdes ndo estéreis. O nivel de colonizacdo endofitica em
pepino foi superior que em cacau, milho ou feijdo. O tecido preferencialmente

colonizado foram as folhas (Figura 1).

Trés mutantes de E. cloacae aqui nhomeados de: M3, M4 e M5 foram
selecionados depois de realizar o teste de colonizacdo endofitica em plantas de
pepino de 8 mutantes da biblioteca (84 mutantes) gerada com o transposon
EZ:: TN <KAN-2>. Os trés mutantes (KAN) apresentaram diminuicdo significativa
em colonizacgdo endofitica das folhas de pepino em comparacdo com 344 rif®
(Figura 2). O mutante M3 colonizou 22% menos que o tipo 344 rif?, o mutante M4
40% e o mutante M5 30%. Estes resultados foram obtidos nas 3 repeticdes do

experimento.
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Figura 1. Preferéncia de colonizacdo endofitica em diferentes hospedeiros e tecidos vegetais por
E. cloacae 7 dias depois da microbiolizacdo das sementes. Unidades formadoras de colonia (UFC)
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A presenca do transposon EZ::TN<Kan-2> foi comprovada com o uso de
primers que amplificaram fragmento do gene nptll (399 pb). O sequenciamento
dos flancos do transposon com primers desenhados nas extremidades do EZ::TN
<KAN-2> indicaram que, no mutante M3, o transposon foi inserido em uma regiao
do genoma com >95% de identidade com copA que codifica para uma oxidase
periplasmica multi-cobre (AP013063.1). No caso do M4, a inser¢cao ocorreu em
uma regido com >95% de identidade de yadH que codifica para uma permease do
sistema de transporte de membrana ABC (AP013063.1), e no M5, em uma regiao
com >90% de identidade com uma regido que codifica para um regulador
transcripcional da familia LysR (HG326223.1). No mutante M3 foi possivel
identificar uma regido com alto grau de identidade com gcl que codifica uma
glioxilato carboligase upstream ao gene copA (Figura 2-A). No mutante M4 o gene
yadE que provavelmente codifica uma polissacarideo deacetilase upstream ao
gene yadH (Figura 2-B). Genes que codificam um regulador transcricional da
familia LysR, outro da familia AraC e uma proteina hipotética foram identificados

flanqueando o transposon no mutante M5 (Figura 2-C).

4. Discussao

Membros da familia Enterobacteriaceae sao freqiientemente encontrados
em altas populacbes como endofiticos (SESSITSCH et al., 2012 ; DE SANTI et
al., 2012)

O fato de que geralmente a colonizacdo seja em menor grau no sistema
nao estéril indica que a competicdo com micro-organismos nativos desempenhe

um papel importante para a maioria das interacfes planta-endofiticos.

As reducdes elevadas na populacédo de E. cloacae 344 (20X) a partir das
condicBes estéreis para as condicdes ndo estéreis indica que E. cloacae
provavelmente seja menos competitivo comparado por exemplo com Bacillus o
gual é conhecido por produzir uma ampla gama de compostos antimicrobianos
(YUAN et al., 2012; XU et al., 2013; ARGUELLES —ARIAS et al., 2013).
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Figura 2. Mapa fisico dos genes de E. cloacae contendo o EZ::TN <KAN-2>.(A) Mutante M3. (B)
Mutante M4 e (C) Mutante M5. As sequéncias foram obtidas por meio do caminhamento no
genoma.
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O sequenciamento dos flancos do transposon inserido nos mutantes M3,
M4 e M5 determinou mediante analises in silico com espécies do género
Enterobacter que a regides de insercdo tem alto grau de identidade com E.
sacchari SP1 (CP007215.2) e Enterobacter sp. R4-368 (CP005991.1), ambos
endofiticos fixadores de nitrogénio e promotores de crescimento isolados de cana
de acucar e pinha manso, respectivamente (ZHU et al., 2012; MADHAIYAN et al.,
2013). Houve, ainda, identidade com endofiticos de pimenta
ENHKUO1(CP003737.1) e gramineas P101(CP006580.1) (LIU et al.,
2012HUMANN et al., 2014), E. asburiae L1 (CP007546.1) utilizada como modelo
para estudos de quorum sensing e isolada de folhas de alface (LAU et al., 2013) e
E. cloacae EcWSU1 (CP002886.1) patogénica de cebola (HUMANN et al., 2011).

Em outros géneros tem alto grau de identidade com Serratia marcescens
SM39 (patdégeno humano, AP013063.1), Serratia marcescens WW4 (aguas
residuais, CP003959.1), Serratia marcescens subsp. marcescens Dbll(amostra
ambiental, HG326223.1).

