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RESUMO

Gongcalves, Talyta Thereza. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algoddo, fevereiro,
2014. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXOPOLISSACARIDEO BACTERIANO
EXTRAIDO DE Gluconacetobacter diazotrophicus. Carlos Henrique Salvino Gadelha
Meneses.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é um processo de alta demanda energética dependente
de fatores ambientais, tais como baixas tensdes de oxigénio e nitrogénio fixado, que sao
detectados por proteinas que fazem parte de sistemas de transducdo de sinal. A necessidade de
responder as concentragcbes de nitrogénio fixado e oxigénio externo e de prover energia
suficiente para sustentar a FBN, impde diferentes mecanismos regulatérios aos organismos
fixadores de nitrogénio que dependem da sua fisiologia e estilo de vida. Apesar de varios estudos
ja terem sido realizados sobre a fisiologia e FBN da bactéria G. diazotrophicus, ainda nao foi
possivel fazer uma caracterizacdo ampla de aspectos fisioldgicos importantes para a associacao
com plantas. G. diazotrophicus requer exopolissacarideos a fim de formar uma interacdo
endofitica, fixadora de nitrogénio, de sucesso com cana-de-agucar e outras poaceas. Além disso,
durante os estagios iniciais de interacdo, G. diazotrophicus se depara com uma explosdo
oxidativa, provocada pela planta, a qual deve ser superada. Neste estudo, niveis de
exopolissacarideos foram correlacionados positivamente com a sobrevivéncia em perdxido de
hidrogénio (H20,). Danos provocados por H,O, foram mitigados, quando o EPS foi co-cultivado
as com as celulas deficientes na producdo de EPS. O EPS purificado é capaz de diminuir in vitro
os niveis de H,O,. Isto sugere uma potencial protetor como funcdo adicional do

exopolissacarideo contra H,O, durante o inicio da interacdo da bactéria com a planta.

Palavras-chaves: Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio; Bactéria endofitica; Exopolimero;

Tolerancia a H,O,; Sequestro de radicais livres
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ABSTRACT

Gongalves, Talyta Thereza. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algodéo, fevereiro,
2014.  ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE EXTRACTED BACTERIAL
EXOPOLYSACCHARIDE OF Gluconacetobacter diazotrophicus. Carlos Henrique Salvino

Gadelha Meneses.

The Biological Nitrogen Fixation (BNF) is a process of high energy demand dependent on
environmental factors such as oxygen and fixed nitrogen levels, which are detected by proteins
that are part of signal transduction systems. The need to monitor the concentrations of fixed
nitrogen and external oxygen and provide enough energy to sustain the BNF imposed regulatory
principles that differ between diazotrophic organisms and depend on the physiology of the plant
host. Although several studies have been conducted on the physiology and BNF of G.
diazotrophicus, it has not been possible to make a broad physiological characterization for the
plant-microbe association. G. diazotrophicus requires exopolysaccharides to form an endophytic
interaction, nitrogen fixing, success with sugar cane and other grasses. In addition, during the
initial stages of interaction, G. diazotrophicus is faced with an oxidative burst, caused by the
plant, which should be overcome. In this study, levels of exopolysaccharides were positively
correlated with survival in hydrogen peroxide (H,O,). Damage caused by H,O, were mitigated
when the EPS was the co-cultured with cells deficient in EPS production. The purified EPS is
able to reduce in vitro the levels of H,O,. This suggests a potential as an additional protective

function against H,O, exopolysaccharide during the early interaction of bacteria with the plant.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation; endophytic bacteria, exopolymer; tolerance to H,O,,

scavenging free radicals
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1. INTRODUCAO

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria diazotrofica endofitica encontrada
colonizando o apoplasto de um grande numero de plantas como cana-de-acucar
(CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988), coloniza também batata-doce (Ipomoea batatas),
café (Coffea arabica), abacaxi (Ananas comosus) (BALDANI e BALDANI, 2005) e arroz
(Oryza sativa) (MUTHUKUMARASAMY et al., 2007). Além da capacidade de fixar nitrogénio
em associacdo com plantas de cana (SEVILLA et al., 2001), foi demonstrado que esta bactéria
tem outras capacidades fisioldgicas interessantes tais como a producdo de hormonios vegetais,
solubilizacdo de fosfato e zinco e controle de fitopatdgenos (SARAVANAN et al., 2007).

Os processos de infeccdo e colonizacdo de raizes por G. diazotrophicus foram
inicialmente estudados em plantas micropropagadas de cana (JAMES et al., 1994; JAMES et al.,
2001) e mais tarde em Arabidopsis (COCKING et al., 2006) e mais recentemente em plantulas
de arroz (MENESES et al., 2011). Apesar da grande quantidade de informacdes obtidas, os
fatores genéticos da bactéria envolvidos no processo de colonizacdo ainda permanecem

desconhecidos.

A sequéncia completa do genoma de G. diazotrophicus foi publicada por Bertalan et al.
(2009), facilitando assim o estudo funcional de genes envolvidos no processo de infeccéo e
colonizacdo de G. diazotrophicus em plantas hospedeiras, como por exemplo, 0os genes com

provavel funcdo na biossintese de polissacarideos capsulares (CPS), lipo-polissacarideos (LPS),



proteinas de superficie envolvidas na motilidade e adesdo (pili e flagelos) e exopolissacarideos
(EPS) os quais foram identificados no genoma de G. diazotrophicus.

Todos 0s organismos gque crescem aerobicamente estdo expostos a espécies reativas de
oxigénio (ROS) produzidas pela reducdo univalente do oxigénio dentro da célula. A auto-
oxidacdo de enzimas e a fuga da cadeia de transporte de elétrons sdo duas fontes de producéo
interna de ROS (IMLAY, 2002). Fontes extracelulares de ROS, que podem entrar nas células
bacterianas incluem a oxidacdo de compostos extracelulares e a secrecdo de compostos do ciclo
oxido-redutivo por organismos vizinhos (IMLAY, 2008). Em particular, o peréxido de
hidrogénio (H,0,) tem elevada permeabilidade sobre a membrana plasmatica, em Escherichia
coli, por exemplo, o nivel intracelular de H,O, é equivalente ao nivel do ambiente extracelular,

na maioria das condicdes de cultura (IMLAY, 2002).

Os principais danos provocados por ROS em biomoléculas celulares sdo: acdo do
superoxido sobre agrupamentos ferro-enxofre, inativando as proteinas que possuam esse
agrupamento; radicais hidroxila que danificam o DNA, causando a morte celular; e H,O,, em
altas concentracdes, podendo danificar as membranas lipidicas (IMLAY, 2002). A producdo
natural de ROS em organismos aerobicos e a exposicdo ambiental a ROS exigem a producédo de
antioxidantes. A enzima superoxido dismutase, que converte o superéxido a H,O,, e as catalases,
que convertem H,O, em &gua e oxigénio, sdo exemplos de enzimas que compdem varios
complexos enzimaticos antioxidantes. Além disso, os antioxidantes de cadeia molecular
pequena, tais como o acido ascérbico e a glutationa, podem eliminar as ROS (HALLIWELL,
2006).

Como um aer6bio obrigatério, a FBN do endofitico G. diazotrophicus deve codificar
mecanismos de prevencdo a danos relacionados a ROS. Estes mecanismos incluem catalases e
superéxido dismutases como protecdo, bem como pequenas moléculas (BERTALAN et al.,
2009).

Células de G. diazotrophicus podem encontrar ROS ndo s6 no solo, mas também durante
0 estabelecimento da interagdo com seus hospedeiros vegetais, como cana-de-agucar e arroz
(MENESES, 2011). Esta interacdo comeca com trocas de sinal complexas entre plantas e
parceiros bacterianos. Flavonoides produzidos em plantas iniciam a transcricdo dos genes
bacterianos e a consequente producdo bacteriana de exopolissacarideos, que estimulam a adesao

das bactérias sobre a raiz. Além disso, o0 exopolissacarideo produzido por G. diazotrophicus, €



necessario para a colonizagdo bacteriana bem sucedida de tecido do hospedeiro por meio de
processos de infeccdo sobre as plantas.

O superdxido e H,O, estdo presentes em processos de infeccdo e no desenvolvimento
pleno da interacdo bactéria-planta desde o inicio do processo de colonizacdo (SANTOS et al.,
2001). Estas ROS sédo provavelmente formadas principalmente pela NADPH oxidase vegetal
(RUBIO et al.,, 2004). O H,O, pode ser prejudicial, mas parece ser necessario para o
desenvolvimento do processo de infeccdo, por outro lado, a redugdo dos niveis de H,O, por
superexpressdo da biossintese de catalases pode levar a efeitos negativos sobre a formacédo de
processos de infec¢do (JAMET et al., 2007) .

ROS podem atuar em de algumas maneiras durante a colonizagdo bacteriana. Nos dois
primeiros minutos da interacdo bactéria-planta, os niveis de ROS na planta aumentam
rapidamente e de forma transiente (CARDENAS et al, 2008) . No entanto, depois de 5 minutos,
a presenca de bactérias ou exopolissacarideos tem um efeito inibitério sobre o fluxo de ROS
(SHAW e LONG, 2003). AlteracOes transitorias nos niveis de ROS (induzida por inibidores
quimicos da planta, por exemplo, NADPH oxidase) sdo capazes de transcrever a perda inicial
(LOHAR et al., 2007). Todas estas evidéncias apontam para alguns papéis positivos das ROS na

interacdo bactéria-planta.

