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RESUMO

PONCE, Adriana dos Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, novembro de
2011. Caracteristicas fenotipicas reguladas poguorum sensing em Aeromonas
hydrophila. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Coorientadores: Andrea de
Oliveira Barros Ribon, Elza Fernandes de Araujo e Maria Cristina Baracat-Pereira.

As bactérias apresentam um sistema elaborado de comunicacao entre células
dependente de densidade celular, denomimagdoum sensingO conhecimento de
fenotipos controlados por esse sistema, como a producdo de enzimas hidroliticas que
resultam na deterioracdo de alimentos, formacdo de biofiimes e mecanismos de
patogenicidade podem contribuir para a elucidacdo de processos importantes na
microbiologia de alimentos e permitir a elaboracdo de estratégias de controle de
patébgenos e deterioradores. O objetivo deste trabalho foi determinar fendtipos
regulados porquorum sensingem Aeromonas hydrophilaisolada de leite cru
refrigerado. Foram comparadas caracteristicas fenotipicas, como producdo de
enzimas hidroliticas, motilidade, formacéo de biofilmes e perfil protéico das gstirpe
selvagens Embrapa 029 e ATCC 7966 Alehydrophila mutantesincapazes de
sintetizar homoserina lactonas aciladas (AHLS), moléculas sinal do sigteman
sensing Os mutantes dA. hydrophilaforam construidos utilizando a estratégia de
mutacdo sitio dirigida, pela interrupcdo do gexnyyl com o gene que codifica
gentamicina-3-acetiltransferase, utilizando o vetor suicida pKNG101. Os mutantes
029-8, 029-14 e 029-21, comprovadamente apresentaram o0 sggieruan sensing
comprometido e ndo foram capazes de produzir AHL detectaveis pelo biomonitor
Chromobacterium violaceun®V026. Entretanto, estes mutantes apresentaram 0s
genesahyl e ahyRintactos quando analisados por PCR. Pela técnica de RT-PCR foi
constatado quA. hydrophilaQS 029-14 foi incapaz de transcrever os gahgfe
ahyl, o que comprovou a incapacidade de produzir a proteina reguladora de resposta
(AhyR) e a sintase de AHL (Ahyl). Estes mutantes perderam a capacidade de
hidrolisar gelatina e apresentaram perda ou reducdo da atividade de hidrélise de
caseina.A atividade de B-hemdlise e a motilidade tipswimming comumente

observada na estirpe selvagem, ndo foram observadas no ndutagtiophilaQS



029-14, o que indica que estas caracteristicas estado sob regulac&ouio sensing

As estirpes selvagens e mutantes apresentaram atividades das enzimas amilase e
lipases. Estirpes selvagens e o mutante QS 029-A4yelrophilaforam capazes de

aderir aos cupons de aco inoxidavel imersos em meio TYEP. Entretanto, menor
adesdo do mutant@S 029-14 foi verificada tanto pela contagem de células sésseis
viaveis como pela observacdo microscopica dos cupons. Este resultado reforca as
evidéncias do envolvimento do mecanismo qi®rum sensingha regulacdo da
formacdo de biofilmes nesta espécie. A analise dos sobrenadantes livres de células
de proteinas intracelulares, em gel de poliacrilamida 12 %, evidenciou a expressao
diferencial de proteinas extracelulares e intracelulares produzidas pelas éstirpes
hydrophila Embrapa 029, ATCC 7966 @A. hydrophila mutante QS 029-14,
sugerindo que o sistemguorum sensingpode estar envolvido na regulacdo de
algumas proteinas extracelulares e intracelulares. A analise de espectrometria de
massa e sequenciamento da regido amino-terminal de uma banda de proteina
presente no sobrenadante extracelular da estirpe mutante QS 029-14 sugerem uma
maior expressao de transportador ABC nesta estirpe. Os resultados sugerem que o
sistemaquorum sensingu o fator ou fatores que regulam a transcricdo dos genes
ahyl e ahyRregulam a expressdo de genes responsaveis pela atividade proteolitica, -
hemolise, motilidade, formacgéo de biofilmes e possivelmente de transportadores de

membrana em. hydrophila



ABSTRACT

PONCE, Adriana dos Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2011.
Phenotypics characteristics controlled for quorum sensing inAeromonas
hydrophila. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanet@o-Adviser: Andrea de Oliveira
Barros Ribon, Elza Fernandes de Araujo and Maria Cristina Baracat-Pereira.