Mutante 3

O sequenciamento dos flancos do transposon inserido no mutante M3
determinou mediante analises in silico que a regido de insercéo tem alto grau de
identidade com o gene copA. CopA pertence a superfamilia das P-ATPases e
amplamente distribuida em todos os reinos, em procariotas e em alguns
eucariotos sua funcéo é proteger as células em condi¢cdes ambientais extremas
(CHAN et al., 2010; RAIMUNDA et al., 2011).

Hé& pouca informacéo a respeito da historia de evolu¢do da CopA, embora
nao é descartada a teoria de que a transferéncia lateral de genes poderia ter
desempenhado um papel importante na evolucdo das ATPases tipo Pg
(COOMBS; BARKAY, 2005). copA codifica para uma oxidase periplasmica multi-
cobre que bombeia o0 excesso de cobre do citoplasma para o periplasma
(RENSING et al., 2000). Juntamente com a proteina CusC bombeia o cobre ao
espaco extracelular e, portanto, contribuem com a homeostase deste metal em
gamma proteobacterias (HERNANDEZ-MONTES et al., 2012). A capacidade do

cobre para alternar entre dois estados de oxidacdo (Cu * e Cu?") faz deste metal
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um ideal cofator das enzimas redox presente na grande maioria dos organismos
vivos (desde as bactérias aos humanos). Varias cuproenzimas incluindo amino
oxidases, oxidases c do citocromo, lacases, metano-monooxigenases, multi-cobre
oxidases, nitrito oxidases, superoxido dismutase, tirosinases desempenham
funcdes importantes em processos celulares, tais como: a transducao de energia,
a mobilizacdo do ferro e a resposta ao estresse oxidativo (ARREDONDO;
NUNEZ, 2005; GRASS et al., 2011). O excesso de cobre é altamente toxico para
as células podendo interagir com o0s grupos tiol proteinogénicos livres,
desestabilizar cofatores ferro-enxofre, concorrer com outros metais por sitios de
ligacao nas proteinas, entre outros (CHILLAPPAGARI et al., 2010; HINIKER et al.,
2005).

Bactérias patogénicas a plantas também contem genes que codificam
CopA, A. tumefaciens, (NAWAPAN et al., 2009) e P. syringae (MILLS et al.,
1993). Em termos de colonizacdo de plantas por bactérias benéficas ja foi
reportada a importancia do gene cueA com alto grau de similaridade com copA
em Pseudomonas fluorescens habitantes comuns da rizosfera (ZHANG; RAINEY,
2007). Na area meédica em estudos com Streptococcus pneumoniae se
determinou que CopA esta envolvida com a viruléncia da bactéria (SHAFEEQ et
al., 2011). Assim mesmo Enterococcus Hirae CopA provavelmente atua como um

exportador de baixa atividade que prevé cobre para enzimas extracitoplasmicas.

Mutante 4

Quando alinhadas a sequéncias obtidas mediante o Directional Walking do
mutante M4 com 0s genomas na base de dados, observa-se que o transposon foi
inserido em um gene que codifica para uma permease do sistema de transporte
ABC. Uma das maiores e mais antigas familias de proteinas com representantes
em todos os filos sdo as proteinas de transporte ABC (ATP-binding cassette). Os
genes que as codificam encontram-se no conjunto minimo de genes necessarios
para sustentar a vida bacteriana (GLASS et al., 2005). Elas utilizam a energia das
ligacbes e hidrolise de ATP para transportar diversos compostos através das
membranas celulares. As proteinas ABC podem atuar como importadoras de
acucares, ions, peptideos e moléculas organicas mais complexas ou
exportadoras de toxinas (JONES; GEORGE, 2004; DAVIDSON et al., 2008).
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Em estudos de micro-organismos utilizados em controle bioldgico,
observou-se a expressdao de genes das proteinas de transporte ABC em
Pseudomonas putida durante a colonizagdo de Phytophthora parasitica (LEE;
COOKSEY, 2000). O mesmo comportamento foi observado na colonizacdo de
sementes por Pseudomonas protegens (KIDARSA et al., 2013). Foi reportado que
um gene que codifica para um hipotético transportador ABC esta envolvido com a
competitividade de Erwinia chrysanthemi contra bactérias endofiticas durante a
infeccdo (LLAMA-PALACIOS et al., 2002). Em bactérias associadas a colonizagéo
da rizosfera, tal como Pseudomonas fluorescens as proteinas de transporte ABC
estdo envolvidas com a formacao de biofilme ja que participam na secre¢édo de
LapA uma proteina associada com a superficie celular que é importante no
processo de adeséo (HINSA et al., 2003). Da mesma maneira acontece com LapF
em Pseudomonas putida (MARTINEZ-GIL et al., 2010). Em Pantoea stewartii o
sistema de transporte ABC é indispensavel para colonizar de plantas e insetos
(CORREA et al., 2012).