Exopolissacarideos tém sido associados a protecdo contra H,O,. As células de
Pseudomonas syringae desprovidas de exopolissacaridos sdo sensiveis a ROS (KIRALY et al.,
1997). Em um estudo com Sinorhizobium meliloti, Davies e Walker (2007) realizaram um ensaio
em duas partes, para verificar a susceptibilidade de mutantes sensiveis ao H,O,, que também
estavam com defeito na formacdo de ndodulos fixadores de nitrogénio em alfafa (Medicago
sativa). Entre os mutantes, que eram ambos aptos a realizar simbiose e deficientes a exposicdo a
H.O,, um terco dos genes mutados (3 em 9) estavam envolvidos na producdo de
exopolissacarideos; adicionalmente, um mutante defeituoso na producdo de exopolissacarideos
(mutante exoY) foi sensivel a H,0, (DAVIES e WALKER, 2007) . Estes estudos apontam para
uma possivel conexdo entre ROS e exopolissacarideos.

Objetivou-se com esse trabalho investigar o papel do exopolissacarideo na protecéo de G.
diazotrophicus contra ROS. No6s avaliamos a capacidade dos exopolissacarideos para fornecer
protecdo antioxidante contra a morte dependente de ROS e 0s provaveis mecanismos dessa

protecéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da FBN em gramineas

O nitrogénio ¢ um dos elementos mais importantes para a produtividade de diversas
culturas (GUIMARAES, 2003), por ser constituinte de diversas moléculas como os &cidos
nucléicos, amino&cidos, bases nitrogenadas, clorofila, dentre outras (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006; FERREIRA, 2008). A maior parte do nitrogénio do planeta esta presente na crosta
terrestre (93,8%) e o restante se encontra na atmosfera na forma de N,. Entretanto, essa forma
quimica ndo € acessivel nutricionalmente para 0s seres eucariotos e para a maioria dos
procariotos. Para que este macro elemento esteja disponivel para os seres vivos € necessaria a
atuacdo de microrganismos que possuam a enzima nitrogenase, capaz de reduzir nitrogénio a
amonia que pode ser assimilada pelos vegetais e outros seres vivos. Estes seres sdo denominadas
fixadores de N; ou diazotréficos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

As bactérias associativas podem contribuir para o aumento do rendimento de diversas
culturas. Glick (1995) considerou que a promocao do crescimento vegetal por estas bactérias
pode ser resultado tanto de acdes indiretas quanto diretas. Em relacdo as acfes indiretas, foram
citados o controle biolégico por competicdo por nutrientes, a producdo de siderdéforos, a
antibiose e a inducdo de resisténcia sisttmica no hospedeiro. Como acles diretas estdo a
disponibilizagdo de nutrientes as plantas, a FBN e a producdo de substancias promotoras de

crescimento das plantas (SPCPs).

O aumento do rendimento de cereais devido a incorporacao de nitrogénio atmosférico via

FBN ja foi comprovado (DOBEREINER et al., 1993). Para plantas ndo leguminosas 0 processo



de FBN ndo é tdo eficiente como para as leguminosas. Resultados controversos observados em
diversos trabalhos apontam que tal tecnologia ainda precisa ser melhor avaliada, principalmente
guanto a baixa sobrevivéncia dos microrganismos no solo e a necessidade de reinoculacdo das
plantas apo6s a germinacdo (FERREIRA, 2008). Estudos recentes tém evidenciado a FBN em
algumas das principais culturas de interesse agrondmico. Por meio de de técnicas, como a
diluigdo do is6topo °N e abundancia natural de N, tém-se detectado aumento no contetido de N
através da fixacdo do N, demonstrado pela presenca do isétopo em baixas concentracdes no
interior do tecido das plantas (JAMES, 2000).

A habilidade das bactérias diazotroficas em produzir SPCPs é considerada como um fator
de grande importancia para a fertilidade do solo. A maioria dos microrganismos diazotréficos
associados a gramineas pode sintetizar e excretar SPCPs, que sdo compostos organicos que
influenciam os processos fisioldgicos das plantas em baixas concentracfes. Entre as principais
SPCPs sintetizadas pelas bactérias diazotréficas destacam-se as auxinas, que sdo hormonios
responsaveis pelo aumento da area de absorcdo radicular e pelo desenvolvimento da planta pelo
alongamento e proliferacdo das raizes secundarias. Entre as bactérias diazotroficas produtoras de
SPCPs destacam-se Azospirillum lipoferum, A. brasilense e Azotobacter spp. (ASGHAR et al.,
2002).

Nos mais variados hébitats, livres ou associados, todos os microrganismos diazotroficos
utilizam um sistema basico de fixacdo de nitrogénio. Em muitos organismos ocorre apenas uma
forma de nitrogenase, a Mo-nitrogenase, ou nitrogenase dependente do molibdénio, ou ainda
nitrogenase 1. Duas outras formas foram identificadas inicialmente em Azotobacter: nitrogenase
2 ou dependente de vanadio (V-nitrogenase) e nitrogenase 3 ou dependente de ferro (Fe-
nitrogenase) (PREMAKUMAR et al., 1992).

A FBN pode ser inibida pelo suprimento de nitrogénio quando combinado. Em
diazotroficos de vida livre, isto ocorre pela inibi¢cdo da sintese de nitrogenase ou inativacao
temporaria da nitrogenase por meio de modificacdes covalentes da enzima. Um processo
complexo como a FBN requer a expressdo de um conjunto de genes denominados nif (nitrogen
fixation), que codificam proteinas envolvidas diretamente neste processo. Além dos genes nif,
diversos autores tém descrito em bactérias diazotréficas outros genes, como ntrA, ntrB, fix, fdx,
rnf e nod codificando proteinas com fun¢Ges como: regulacdo em nivel de metabolismo geral de
compostos nitrogenados, sensoriamento e sinalizacdo dos niveis de nitrogénio celular, transporte

de elétrons para a nitrogenase e até mesmo o estabelecimento da interacdo planta-bactéria. O



atual quadro de caracterizagdo genética das bactérias diazotréficas demonstra que a
complexidade do processo de fixacdo biologica de nitrogénio transcorre a bioquimica do
processo e supde a existéncia de mais genes que elucidariam processos ainda ndo compreendidos
(BERTALAN et al., 2009).

A riqueza de compostos organicos na rizosfera produz intensas atividades e interacGes
microbianas. A movimentacdo dos microrganismos em direcdo as raizes ocorre quando existe
um reconhecimento quimico, denominado quimiotaxia. Estudos indicam que a quimiotaxia aos
exudatos da rizosfera € responsavel pela chegada dos microrganismos. Em Azospirillum
lipoferum e A. brasilense verificou-se grande atividade quimiotatica a diversos agucares, acidos
organicos, aminoacidos, compostos aromaticos e exudatos radiculares (TARRAND et al., 1978).
Observam-se também respostas aerotaxicas a diferentes fontes de carbono e concentracdo de
oxigénio, que variam conforme as espécies de Azospirillum, (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000).

A colonizagdo radicular ocorre em duas etapas: Inicialmente ocorre uma adsorcao
reversivel, e em seguida um ancoramento irreversivel, controlado por proteinas extracelulares de
origem bacteriana. Esta etapa € comandada por sinais moleculares emitidos pelas raizes da planta
hospedeira, e a sobrevivéncia do microrganismo depende de fatores bidticos e abidticos
(DOBBELAERE et al., 2003).

Na cultura da cana-de-agucar, os principais trabalhos com bactérias endofiticas surgiram
na década de 1950, com a microbiologista Johanna Ddbereiner e sua equipe, que pesquisaram
principalmente as bactérias fixadoras de nitrogénio. As bactérias diazotréficas do género
Beijerinckia foram encontradas em diversos campos de cana-de-agticar (DOBEREINER, 1961) e
uma nova espécie de Beijerinckia foi descoberta, B. fluminense (DOBEREINER e RUSCHEL,
1958). Outras bactérias diazotroficas de cana-de-acUcar foram isoladas, como: Erwinia,
Azotobacter, Derxia, Azospirillum, Enterobacter e bactérias anaerébicas, como Clostridium e
Klebsiella spp. (PURCHASE, 1980; GRACIOLLI et al., 1983). Magnani et al. (2010) estudando
a diversidade bacteriana endofitica em cana-de-agUcar cultivadas no Brasil conseguiram
identificar  bactérias da familia  Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Bacillus,

Curtobacterium sp., baseados em sequéncias de 16S rRNA.

Verificou-se ainda que um grande nimero de bactérias fixadoras de nitrogénio colonizava
naturalmente o interior do tecido de plantas de cana-de-acucar, sendo designadas como bactérias
diazotréficas endofiticas (DOBEREINER et al., 1993). A primeira bactéria endofitica de cana-



de-agUcar caracterizada como diazotrofica foi Acetobacter diazotrophicus (posteriormente
denominada G. diazotrophicus), isolada de cana-de-agucar, em meio semi-sélido com caldo de
cana (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988). G. diazotrophicus tem sido encontrada no
interior de raizes, colmos e folhas de cana-de-agucar cultivadas no Brasil, Uruguai, Australia e
México (LI e MACRAE, 1991; FUENTES-RAMIREZ et al., 2001).

2.2. G. diazotrophicus

A familia Acetobacteraceae inclui quatro géneros: Acetobacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter e Acidomonas (YAMADA et al., 1997). Subsequentemente, baseados em
andlises de 16S rRNA, A. diazotrophicus foi renomeada como G. diazotrophicus (KOJIMA et
al., 1998); foram também acrescentadas mais duas espécies fixadoras de nitrogénio a lista: G.
johannae e G. azotocaptans (FUENTES-RAMIREZ et al., 2001).