Bacteria have a communication system among cells, dependent on cellular
density, called quorum sensing. Knowledge of phenotypes controlled by this system,
such as production of hydrolytic enzymes which result in food spoilage, biofilm
formation and mechanisms of pathogenicity will contribute to elucidate important
processes in food microbiology and development of control strategies for pathogenic
and spoilage microorganisms. The aim of this study was to determine the phenotypes
regulated by quorum sensing Aeromonas hydrophilasolated from cooled raw
milk. Phenotypic characteristics, such as production of the hydrolytic enzymes,
motility, biofilm formation and protein profile oA. hydrophilaATCC 7966 and
Embrapa 029 wild-type strains, and acyl homoserine lactones (AHLs)-deficient
mutant were compared®. hydrophilaQS mutants were constructed using a site-
directed mutagenesis strategy. TaByl gene was interrupted by gentamicin 3-
acetyltransferase gene using the suicide vector pKNG101. Mutant bacteria 029-8,
029-14 and 029-21 showed the quorum sensing system compromised and they were
not able to produce detectable AHL by tGaromobacterium violaceur@V026.
However, A. hydrophilamutants showed inta@hyl and ahyR when analyzed by
PCR. By RT-PCR techniqud,. hydrophilamutant strain QS 029-14 was unable to
transcribeahyl andahyRgenes, which proved the inability to produce the regulatory
protein response (AhyR) and AHL synthase (Ahyl). These mutants lost the capacity
to hydrolyze gelatin and showed losses or reduction of proteolytic activity.
Swimming motility and B-hemolysis activity were observed in wild-type strain while
these characteristics were absentAinhydrophila QS 029-14. This leads to the
indication that these features are under regulation of quorum sensing system. Both
wild-type and mutant strains showed amylase and lipase activitiesydrophila
wild-type and its mutant strain QS 029-14 were able to adhere on stainless steel
coupons immersed in TYEP broth. The mutant strain QS 029-14 showed a lower

Xi



adhesion which was verified by both the viable sessile cells counts and microscopic
analysis of the coupons. This result strongly indicates the role of quorum sensing
mechanism in the regulation of biofilm formation in this species. Polyacrylamide gel
analysis of cell-free supernatants and intracellular proteins showed a differential
expression of intracellular and extracellular proteins producedh.birydrophila

ATCC 7966 and Embrapa 029 wild-type strains &nchydrophila029-14 mutant

strain. These data leads to the indication that quorum sensing system might be
involved in the regulation of some extracellular and intracellular proteins. The mass
spectrometry analysis and sequencing of the amino-terminal region of the protein
band present in the extracellular supernatant of the mutant strain QS 029-14 suggest
an increased expression of ABC-type transporter. These results suggest that the
guorum sensing system or the factor or factors related to the transcription of genes
ahyl and ahyR regulate the expression of genes responsible for the proteolytic
activity, p-hemolysis, motility and biofilm formation iA. hydrophila.
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1. Introducao

Aeromonas hydrophil& um reconhecido patégeno gram-negativo capaz
de infectar uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo animais aquaticos,
terrestres e o homeri amplamente distribuido na natureza e pode ser encontrado
em 4gua e alimentos como carnes, peixes, produtos lacteos e vegetais. Além disso,
A. hydrophila é encontrado em leite cru refrigerado e sua caracteristica
psicrotréfica, com capacidade de multiplicacdo em alimentos refrigerados,
associada a atividade proteolitica, o torna um importante agente de deterioracéao
de alimentos como carnes e lacteos.

Compreender a regulacdo de mecanismos de patogenicidade e de fendtipos
gue resultam na deterioracdo de alimentos, camproducdo de enzimas
hidroliticas e formacéo de biofiimes € importante para se elaborar estratégias de
controle de micro-organismos indesejaveis por meio de bloqueio dos sistemas de
comunicacao. Em. hydrophila assim como em muitas bactérias gram-negativas
€ reconhecido o sistema de regulacdo da expressdo génica em resposta a
concentracdo celular denominado deorum sensing(QS) e mediado por
moléculas sinalizadorasN-acil-homoserina lactonas (AHLs) produzidas e
liberadas no meio ambiente. O sistema QS € o fendmeno pelo qual a bactéria
regula a sua expressao génica em resposta a concentracdo de moléculas sinais
difusiveis produzidas e liberadas no meio ambiente I8cdlydrophilapossui os
genes homologos dexRI, denominadoshyRl e relacionados com a sintese do
regulador de resposta e do gerador de sinal conhecido como autoin¢hikdr) 1
que sdo moléculas de AHLs. A presenca do ¢ext® responsavel pela sintese d
outra molécula sinal, conhecida como autoindutdkl22), também foi observada
emA. hydrophila

Diversos fendtipos regulados puiorum sensingnediado por Al-1 enA\.
hydrophila foram determinados, incluindo atividade proteolitica, formacdo de
biofilmes e expressao de fatores de viruléncia. O Al-2 parece regular a formacao

de biofilmes, motilidade e viruléncia neste micro-organismo.



O conhecimento do sisteng@orum sensingm bactériag interessante e
importante, pois se busca elucidar quando e como a comunicagdo celular esta
envolvida na deterioracdo de alimentos, patogenicidade e formacéo de biofilmes.
Esse conhecimento pode ser util no desenvolvimento de estratégias especificas
para o bloqueio de sistemas de comunicac¢éo e controlar fenotipos de interesse.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do sistgamgium sensing
na regulacdo da producdo de enzimas hidroliticas, formacdo de biofilmes,
expressao de proteinas e na atividade hemolitida bgdrophila isolada de leite

cru refrigerado.