Permeases aproveitem a hidrolise do ATP e a energia gerada para induzir
alteracdes conformacionais no complexo permease e, assim permitir o transporte
de diferentes compostos. Para colonizar satisfatoriamente e estabelecer-se dentro
das espécies vegetais uma bactéria endofitica deve ser capaz de obter nutrientes,
resistir o eludir os sistemas de defensa das plantas e competir com outros micro-
organismos presentes. Processos indispensaveis para a sobrevivéncia e
persisténcia da mesma como foi reportado em Enterobacter e Burkholderia
(TAGHAVI et al., 2010; ALI et al., 2014).

Mutante 5

O transposon foi inserido no mutante M5 em uma que a regido com alta
identidade com um regulador transcricional LysR. A familia de reguladores
transcricionais LysR (LTTR) representa o tipo mais abundante de reguladores
desse tipo no reino procariotico que podem atuar como ativadores ou repressores.
Eles sdo altamente conservados em bactérias com ortélogos funcionais
identificados em archaea e organismos eucariéticos. Numerosas LTTRs foram
identificados, e esta familia de reguladores estd aumentando continuamente.

Atualmente compreende a maior familia conhecida de proteinas de ligacdo ao
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DNA procariético com mais de 800 membros identificados (ZAIM; KIERZEK,
2003; MADDOCKS; OYSTON, 2008). LTTR controlam um diverso grupo de genes
gue estdo envolvidos principalmente com viruléncia, metabolismo, quorum
sensing e motilidade em bactérias (MADDOCKS; OYSTON, 2008).

Um estudo in silico para determinar os genes envolvidos com o
comportamento endofitico de Burkholderia revelou a ativacdo de genes LTTR
através do reconhecimento de diferentes co-indutores, alguns dos quais
respondem pela concentracdo celular do aminoécido lisina (ALl et al., 2014). Ja
em Klebsiella pneumoniae bactéria entérica, relatada como fixadora de nitrogénio
e promotora de crescimento de algumas culturas, como milho e trigo, também foi
reportada a presenca de familias de reguladores transcricionais entre estes LTTR
(FOUTS et al., 2008)

Uma analise metagendmica da comunidade endofitica que coloniza raizes
de arroz revelou que o microbioma possui alta quantidade e diversidade de
reguladores transcricionais (SESSITSCH et al.,, 2012). Em Burkholderia
cenocepacia LTTR influencia a expressdo de quorum sensing e genes afc
necessarios para a producao de um agente antifingico contra Rhizoctonia solani
(O'GRADY et al., 2011). Em Pseudomonas chlororaphis, controlador biolégico do
patdgeno Sclerotinia sclerotiorum uma LTTR denominada PtrA é essencial para a
producédo de fenazina, um antibiotico usado em controle biologico (KLAPONSKI et
al., 2014). J4 em algumas espécies de Pseudomas e Burkholderia esta proteina é
reportada como envolvida na formacao de biofime (FAZLI et al.,, 2014). Na
bactéria patogénica Pseudomonas syringae, genes LTTR s&o induzidos durante a
colonizacdo da superficie das folhas das plantas hospedeiras (MARCO et al .,
2005).

Foi importante identificar esses trés genes que segundo a literatura estéao
envolvidos direta ou indiretamente com processos de estabelecimento de
bactérias que aparentemente ndo sdo patogénicas a plantas como no caso de E.
cloacae 344 em pepino. Ap6s a validacdo através de Southern Blot iremos
proceder com testes bioquimicos que enriquecerdo o entendimento do

comportamento dos mutantes estudados.
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CONSIDERACOES FINAIS

O analise de genes adicionais gyrA, e recA além do 16S rRNA permitiu

reclassificar o isolado 629 em Bacillus amyloliquefaciens.

Tanto Enterobacter cloacae como Bacillus amyloliquefaciens podem
multiplicarse em diferentes tipos de cultivo, apresentando melhor colonizagdo em
condicdes estéreis colonizando principalmente folhas. Conhecer a preferéncia das
bactérias benéficas por colonizar diferentes hospedeiros e tecidos vegetais
podera ser util ao utliza-las em controle biolégico. Podendo de essa forma
direcionar o manejo adequado & cultura e ao patdégeno.

As informagbes geradas nesse trabalho sobre os genes envolvidos em
colonizacdo endofitica poderdo contribuir para a procura de isolados mais
eficientes na colonizagéo. E esperado que em longo prazo, esses conhecimentos

ajudem no emprego de bactérias endofiticas em plantas de interesse econémico.

Utilizando a estratégia de mutacdes sitio-dirigida continuaremos a explorar
os dados obtidos neste trabalho visando verificar se outros genes ja reportados na
literatura como importantes na colonizacdo endofitica também apresentarao tal

comportamento em E. cloacae 344.
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