G. diazotrophicus pertence ao grupo das Proteobactéria, classe a-proteobacteria, familia
Acetobacteraceae do género Gluconacetobacter. E uma bactéria Gram-negativa, ndo apresenta
movimento espiralado, com pH 6timo de crescimento na faixa de 4,5-5,8 e com células variando
entre (0,7 a 0,8) x (2 a 4) um. Esta bactéria pode ser isolada em meio semi-solido LGI-P (REIS
et al., 1994) e, ap06s o periodo de sete a dez dias, apresenta uma pelicula alaranjada, sendo que,
abaixo da pelicula, o meio fica incolor devido a assimilagdo do azul de bromotimol
(DOBEREINER et al., 1993).

Esta bactéria cresce em alta concentracdo de sacarose (até 30%) e pH muito baixo (3,0) e
tem a habilidade de fixar nitrogénio em condi¢cdes microaerofilicas (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988). Como a sacarose nao pode ser transportada ou respirada, G.
diazotrophicus cresce secretando uma enzima extracelular denominada levansacarase que
hidrolisa sacarose em frutose e glicose (ARRIETA et al., 1996). Outras boas fontes de carbono
incluem gluconato, glicose, frutose, manitol, arabinose, meso-inositol, i-inositol, sorbitol,
glicerol, galactose e gluconato de sédio (MUTHUKUMARASAMY et al., 1999). Aminoacidos
como glutamato, serina, alanina e histidina podem ser eficazmente usados como fonte de
carbono e de nitrogénio por G. diazotrophicus (ATTWOOD et al., 1991). Porém, celobiose,
amido, meso-eritritol e metanol (1%) ndo favorecem o seu crescimento. Nenhum dos acidos
organicos comuns (succinato e outros acidos dicarboxilicos) promove o crescimento de G.
diazotrophicus, exceto o acido 2-ceto glucénico presente em plantas de cana-de-agucar
(ASHBOLT e INKERMAN, 1990). Foi relatado que esta bactéria utiliza cido 2-ceto gluconico

como uma fonte de carbono, o que favorece a fixacdo de nitrogénio. O pH 6timo para



crescimento estd ao redor de 5,5, embora os valores de pH e taxa de respira¢cdo possam variar
consideravelmente de acordo com as fontes de carbono (STEPHAN et al., 1991).

G. diazotrophicus tem alta toleréncia a tratamentos de calor e concentracdes de sais no
meio de cultura (TEJERA et al., 2003). O tratamento térmico (50°C por 2 a 3 h), usualmente
empregado para controle de patdgenos causadores de doencas na cana-de-aglUcar, ndo a mata
(ORTEGA et al., 2001).

Dentre as propriedades fisioldgicas caracteristicas dessa espécie de bactéria destacam-se
a tolerdncia a altas concentracfes de sacarose; acidez e habilidade de excretar o nitrogénio
fixado, conforme demonstrado por Cojho et al. (1993). A infecgéo e colonizagdo da cana-de-
acucar pela G. diazotrophicus foi demonstrada por meio de microscopia eletrdnica e odtica
(JAMES et al., 1994; OLIVARES et al., 1996). Na superficie da raiz, a bactéria se concentra nas
regides de juncdo de raizes laterais (JAMES et al., 1994). Dentro da raiz, pode ser vista nos
espacos intercelulares do parénquima, bem como, dentro de vasos do xilema, através dos quais a

bactéria parece migrar para a parte aérea da cana-de-agticar (DONG et al., 1994).

A associacdo de G. diazotrophicus com cana-de-agucar representa um novo tipo de
associacdo entre um diazotrofico e uma monocotiledénea. Considerando a associacdo de G.
diazotrophicus com cana-de-acucar, esta € endofitica obrigatdria (porém cultivavel), visto que
esta bactéria ndo pode ser isolada de solos livres de raizes e s6 pode ser isolada, até 0 momento,
de plantas, fungos, insetos, etc. Porém, baseado na singularidade da associacdo, Reinhold-Hurek
e Hurek (1998) propuseram o termo “endofitico oportunista”, visto que elas ndo colonizam o
citoplasma da planta viva ou células do hospedeiro ou formam qualquer organela como

observado em fungos micorrizicos ou rizébios.

A fixacdo endofitica de nitrogénio depende da capacidade do microrganismo estabelecer-
se endofiticamente na planta e, para que isso ocorra, 0 microrganismo deve ser capaz de invadir
e proliferar nos tecidos da planta hospedeira, ultrapassando as barreiras fisicas e quimicas que a
mesma estabelece, instituindo vias de infeccdo e sitios de colonizacdo. O estabelecimento desta
relacdo depende de uma sequéncia de etapas e de uma relacdo especifica entre planta e bactéria.
Vérios compostos de origem bacteriana estdo envolvidos no sucesso do processo de infecgédo e
colonizagdo destas bactérias e, dentre estas substancias, encontram-se 0s exopolissacarideos
microbianos que possuem um papel importante tanto na sobrevivéncia da bactéria quanto na

associacdo desta com a planta, auxiliando na adesao da célula a superficies, na concentracéo de



nutrientes, evitam a dessecacédo, evitam o contato direto com o hospedeiro e na protecdo contra
moléculas tdxicas (SUTHERLAND, 2001).

2.3. Processos de infecgdo e colonizacéo por bactérias endofiticas

O processo de infeccdo e colonizacdo de plantas por bactérias € caracterizado por um
processo dindmico, onde estd envolvido todo um aparato de reconhecimento de sinais
moleculares, seguido de movimentos da bactéria em diregdo a planta hospedeira, sua posterior
adesdo a superficie vegetal e finalmente a sua penetracdo e multiplicagdo nos tecidos internos da

planta.

O primeiro passo no processo de colonizagdo é o encontro fisico entre a bactéria e a
planta hospedeira, que pode ocorrer de forma passiva (transporte pela solucdo do solo) ou ativa
(via mecanismos de motilidade do microrganismo ou crescimento das raizes). O movimento dos
microrganismos ocorre por quimiotaxia, resultante de um reconhecimento quimico do gradiente

de fonte de carbono, exsudado pelas raizes, existente entre o solo e a rizosfera.

Logo ap0s essa fase inicial, as bactérias tendem a se ligar a sitios especificos na planta,
onde sua habilidade para resistir a remoc¢ao constitui-se em uma vantagem seletiva. Além disso,
para que rizobactérias promotoras ou deletérias ao crescimento exercam um efeito fisiologico
significativo sobre a planta hospedeira, a bactéria deve colonizar efetivamente a superficie

radicular.

De modo geral, a adesdo de bactérias a superficie da planta € caracterizada por uma fase
inicial reversivel e inespecifica (Figura 1.A) que envolve interacGes de carga ao nivel de
superficie, e uma segunda fase, caracterizada como tempo-dependente e irreversivel (Figura
1.B), sendo mediada por propriedades fisicas dos polimeros extracelulares, como: interacOes
entre cargas, hidrofilicas e hidrofobicas, em certos casos altamente especificas
(ROMANTSCHUK, 1992). A atracdo especifica deve ser enfatizada porque a adesdo resulta do
encaixe perfeito entre o ligante e o receptor, que se encontram na superficie das estruturas
envolvidas. A complementaridade entre ligantes (adesinas) e receptores é tdo especifica quanto a
interacdo enzima-substrato ou a interacdo antigeno-anticorpo. O produto dessa interacao ativa
uma complexa cascata de transducdo de sinais que é mobilizada no processo de reconhecimento
entre patdgeno e hospedeiro (SOTO e HULTGREN, 1999).
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Bactéria

Superficie radicular
Superficie radicular

Figura 1. Modelo esquematico do processo de adesdo bacteriano por duas etapas, em contraste
com o de uma etapa. A. Primeira fase (fase reversivel, presenca de flagelo e pilus); B. Segunda
fase (fase irreversivel, presenca de flagelo, pilus e exopolissacarideos) Fonte: HORI e
MATSUMOTO (2010).

Hori e Matsumoto (2010) conduziram estudos sobre a capacidade de adesdo de bactérias
benéficas e sua relevancia. O maior volume de informacdo concentra-se no estudo da interacéo
entre bactérias diazotréficas do género Azospirillum e Alcaligenes e plantas da familia das
gramineas. Michiels et al. (1991) e You et al. (1995) demonstraram que a adesdo de A.
brasilense e A. faecalis as raizes de trigo e arroz, respectivamente, ocorre em duas fases
caracteristicas, a primeira (fase de adsorcdo), consiste de uma ligacdo rapida e reversivel,
enquanto que na segunda fase (fase de ancoragem), onde as bactérias tornam-se
irreversivelmente ligadas a superficie radicular, processo que envolve polissacarideos. Nesta
etapa, as bactérias tornam-se firmemente aderidas e outras bactérias em suspensao, aderem-se a

esta formando agregados de bactérias no sitio de adesao.

Por ndo possuirem uma capacidade de exercer forca mecénica ou fisica capaz de vencer
as barreiras impostas pela planta, como a parede celular e a pressdo de turgor, e por
consequéncia penetrar em células epidérmicas intactas (GOODMAN e DEKOCK, 1982), a
grande maioria das bactérias penetra nas plantas hospedeiras passivamente através de aberturas

naturais ou injarias (excecdo para bactérias do género Rhizobium e correlatas).

Os modos mais conhecidos de entrada de organismos fixadores de nitrogénio em raizes
sdo através de fissuras, geralmente presentes nos locais de emergéncia de raizes laterais e

adventicias, e através dos pélos radiculares.
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Ao crescerem em diregdo ao cortex da raiz parental, as raizes laterais e as adventicias,
acabam rompendo a camada celular da epiderme e emergindo para o exterior, onde provocam a
formacéo de uma abertura que se constitui em local propicio para infeccdo bacteriana, incluindo
bactérias diazotroficas do género Azospirillum spp. (PATRIQUIN et al., 1983), G.
diazotrophicus (JAMES et al., 1994) e Azoarcus sp. (REINHOLD e HUREK, 1988). Schmit e
Robert (1984) ao investigarem o processo de infeccdo de Pseudomonas solanacearum em
plantulas de tomate em um cultivo in vitro verificaram que trés dias ap6s a inoculacdo, as
bactérias localizaram-se predominantemente nos pontos de emergéncia de raizes secundarias

com raizes primarias, dispondo-se como micro-colénias.

As injurias na superficie das raizes, devido & abrasdo com o solo durante o processo de
crescimento radicular ou na parte aérea devido a acdo de chuvas e ventos, constituem as
principais entradas dos microrganismos no vegetal. Dentre as bactérias fitopatogénicas,
Agrobacterium tumefaciens é aparentemente a Unica que requer feridas para infectar a planta
hospedeira e induzir a formacéo de tumores (LIPPINCO e LIPPINCO, 1969). James et al. (1994)
verificaram que feridas se constituem numa porta de entrada para G. diazotrophicus em plantas
micropropagadas de cana-de-agUcar, notando que grande nimero de bactérias acumulavam-se

nas regides de ruptura de células da epiderme.

A propagacdo subsequente de endofitos pode ser através dos espacos intercelulares, ou
atravessando paredes, quando as bactérias ficam confinadas pelas paredes celulares do
hospedeiro, formando corddes de infeccdo (SPRENT et al., 1987). Os pélos radiculares, que se
desenvolvem como extensbes de células epidérmicas da raiz perto do apice sdo colonizadas
extensivamente por microrganismos do solo, incluindo bactérias fixadoras de nitrogénio. Na
rizosfera (nicho de interface entre solo e raizes), os pélos radiculares em desenvolvimento tém

um papel importante na intera¢gdo com o0 microrganismo.

A dindmica de infeccdo e colonizacdo parece ser dependente de sinais especificos
trocados pelas células envolvidas. Existem produtos extracelulares que podem atuar como
mediadores dessa dindmica, ora atuando como fatores de adesdo, ora promovendo a propria
colonizagdo interna da bactéria, dentre os quais podemos citar os EPS, lipopolissacarideos,

flagelos e pilus.
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2.4. Exopolissacarideos

Muitos microrganismos produzem polissacarideos que sdo excretados para 0 meio
permanecendo bem aderidos a célula sob a forma de capsula. A expressdo EPS tem sido
amplamente usada para aqueles polissacarideos localizados na superficie externa das celulas
microbianas. Entre eles podem ser encontrados varios polimeros de diversas composicdes
quimicas e propriedades fisicas. Para designar este tipo de substancia tem-se utilizado a
terminagdo “EPS” para fazer referéncia aos exopolissacarideos ou exopolimeros (WINGENDER

etal., 1999).

A presenca de EPS associados a células bacterianas é reconhecida pela formacéo de
coldénias mucosas em meio de cultura sélido, e aumento significativo da viscosidade e em
algumas vezes a formacgdo de um gel em meios liquidos (COSTERTON, 1992; SUTHERLAND,
1999). Geralmente, os EPS sdo secretados pelas células bacterianas formando uma camada
protetora que possui papel importante tanto na sua sobrevivéncia quanto na sua viruléncia. Essa
camada pode auxiliar na adesdo da celula a superficies, concentrar nutrientes, evitar a
dessecacdo, evitar o contato com o0 hospedeiro e proteger contra moléculas toxicas (DENNY,
1995). Quando essas bactérias crescem associadas a um substrato, os EPS, outras moléculas e
estruturas, como fimbrias e adesinas, formam o esqueleto de uma complexa, organizada e

eficiente comunidade bacteriana denominada biofilme.

Os biofilmes bacterianos sdo uma comunidade estruturada de células, aderidas a um
substrato bi6tico ou ndo, inseridas em uma matriz polimérica produzida pelas proprias bactérias
(COSTERTON, 1999). O processo de formacdo dos biofilmes, como citado anteriormente,
envolve a adesdo da bactéria ao substrato e a agregacao das células umas as outras. Na adesdo ha
a participacdo das fimbrias, adesinas (DAVEY e O'TOOLE, 2000) e de moléculas de DNA que
sdo excretadas para o meio (WHITCHURCH et al., 2002). A agregacdo e maturacdo do biofilme
envolvem o aumento do nimero de células e a deposicdo de grande quantidade de matriz
extracelular (EPS, proteinas e outras substancias) para formar o esqueleto do biofilme (DAVEY
e O'TOOLE, 2000). Em contrapartida, a manutengédo da arquitetura normal desses biofilmes se

mostrou totalmente dependente da presenca dessas moléculas (DENNY, 1995).

Para a deteccdo e visualizagdo dos EPS, tém sido utilizadas varias técnicas. Mediante
microscopia oOptica é possivel distinguir estas estruturas utilizando corantes apropriados. Em
outros casos sdo realizadas tensdes negativas que oferecem a oportunidade de poder distinguir os

polissacarideos capsulares daqueles mais dispersos. Outras técnicas utilizadas com éxito sdo as
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de microscopia eletronica de varredura e a de microscopia eletrdnica de transmissdo. As
metodologias empregadas para detectar EPS microbianos por qualquer uma das técnicas citadas
tém que levar em conta o problema ocasionado pelo alto contetdo de agua destes compostos (até
99%) o qual dificulta a preparacdo das amostras (SUTHERLAND, 1999).

2.5 Ligacdo entre o sistema respiratorio e ROS

O aumento da taxa de respiracdo celular consegue evitar a inibicdo da nitrogenase, pois
liga 0 oxigénio a atomos de hidrogénio formando agua. Esses atomos de hidrogénio sdo
provenientes da quebra da glicose (ou outros polissacarideos) que foram transferidos através de
uma serie de proteinas de membrana, chamadas de cadeia transportadora de elétrons, até chegar
ao oxigénio. Durante esse processo alguns elétrons podem escapar da cadeia transportadora e se
combinar diretamente com um atomo de oxigénio gerando uma forma parcialmente reduzida de
oxigénio, comumente chamada de espécie reativa de oxigénio ou ROS (do inglés Reactive
Oxygen Species) (KOWALTOWSKI et al., 2009).

Todos 0s organismos expostos ao oxigénio produzem espécies reativas de oxigénio no
seu metabolismo normal. Mais do que simples subprodutos do metabolismo oxidativo, as
espécies reativas de oxigénio tambeém podem agir de forma benéfica ao organismo, quando
usadas pelo sistema de defesa para atacar agentes patogénicos ou quando atuam como moléculas

mensageiras em vias de sinalizacéo celular (também designada sinalizagdo redox).

Algumas condi¢des biologicas favorecem a formacdo de um desequilibrio entre a
producdo de ROS e sua desintoxicacdo através de sistemas biol6gicos que as removam ou
reparem os danos por elas causados. Esse desequilibrio é chamado de estresse oxidativo que
resulta num ambiente celular mais oxidante (SCHAFER e BUETTNER, 2001). Os efeitos do
estresse oxidativo dependem da dimensao de tais variagdes. Uma célula € normalmente capaz de
superar os efeitos do estresse oxidativo se as perturbacdes no equilibrio redox forem pequenas,
mas perturbacdes de maior escala podem lesar biomoléculas que, se ndo puderem ser reparadas

pelos sistemas de reparo, levam ao dano celular e tecidual (SANTOS et al., 2009).

2.6. Ainfluéncia de ROS na FBN

A deficiéncia na capacidade de FBN de cepas de S. meliloti mutadas em genes envolvidos
na homeostase redox indica também o seu papel crucial no metabolismo de FBN: 0s mutantes
afetados na defesa antioxidante (catalase e glutationa redutase) ndo foram afetados apenas na sua
capacidade de infectar a planta, mas também na eficiéncia da FBN (JAMET et al., 2003;

HARRISON et al.,, 2005). Da mesma forma, um duplo mutante de Rhizobium etli para as
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enzimas peroxirredoxina (prxS) e catalase-peroxidase bifuncional (katG) teve sua capacidade de
fixacdo de nitrogénio significativamente reduzida (DOMBRECHT et al., 2005). Além disso,
estirpes de S. meliloti mutadas para uma variedade de processos celulares (tais como producao de
exopolissacarideos), mas ndo diretamente envolvidos na defesa antioxidante, também foram
afetados em processos de protecdo ao estresse oxidativo e estabelecimento da simbiose
(DAVIES e WALKER 2007).

De maneira parecida, a mutacdo de um gene de S. meliloti com similaridade a uma
tioredoxina envolvido na producdo de melanina afetou a resposta a paraquat (estresse oxidativo
induzido) e fixa¢do simbidtica de nitrogénio (CASTRO-SOWINSKI et al., 2007). Finalmente,
células de Rhizobium leguminosarum deficientes na producdo de uma tioredoxina-like (cycY)
foram incapazes de formar nodulos fixadores de nitrogénio em ervilha, j4 que 0 mutante estava

com defeito na maturacao de todos os citocromos tipo C (VARGAS et al., 1994).

Uma das caracteristicas especificas dos nodulos é a baixa presséo de oxigénio na zona de
fixacdo para permitir a fixacdo de nitrogénio eficiente. A regulacdo da respiracéo e da eficiéncia
da barreira difusdo do oxigénio desempenha um papel fundamental na protecdo do metabolismo
do nddulo. Essa regulacdo parece ser um processo controlado pela planta (WEI e LAYZELL,
2006). A diminuicdo da atividade de FBN induzida por estresse é geralmente associada a uma
modificacdo na pressdo de oxigénio no nddulo. Em soja, o estresse salino e hidrico causam uma
diminuicdo na atividade da nitrogenase que pode ser correlacionado com uma diminuicdo da
permeabilidade do nodulo (DEL CASTILLO et al., 1994; SERRAJ et al., 1994). Em contraste, a
sensibilidade a salinidade parece estar associada com um aumento na condutancia nodular e um
aumento da respiracdo dos nddulos em Medicago truncatula (AYDI et al., 2004). Em conjunto,
estes resultados mostram que a eficiéncia do nédulo é fortemente afetada pela regulacdo da

disponibilidade de oxigénio que pode estar ligadas a presenca de ROS (CHANG et al, 2009).

2.7.  Sistema de defesa contra radicais livres em plantas

Os radicais livres sdo muito agressivos, mas as células tém mecanismos de defesa
capazes de inativar, bloquear esses agentes reativos. Em sistemas aerdbicos é essencial o
equilibrio entre os agentes Oxido-redutores (como as ERMOs) e o sistema de defesa
antioxidante. Para se proteger dos agentes 0xido-redutores a célula possui um sistema de defesa

que pode atuar em duas linhas.

Uma delas atua como detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo e é constituida
pela glutationa reduzida (GSH), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
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peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha tem a fungéo de reparar a lesdo ocorrida, sendo
constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px, entre
outros. A maior parte destes agentes antioxidantes estd no meio intracelular (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). A SOD catalisa a dismutacéo do superoxido e a catalase, a conversédo do
peroxido de hidrogénio a H,O e Oy, enquanto a GSH peroxidase transfere elétrons da GSH para
reduzir o peroxido a agua e GSSG. A glutationa oxidada produzida (GSSG) é reduzida

posteriormente a GSH pela glutationa redutase utilizando NADPH como cofator.

S. meliloti requer a producdo de exopolissacarideos, a fim de formar uma simbiose de
fixacdo de nitrogénio com sucesso em Medicago. Além disso, durante os estagios iniciais de
simbiose, S. meliloti é exposta a uma explosdo oxidativa que deve ser superada. Os niveis de
producdo dos exopolissacarideos succinoglicano (EPS-1) e galactoglucano (EPS-II) foram
encontrados para correlacionar positivamente com a sobrevivéncia na presenca de perdxido de
hidrogénio. Quando purificados, o EPS-1 € capaz de diminuir os niveis de H,O, in vitro, e esta
atividade é especifica. Isto sugere uma funcdo potencialmente protetora dos exopolissacarideos
contra H,O; durante o processo de simbiose (LEHMAN e LONG, 2013).

Em Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis, mutantes defeituosos para producdo de
polissacarideos extracelulares foram criados por rompimento alvo do gene gumD, onde a
patogenicidade de mutantes foi severamente atenuada. O EPS desta bactéria conferiu resisténcia
significativa ao H,O,, em 1 h de exposicdo ao peroxido de hidrogénio na concentracdo de 1 mM,
a estirpe mutante atingiu apenas 3% de sobrevivéncia quando comparado com 48% de células de

tipo selvagem que sobreviveram (KEMP et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Determinar o potencial antioxidante do exopolissacarideo de G. diazotrophicus.
3.2. Objetivos especificos

e Investigar o papel do exopolissacarideo de G. diazotrophicus sobre a resisténcia

bacteriana ao perdxido de hidrogénio.

e Auvaliar in vitro a atividade antioxidante total dos polissacarideos de G. diazotrophicus

bem como seus efeitos sobre o “sequestro” de radical superoxido e potencial redutor.

e Determinar in vitro da taxa de inibicdo da peroxidagdo lipidica proporcionada pelos

exopolissacarideos de G. diazotrophicus;

e Analisar o efeito in vitro dos exopolissacarideos de G. diazotrophicus sobre a geragéo de

radicais livres.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. Bactérias e estirpes

As estirpes de G. diazotrophicus utilizadas no presente trabalho estdo relacionadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Relagéo de estirpes bacterianas utilizadas no presente trabalho.

Estirpes Caracteristicas Referéncia

G. diazotrophicus

PALS5 Selvagem, Amp°, Km® Tc>, EPS* Cavalcante e Dobereiner, 1988

MGD gumD::Tn5, Km~, gumD’, EPS’ Meneses et al., 2011

CMGD gumD::Tn5, Km~, Amp®, gumD*, EPS* | Meneses et al., 2011
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4.2. Purificacdo e quantificacdo do EPS de G. diazotrophicus PAL5

A estirpe selvagem PALS foi cultivada em 5 mL de meio DYGS (composigéo por litro: 2
g de glicose; 1,5 g de peptona; 2 g de extrato de levedura; 0,5 g de K;HPO, e 0,5 g
MgSQO,4.7H,0, pH 6,0) (RODRIGUES NETO et al., 1986).

ApoOs trés dias de cultivo, as células bacterianas foram recolhidas por centrifugacéo a
18.000 x g por 5 minutos, lavadas e ressuspendidas em 1 mL de solucdo salina. Apds isso,
frascos do tipo Erlemmeyers de 2000 mL contendo 250 mL de meio LGI modificado
(composicdo por litro: 5 g de sacarose, 0,2 g de solucdo de K,;HPOy; 0,6 g de solugdo KH,POy;
0,2 g de solugcdo MgSQO,.7H,0; 0,02 g de solugdo CaCl,.2H,0; 0,065 g de FeEDTA e 0,02 g de
Na,Mo00,.2H,0, pH5,5), com 1 mM de é4cido glutdmico (ROUWS et al., 2008) e suplementado
com 20 g.I"* de manitol como fonte de carbono, foram inoculados com 1mL de uma suspensio
bacteriana de aproximadamente 1x10° células e cultivados sob agitacdo de 200 rpm a 30°C por
48 horas, até atingirem o final da fase log, com aproximadamente 0,7 de densidade Optica
(D.O.600nm)-

A cultura foi entdo centrifugada a 20.000 x g por 15 minutos numa temperatura de 4°C e
0 sobrenadante coletado. Paralelamente, numa proveta, foi adicionado um volume de 150 mL de
etanol absoluto gelado equivalente a 3X o volume do sobrenadante (50 mL). O sobrenadante da
cultura foi despejado em cima do etanol absoluto gelado e agitado vigorosamente para
precipitacdo do EPS que esta presente no sobrenadante. Apds isso, a solucdo foi colocada em
freezer a -20°C por um periodo 24 h, para aumentar o tempo de precipitacdo do material. Ap6s
esse periodo de incubacédo a -20°C, as solu¢des foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos
a 4°C e, em seguida, o sobrenadante descartado. O EPS precipitado foi ressolubilizado pela
adicdo de agua MilliQ" (0 minimo de volume possivel para solubilizar o EPS). Para a
purificacdo do EPS coletado, todas as amostras foram submetidas ao processo de precipitacdo
etanolica no minimo trés vezes. Apo6s a Ultima precipitacdo, o EPS foi dissolvido no minimo de
4gua MilliQ™ possivel, quantificado e congelado a -20 °C. O material ressolubilizado obtido do
processo de purificacdo foi submetido a quantificagdo pelo método fenol-sulfarico conforme
Dubois et al. (1956). Uma aliquota de 0,5 mL das solugfes a serem analisadas foi transferida
para tubos de ensaio de vidro, adicionado 0,5 mL de solugdo de fenol 5% e agitado levemente.
Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de H,SO, concentrado diretamente sobre a amostra e
homogeneizado levemente. Apds esse processo a amostra foi incubada por 15 minutos a

temperatura ambiente para o resfriamento da solugéo.
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Uma curva de calibracdo foi obtida utilizando glicose como padrédo para posterior
estimativa da quantidade de agucares totais obtido. Solucdes padrdo de glicose foram preparadas
através de diluicBes seriadas (a partir de uma solucdo de 10 mg.mL™) nas seguintes
concentracdes: 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 200 pg.mL™. Apébs o preparo de todos os padrdes e
amostras, foram realizadas leituras em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 485nm,

em cubetas de vidro, o branco constituiu em 0,5 ml de agua destilada como amostra.

A partir da anélise de regressao linear pdde-se considerar que este modelo para curva de
calibracdo teve um bom ajuste, com um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,99. Para
quantificacdo de acUcares totais, obteve-se entdo a equacdo: Asgs = 100,53 . [acucares totais] +
5,1052.

4.3. Ensaios de sensibilidade a Perdxido de Hidrogénio

A estirpe PALS e as estirpes mutantes MGD e CMGD de G. diazotrophicus foram
cultivadas de um dia para o outro em tubos de ensaio com meio de cultura DYGS liquido. As
células de cerca de 1 mL desta cultura foram sedimentadas por meio de centrifugacdo (5
minutos, 1500 x g, 4°C), resuspendidas em solucdo salina estéril e diluidas até uma D.O.goonm de
aproximadamente 0,6. Para sensibilidade ao H,O; as estirpes foram incubadas em concentrac6es
crescentes de H,O; (0, 25, 100, 500 ¢ 1000 uM) a 150 rpm, 30 °C por 1 h, respectivamente.
Apds isso suas suspensdes foram diluidas de 10™ a 10 em solucéo salina e plaqueadas em meio
LGI-P (acrescido de fosfato), onde a porcentagem de sobrevivéncia Unidades Formadoras de
Colbnias (UFCs) foi calculada contra a viabilidade na auséncia de H,0,.

Para os experimentos posteriores (sensibilidade a H,0;), a complementacdo bioguimica
pela adicdo de EPS purificado, os tratamentos foram co-inoculados com EPS de G.
diazotrophicus PALS, junto com a solucdo salina estéril, utilizada na diluicdo seriada das
amostras, em uma concentracdo final de 100 pg.L™?, antes das amostras serem diluidas até uma
D.0.s00nm de aproximadamente 0,6. Apds isso suas suspensdes foram diluidas de 10t a 10 em
solucdo salina e plagueadas em meio LGI-P, onde a porcentagem de sobrevivéncia (UFCs) foi

calculada contra a viabilidade na auséncia de H,0,.
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4.4. Ensaios para detecgdo da atividade antioxidante do EPS de G. diazotrophicus PAL5
4.4.1. Capacidade antioxidante total

Uma aliquota de 0,1 mL de cada solucdo amostra, contendo EPS em diferentes
concentragdes (10, 50, 100, 150, 200, e 250 ug.mL'l) foi misturada em um microtubo com 1 mL
da solucéo reagente (0,6 M de &cido sulfarico, 28 mM de fosfato de s6dio 4 mM de molibdato de
amonio. Os tubos foram incubados a 95 °C por 90 minutos. Apds o resfriamento das amostras a
temperatura ambiente, a absorbancia foi mensurada em 695 nm (PRIETO et al., 1999). Os
resultados foram expressos a partir da equacdo da reta obtida da curva de calibracdo do acido

ascorbico.
4.4.2. Sequestro de radicais superoxido

Os radicais superdxidos (ZHOU e ZHENG, 1991; LIU et al., 1997; ZHANG et al., 2003)
foram gerados em 3 mL de tris-HCI (16mM, pH 8,0), que continham 78 M de NADH (forma
reduzida), 50 M de Nitroblue Tetrazolium, 10 M de Phenazin Methosulfate e concentragdes
variadas de EPS (10, 50, 100, 150, 200, e 250 ug.mL™). A reacéo de cor dos radicais superéxidos
e Nitroblue Tetrazolium foi detectada por monitoramento da absorbéancia a 560 nm. O controle
ndo tinha NADH, e ele foi substituido pelo tris-HCI.

4.4.3. Radicais Hidroxilas

Os radicais hidroxilas (ZHANG et al., 2003) foram gerados por um método modificado
de Smirnoff e Cumners (1989) em 3 mL de fosfato de sédio (150 mM, pH 7,4), que continha 10
mM de FeSO,4 10 mM de EDTA, 2 mM de salicilato de sddio, 200 puL de H,O, a 30 % e
concentracdes variadas de exopolissacarideos (10, 50, 100, 150, 200, e 250 pg.mL™). A solucéo
foi incubada a 37°C por 1 h, e a atividade detectada por monitoramento da absorbancia a 510

nm. No tubo controle o H,O; foi substituido pelo tampéao fosfato.
4.4.4. Peroxidacdo lipidica

A inibicdo da peroxidacdo lipidica foi determinada pela quantificacdo do produto de
decomposicéo de peroxido lipidico MDA baseada na reacdo ao acido tiobarbitdrico com gema de
ovo como substrato oxidavel. Resumidamente, 0,5 mL de homogeneizado de ovo (10% em 0,2
MPBS (pH 7,4), v/v) e 0,5 mL de amostra em diferentes concentragcdes foram misturadas, em

seguida, 0,05 mL de sulfato de ferro (0,07 M) foi adicionado para iniciar a peroxidacao lipidica.
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Ap0s a incubacdo a 37 ° por 30 min, 1,5 mL de tricloroacético acido (20%) (w/v) e 1,5 mL de
acido tiobarbiturico 0,8% (p/v) foram adicionados para estabilizar a reagdo. A mistura resultante
foi agitada e aquecida a 100°C por 15 minutos, e em seguida, centrifugada a 3000 rpm por 10
minutos. A absorbancia da camada superior foi medida em 532 nm (ZHANG e YU, 1997). A
inibicdo da peroxidacdo lipidica foi calculada da seguinte forma: taxa de inibi¢do (%) = [1 - (A
Amostra — Branco Amostra) / AControle] x 100. O a-tocoferol foi utilizado com padrao.

4.45. Poder redutor

A avaliacdo do poder de reducdo do EPS foi realizada de acordo com a metodologia
citada por YEN e CHEN (1995), com modificagdes. Foi utilizado 1 mL da amostra em diferentes
concentracdes de EPS (10, 50, 100, 150, 200, e 250 ug.mL™). A esta aliquota foram adicionados:
2,5 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de K3[Fe(CN)g] a 1% (p/v). A mistura foi
incubada a 50 °C por 20 minutos. Foram adicionados 2,5 mL de &cido tricloroacético a 10% (p/v)
a solucdo no tubo de ensaio, com posterior agitacdo. Um volume de 2,5 mL da mistura foi
transferido para outro tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL de agua destilada e 0,5
mL de FeCl; a 0,1% (p/v). A leitura da absorbancia foi realizada a 700 nm. A elevada

absorbancia indica grande poder redutor.
4.4.6. Célculo do I1Cs

O ICs, OU seja, a quantidade em mg.mL™ da amostra necesséria para inibir em 50% os
radicais antioxidantes foi determinado para sequestro dos radicais superoxido e hidroxila, bem
como para inibi¢do da peroxidacao lipidica. O calculo do ICs, de cada atividade foi realizado por

regressoes ndo lineares.
4.4.7. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos com média + desvio padrdo de triplicatas, e o teste
ANOVA foi usado para a analise estatistica no software SIGMAPLOT 11.0 (Systat Software
Inc., San Jose, CA, USA). Os valores foram considerados significantemente diferentes quando o

valor de p foi menor que 0,05 (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao aquosa dos polissacarideos de G. diazotrophicus

A extracdo dos exopolissacarideos da bactéria G. diazotrophicus foi realizada com
eficiéncia e utilizada para os experimentos que seguem. A partir de 1 L de cultura bacteriana, foi

obtida do composto cerca de 1800 mg de EPS.
5.2. Sensibilidade a Peroxido de Hidrogénio

A producéo de EPS esté envolvida em algumas fungdes relacionadas & defesa da bactéria
a estresses ambientais, tais como espécies reativas de oxigénio (ROS), radiacdo UV-C e estresse
salino. Em outros organismos, mutantes defeituosos na producdo de EPS apresentam um
fendtipo hipersensivel ao peréxido de hidrogénio (H,0,) (KEMP et al., 2004). Por isso, foi
especulado que a estirpe mutante MGD possivelmente tivesse uma suscetibilidade a estes tipos
de estresse. Para testar esta hipotese, células da estirpe selvagem PAL5 e dos mutantes MGD e
CMGD foram expostas a diferentes concentraces de H,O,, nas quais a sua sobrevivéncia foi
avaliada. Em comparacdo com a estirpe selvagem PAL5 e CMGD, o mutante MGD apresentou
um fenotipo hipersensivel em todos os ensaios (Figura 2). A capacidade das estirpes para
sobreviver a exposicdo ao H,O, foi determinada para estabelecer se 0 EPS exerce um papel de

agente protetor contra estresses abiéticos.
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Figura 2. Avaliacdo da sobrevivéncia das estirpes PAL5, MGD e CMGD, ap0s exposicdo a
H.0,. As células foram expostas a diferentes concentrac@es de H,O, por 1 h. Porcentagem de
células que sobreviveram ao tratamento, em comparacdo com as células ndo tratadas foi
determinada por diluicdo em série, em placas e contagem de UFC. Barras representam o erro

padrdo. (*) representa a diferenca estatistica (Teste de Tukey, p <0,05).

Né&o houve diferenca significativa na sobrevivéncia das estirpes de G. diazotrophicus na
presenca de 0, 25 e 1000 uM de H,0,. A estirpe mutante MGD apresentou-se mais suscetivel do
que a PAL5 e CMGD nas concentracdes de 100 e 0500 uM de H,O, (Figura 2). Grande
percentual das células de PALS5 (78%) e da CMGD (76%) foram capazes de suportar a exposicao
a 100 mM de H,0, por 1 h, apenas 58% do mutante MGD sobreviveu nas mesmas condicdes.
Em 500 mM de H,0, apenas 8% do mutante MGD, contra 73% de PAL5 e 71% de CMGD,

resistiu ao tratamento.

Os resultados indicam que o EPS de G. diazotrophicus parece estar intrinsecamente

correlacionado a capacidade para suportar estresse oxidativo induzido por H,O,. Vérias respostas
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de defesa sdo induzidas quando bactérias entram em contato com a superficie radicular, muitas
relacionadas a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Em contraste com o ataque a
patdgenos, a maioria destas reacdes de defesa sdo transitdrias e locais, sugerindo uma modulagéo
da resposta do hospedeiro para ajudar o estabelecimento da interacdo. O contato fisico direto
entre a superficie da raiz e as células bacterianas pode ser mediada por EPS, que formam uma
estrutura complexa de macromoléculas na interface planta-bactéria, podendo funcionar com ROS
(SILIPO et al., 2009).

A resisténcia de PAL5 e CMGD a H,0, indica que o EPS de G. diazotrophicus pode
funcionar de forma semelhante durante o estabelecimento da bactéria na planta, onde esta produz
uma concentracdo elevada de ROS como resposta a fatores bidticos, como acontece em arroz e
Arabidopsis (KOJO et al., 2006; TANAKA et al., 2006).

Em resposta aos invasores microbianos, as plantas podem gerar reacGes de defesa
complexas que resultam, entre outras coisas, na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que é toxico para o microrganismo invasor (DONG, 1998). Foi mostrado que EPS estéo
envolvidos na protecdo contra estresse oxidativo e radiacdo UV em algumas bactérias (ELASRI
e MILLER, 1999; KEMP et al., 2004; WANG e YU, 2007; SILIPO et al., 2009). Da mesma
forma, os resultados aqui obtidos indicam que o EPS de G. diazotrophicus também aumenta a
tolerancia ao estresse oxidativo causado por H,0,. Portanto, pode-se sugerir que, o EPS de G.
diazotrophicus também pode ser de grande importancia para proteger as bactérias colonizadoras

contra a resposta de defesa das plantas durante o processo de colonizacao.

Evidéncias sugerem que EPS de rizObio podem atuar como sinais de supressdo a
respostas de defesa vegetal (SPAINK, 2000). Mutantes de R. meliloti defectivos para sintese de
EPS ndo conseguem invadir nddulos, isso por causa do bloqueio no desenvolvimento do
segmento de infeccdo sugerindo uma existéncia de um reconhecimento especifico do EPS pela
planta. Talvez este sistema de reconhecimento esteja envolvido na supressdo de respostas de
defesa (NIEHAUS et al., 1993; PARNISKE et al., 1994).

Para investigar o efeito do EPS na protecdo de G. diazotrophicus contra H,O,, as estirpes
na presenca de H,O, foram co-inoculadas com 100 Hg.ml'1 de EPS de G. diazotrophicus de
PALS5 purificado (Figura 3). Curiosamente, foi possivel verificar o aumento da protecdo do
mutante MGD na presenca do EPS mais H;O,. Surpreendentemente, a co-inoculagdo de EPS
com o mutante MGD foi suficiente para permitir a adesdo do mutante as raizes de arroz
(MENESES et al., 2011).
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Figura 3. Avaliacdo da sobrevivéncia das estirpes PAL5, MGD e CMGD, ap0s exposicdo a
H.0,. As células na presenca de EPS foram expostas a diferentes concentracfes de H,O, por 1 h.
Porcentagem de células que sobreviveram ao tratamento, em comparacdo com as células nao
tratadas foi determinada por diluicio em série, em placas e contagem de UFC. Barras
representam o erro padrdo. Niveis obtidos para sobrevivéncia de PAL5, MGD e CMGD co-
inoculados com 100 pg.ml™ de EPS de G. diazotrophicus. Barras representam o erro padréo.

Diferentes letras indicam diferenca estatistica (Teste de Tukey, p <0,05).

Também foi observado o efeito dose dependente do H,0,, na qual a concentragdo minima

de H,0, necesséria para o restabelecimento da ligacao estirpe MGD foi de 100 uM.

Os organismos aerdbios, tais como G. diazotrophicus, estdo expostos a fontes internas e
externas de ROS. Danos provocados por H,O, podem ser evitados se o H,O, externo for
impedido de entrar na célula ou, se 0 H,O; interno for detoxificado. Aqui, mostramos que 0s
niveis de exopolissacarideos externo produzidos por G. diazotrophicus, correlacionam-se com a

sobrevivéncia na presenca de H,0,.
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A protecdo contra o H,0O, é independente de mecanismos genéticos capazes de alterar 0s
niveis de exopolissacarideos. Estirpes de S. meliloti com superexpressdo de fatores Nod e
deficientes na producdo de EPS ndo parecem ter uma vantagem de sobrevivéncia semelhante a
das estirpes que produzem EPS. Isto pode ser em funcdo das diferentes niveis de producao de
EPS, ou, possivelmente, pelo excesso de estresse sobre as células, em consequéncia da
superproducdo e exportacdo de fator Nod (MULLIGAN e LONG, 1989).

Mostramos que a estirpe de G. diazotrophicus deficiente na produgdo de EPS (MGD)
diminuiu a porcentagem de sobrevivéncia na presenca de H,O, em comparagdo com as estirpes
do tipo selvagem e a estirpe mutante complementada geneticamente. Para 0 nosso conhecimento,
este é o primeiro relato de protecdo EPS contra danos relacionados com ROS em bactérias
endofiticas. Em co-cultura com EPS, o mutante (MGD) defectivo na produgdo de EPS foi capaz
de se proteger contra o H,0,. Isto é interessante, dado que a co-cultura de MGD com EPS
permite a colonizacdo endofitica (MENESES et al., 2011). Isto pode resultar, em parte, em uma
co-protecdo contra H,O,, mas essa explicacdo ndo descarta a possibilidade do exopolissacarideo

agir como sinalizador especifico.

O EPS de G. diazotrophicus PAL5 parece ser eficaz na diminui¢do dos niveis de H,0,,
como detectado em todos os ensaios. As concentragOes de EPS utilizadas nestes ensaios estdo
dentro do intervalo necessario para complementar bioquimicamente a deficiéncia na producao de
EPS (MENESES et al., 2011). Ndo foram investigados os mecanismos quimicos pelos gquais 0s

exopolissacarideos de G. diazotrophicus PALS5 podem diminuir os niveis de H,0,.

Porém, ndo podemos descartar a possibilidade de que a atividade antioxidante deste
exopolissacarideo pode ser em funcdo de um ion ou uma pequena molécula, que quando co-

precipitados com o EPS podem exercer esse papel (CHO et al., 2013).

5.3. Capacidade Antioxidante Total

O método de capacidade antioxidante total, descrito por Prieto et al., (1999), fundamenta-
se na reducdo do complexo fosfomolibdénico, que consiste na reducdo do Mo*® para Mo™ e
posterior formacdo do complexo fosfato- Mo*, o qual pode ser verificado por sua coloragdo
verde em pH &cido e absor¢do maxima em 695 nm. Esse se destaca por ser um método sensivel,

de simples execucéo e de baixo custo.

Neste ensaio, foi construida uma curva de calibracdo com relagdo a atividade de

diferentes massas de acido ascérbico. As absorbancias obtidas das amostras de EPS foram
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aplicadas a equagdo da reta encontrada para a curva de calibragdo e os resultados foram
expressos na forma de concentracgdo relativa ao acido ascorbico. De acordo com os resultados
obtidos, foi verificado que a atividade antioxidante do EPS de G. diazotrophicus em relagdo ao
acido ascoérbico € massa-dependente. Assim, na Figura 4 estdo relacionadas as diferentes massas

utilizadas do EPS com a massa de acido ascorbico com efeito semelhante.
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Figura 4. Relago entre as diferentes massas do exopolissacarideos de G. diazotrophicus com a
massa de &cido ascorbico com efeito semelhante no ensaio de avaliacdo da capacidade

antioxidante total. Barras representam o erro padrao.

Os antioxidantes podem agir nos organismos vivos por diferentes mecanismos como o
sequestro de radicais livres, a complexacdo de ions metalicos, a decomposicdo de perdxidos, a
inibicdo de enzimas responsaveis pela geracdo de especies reativas de oxigénio e nitrogénio e a
modulacgéo de vias de sinalizacdo celulares (VASCONCELOS et al., 2006).

O exopolissacarideo de G. diazotrophicus mostrou atividade antioxidante total com uma

atividade relativa ao acido ascérbico massa-dependente. Neste estudo, foi mostrado que o



28

potencial redutor dos polissacarideos de G. diazotrophicus também se mostrou concentragdo-
dependente.

Estudos anteriores com S. meliloti, elucidaram que a adi¢do exdgena de exopolissacaridos
de outras espécies de rizobio ndo é competente para restaurar os defeitos fisiologicos de mutates
defectivos na sintese de EPS (BATTISTI et al., 1992).

A exigéncia de EPS durante o processo de interagdo (MENESES et al., 2011) pode ser
devido em parte a sua capacidade de proteger as bactérias de ROS. Isso poderia explicar como o
exopolissacarideo pode funcionar para permitir uma intera¢do produtiva, uma vez que este tem a

capacidade de diminuir os niveis de H,O; in vitro.

Os antioxidantes podem agir nos organismos vivos por diferentes mecanismos como ao
sequestro de radicais livres, a complexacdo de ions metélicos, a decomposicao de perdxidos, a
inibicdo de enzimas responsaveis pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a
modulacgéo de vias de sinalizacao celulares (VASCONCELOS et al., 2006).

O exopolissacarideo de G. diazotrophicus mostrou atividade antioxidante total com uma
atividade relativa ao acido ascérbico massa-dependente. Neste estudo, foi mostrado que o
potencial redutor dos polissacarideos de G. diazotrophicus também se mostrou concentragdo-
dependente.

5.4. Sequestro de Radicais Superdxido

Neste ensaio foi utilizado o sistema fenazina-metassulfato-NADH para avaliar o efeito do
exopolissacarideo da bactéria G. diazotrophicus PALS5 no sequestro de radicais superéxido. A
adicdo de NADH a mistura composta por fenazina metassulfato e nitroblue tetrazolium (NBT)
culmina na formacao do anion radical superoxido. Os radicais superoxido formados sdo capazes
de doar elétrons para o NBT que se reduz a formazan, croméforo com absorbancia maxima em
560 nm.

Neste estudo, o exopolissacarideo da bactéria G. diazotrophicus PAL5 conseguiu
sequestrar em até 38% os radicais superéxido formados e o ICs, foi estimado em 13,50 mg.mL™.
(Figura 5).
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Figura 5. Efeito inibitdrio de radicais superdxido pelo exopolissacarideos de G. diazotrophicus

em diferentes concentracdes. Os dados foram expressos em Média + DP. Barras representam o
erro padrao.

O anion superoxido € produzido pela reducdo da molécula de oxigénio (SALVEMINI et
al., 2003). Além disto, o superoxido pode reagir com o 6xido nitrico culminando na formacéo do
peroxinitrito, que é um oxidante altamente reativo que pode danificar biomoléculas e matar
células (ALVAREZ e RADI, 2003; NATHAN e SHILOH, 2000).

O exopolissacarideo de G. diazotrophicus inibiu em cerca de 38% a geracdo de radicais
superéxido (ICsp 13,5 mg.mL™). Essa atividade inibitéria do radical superéxido pode ser

importante contra o envio de geracdo excessiva de peroxinitrito, que poderia acarretar danos
maiores.

5.5. Radicais Hidroxila

Os radicais hidroxila s@o considerados um oxidante muito potente que pode reagir com a

maioria das biomacromoléculas e provocar graves danos as biomoléculas adjacentes. Assim, a
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remoc¢do do radical hidroxila é importante para a defesa antioxidante da célula (ARUOMA,
1998). O sequestro dos radicais hidroxilas pelo exopolissacarideo isolado de G. diazotrophicus
encontra-se demonstrado na Figura 6. Observamos que este exopolissacarideo apresentou no
inicio uma atividade mais discreta e depois mais potencializada na concentragdo 125 mg.mL™,
atingindo inibicdo mé&xima em torno de 60% (p<0.001). A capacidade dos exopolissacarideos no

sequestro de radicais hidroxilas foi em concentragdo dose-dependente.

70

60 y = 1E-06x3 - 0,0005x2 + 0,0572x + 1,488
R2 = 0,9765

50 A

40 A

% de Inibigcao

30 -

20 A

10 T I I T T T I I T
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentracao de EPS (ug.mL'1)

Figura 6. Efeito inibitorio dos radicais hidroxilas pelo exopolissacarideos de G. diazotrophicus

em diferentes concentragGes. Barras representam o erro padrao.

5.6. Peroxidacdo Lipidica

Em humasnos, os radicais livres podem induzir a peroxidacéo lipidica promovendo dano
celular, arterosclerose, cancer ou envelhecimento precoce (NAGUESWARI; BANERJEE;
MENON, 1999). Neste processo estdo envolvidos a formacao e propagacdo de lipoperdxidos e a

possivel destruicdo das membranas lipidicas, com a producdo de metabolitos secundarios como o



31

malonildialdeido. A reacdo de condensagdo ocorrida entre 0 MDA e 0 TBA produz um composto
de coloragéo rosa, que tem forte absor¢édo a 532 nm (ZHANG et al., 2003; WEI et al., 2003).

No modelo aqui empregado, foi utilizado um sistema que continha uma suspensdo de
gema de ovo, substrato rico em lipideos, para avaliar a atividade inibitoria da peroxidacao

lipidica.

Neste estudo, os exopolissacarideos da bactéria G. diazotrophicus conseguiram inibir em

até 38% a lipoperoxidacdo e exibiram um ICs de 13,4 ug.mL™ (Figura 07).

45

40 -

35 4

30 -

y = 1E-05x3 - 0,0041x2 + 0,5484x + 15,854
[} R? = 0,9586

25 A

% de Inibigao

20 A

15 -

10 T T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentragio de EPS (ng.mL™)

Figura 7. Inibicdo da peroxidacdo lipidica da gema de ovo pelos exopolissacarideos da bactéria
G. diazotrophicus em diferentes concentracfes. Os dados foram expressos em Média = DP.

Barras representam o erro padrao.

Todos os componentes celulares, em principio, sdo suscetiveis a acdo das ROS. No
entanto, a membrana € um dos componentes mais atingidos num processo conhecido como

peroxidacdo lipidica. Neste processo, ocorre alteracdes na estrutura da membrana e na
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permeabilidade culminando na formacdo de produtos citotoxicos como o malonaldeido, por

exemplo, e morte celular (NIKI et al., 2005).

Extratos aquosos e metandlicos de diversas espécies microbianas ja tiveram seu efeito na

inibicdo da peroxidacéo lipidica comprovados (PUTTARAJU et al., 2006).

O exopolissacarideo alvo deste estudo também foi efetivo na inibigdo da peroxidacéo
lipidica exibindo taxas de até 36% de inibicdo (ICsp 13,4 pg.mL™).

5.7. Poder Redutor

Alguns compostos antioxidantes apresentam capacidade redutora do ion ferro,
transformando Fe®** em Fe?*. In vitro, essa capacidade redutora é avaliada pela formagdo de um
complexo entre o Fe?* e o cloreto de ferro, sendo a atividade mensurada pelo aumento da
absorbancia gerada pela formacdo desse complexo. Na figura 08 observam-se os dados das
andlises do poder redutor para o exopolissacarideos de G. diazotrophicus. Os resultados sdo
expressos como percentual de atividade observado para 0,2 mg.mL™ de 4cido ascérbico. O EPS
mostrou uma atividade dose-dependente, ndo foi observada uma estabilizacdo dos valores do
poder redutor de EPS mesmo quando se utilizou a concentracdo mais elevada (200 mg.mL™).
Vale a pena salientar que nessa concentracao foi encontrada uma atividade de aproximadamente
21%.
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Figura 8. Poder redutor do exopolissacarideos de G. diazotrophicus. Os dados sdo expressos

como meédia. Os dados foram expressos em Média £ DP. Barras representam o erro padrao.

Assim, pode ser observado que o exopolissacarideo extraido de G. diazotrophicus
demonstrou padrdes semelhantes para sua atividade antioxidante total e potencial redutor. Na
literatura pode ser observada a correlacdo entre atividade antioxidante e potencial redutor de
compostos (WONG e CHYE, 2009; JAYAKUMAR et al., 2009; LEE et al., 2008).

5.8. I1Cx

O ICs representa a concentracdo da amostra necessaria para proporcionar 50% da
atividade inibitdria (sequestro) de radicais livres. Este parametro foi calculado a partir das
concentragdes dos compostos analisados e da taxa de inibi¢do de cada amostra. A formacdo de
radicais livres nestes sistemas foi inibida pelo exopolissacarideo de G. diazotrophicus o qual
mostrou valores de ICsy de 12,8, 13,5 e 13,4 mg.ml™, para os testes de radicais hidroxila,

superdxido e peroxidacao lipidica, respectivamente.
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Os resultados obtidos para a atividade antioxidante, inibicdo de radicais superoxidos,
hidroxilas e peroxidacdo lipidica, estdo de acordo com os encontrados na literatura
(MATSUKAWA et al., 1997, ZHANG et al., 2003, WEI et al., 2003, QI et al, 2005).

NOs mostramos que o EPS de G. diazotrophicus serve como agente protetor contra a
morte dependente de H,O,. Nosso trabalho sugere que os exopolissacarideos podem fornecer
essa prote¢éo, diminuindo a quantidade de H,O, no ambiente circundante.
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6. CONCLUSOES

A andlise fenotipica da estirpe mutante MGD de G. diazotrophicus sugere um papel do

EPS na toleréncia a estresses ambientais como H,0O, (estresse oxidativo).

O exopolissacarideo de G. diazotrophicus demonstrou potencial antioxidante com

atividade relativa ao acido ascorbico massa-dependente;

O exopolissacarideo de G. diazotrophicus atua sobre o sequestro de radicais superoxido e

radicais hidroxila com uma taxa de inibig&o concentragdo-dependente;

A atividade antioxidante deste exopolissacarideo foi confirmada pela presenca de
potencial redutor dos polissacarideos concentracdo-dependente e pela inibicdo da peroxidacéo

lipidica;
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi empregada uma abordagem genética e bioquimica para avaliacdo do
papel dos EPS de G. diazotrophicus em relacdo a sobrevivéncia na presenca de ROS,
empregando um mutante deficiente na biossintese do mesmo. E relatada a caracterizacio
funcional contra estresse oxidativo doEPS em G. diazotrophicus PALS5 e, os resultados sugerem

que o EPS de G. diazotrophicus PALS5 suprime estresses abioticos in vitro.

O papel do EPS sobre a atividade antioxidante indica a necessidade de estudos adicionais
envolvendo microscopia eletrénica de varredura visando esclarecer possiveis modificacfes a

nivel estrutural in vivo.

Contudo, estudos adicionais para uma avaliacdo espaco-temporal, empregando as estirpes
marcadas com GFP co-inoculadas com EPS de G. diazotrophicus, contribuird na elucidacdo de

algumas questdes como, por exemplo:

1- O EPS de G. diazotrophicus €é essencial na sobrevivéncia da bactéria, contra ROS, nas
etapas iniciais da colonizacdo endofitica?

2- A utilizagdo desses compostos como agentes antioxidantes podem representar uma
possibilidade na busca de compostos aplicados na industria farmacéutica, alimenticia e de
cosmeéticos, ja que estes podem inibir danos provocados pelo excesso de radicais livres no

organismo?
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