2. Revisao de literatura

2.1. Sistemaguorum sensing

Por um longo tempo, acreditava-se que as bactérias existiam como células
individuais, que buscavam nutrientes e se multiplicavam, sendo estudadas como
organismos que agem de forma independente. Entretanto, bactérias empregam
sofisticados mecanismos de regulacdo genética e modificam seu comportamento
em funcdo de informagfes que se originam do ambiente, de animais, de plantas
hospedeiras e de outras bactérias (FUQUA et al., 1996; PLATT e FUQUA, 2010).
Este fenbmeno indica a existéncia de interacdo e comunicacao entre as células. As
bactérias podem produzir um extenso repertério de metabdlitos secundarios e
podem responder a uma ampla variedade de moléculas quimicas presentes no
ambiente. O fendmeno pelo qual uma bactéria regula a sua expressao génica em
resposta a concentracdo de sinais difusiveis produzidos e liberados no meio
ambiente local € denominadaorum sensingFUQUA et al., 1996).

Ao longo dos anos, desde a sua introdugdo como um sistema dependente
de densidade celular, o uso do terqumrum sensingvoluiu para se torna
descricédo geral do processo de producao de sinalizacdo e de resposta em nivel de
expressdo dos genes. Entretanto, muitos fatores bidticos e abidticos podem
influenciar os gradientes quimicos destas moléculas sinalizadoras. Estes fatores
incluem a distribuicdo espacial de células produtoras de moléculas sinalizadoras,
taxa em que a molécula sinalizadora é produzida e difundida e a estabilidade da
molécula sinal. Isso tem levado a proposi¢cdo de novos termos, inctliifuoon
sensing confinement-induced Q@ efficiency sensingpara descrever estes
processos geneéticos e bioquimicos. Estes novos nomes enfatizam diferentes
funcdes adaptativas da regulacéo pelo sistpmaum sensingelacionados a um
subconjunto especifico de fatores que influenciam a concentracdo de molécula
sinal no ambiente. Entretanto, o uso de um termo diferente para cada funcao

adaptativa pode confundir o entendimento do processqudeim sensingao



invés de esclaredé- Sendo assim, € importante lembrar que o contexto ecologico
da regulacdo paguorum sensingassim como o0 proprio processo, é complexo e
influenciado por multiplos aspectos dos ambientes naturais (PLATT e FUQUA,
2010). As moléculas sinalizadorasgierum sensingdo quimicamente diversas,

e muitas bactérias sintetizam e utilizam mdltiplas moléculas sinalizadoras de uma
mesma ou de diferentes classes que constituem uma hierarquia regulatéria
(WILLIAMS, 2007).

O sistema de sinalizacadporum sensinga foi identificado em muitos
géneros de bactérias. Nesse processo, a bactéria é capaz de monitorar a presenca
de outras bactérias ao seu redor pela producdo e resposta a moléculas
sinalizadoras, que sdo compostos de baixa massa molecular liberados no
ambiente, conhecidos como autoindutores ou molécula Al (TAGA e BASSLER,
2003). Quando uma concentracdo critica de autoindutores é atingida, o micro-
organismo detecta que um ndmero suficiente ouquerum de bactérias esta
presente e responde com a expressao coordenada de certos genes. Os sinais sao
enviados a uma regiao promotora particular, que ativa ou reprime genes-alvos, e
permite ao micro-organismo organizar uma resposta unificada favoravel a
sobrevivéncia da populacdo (DE KIEVIT e IGLEWSKI, 2000; SWIFT et al.,
2001; SMITH et al., 2004). O sistenguorum sensingfacilita o acesso a
nutrientes complexos ou a nichos no ambiente, propicia defesa coletiva contra
outros micro-organismos competidores ou contra mecanismos de defesa do
hospedeiro eucarioto, além de otimizar a sobrevivéncia da populacédo por meio da
diferenciacdo em formas morfolégicas melhor adaptadas para combater ameacas
ambientais (SWIFT et al., 2001; WILLIAMS, 2007).

Em sua maioria, as moléculas sinalizadoras sdo de natureza organica e de
baixo peso molecular (<1000 Da) ou pequenos peptideos com cinco a 20
aminoacidos (WILLIAMS, 2007). As bactérias gram-negativas utilizam
principalmenteN-acil-homoserina lactonas (AHLS), derivadas de precursores de
acidos graxos e aminoacidos, também conhecidas com Al-1 (FUQUA et al., 2001;
MILLER e BASSLER, 2001; WHITEHEAD et al., 2001). As AHLs constituem a
familia mais bem caracterizada de moléculas sinalizadoragia®m sensing
Mais de 12 derivados de AHLs, com varia¢gdes no comprimento ou substituicdo da
cadeia acil foram identificados em uma gama de bactérias gram-negativas

(WHITEHEAD et al., 2001). Além disso, as bactérias gram-negativas podem
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utilizar 2-alquil-4-quinolonas (AQs), acidos graxos de cadeia longa e ésteres
metilicos de acidos graxos, bem como autoindutor-2 (Al-2), uma molécula de
furanosil borato diéster (WILLIAMS, 2007). Al-2 também é produzido por
algumas bactérias gram-positivas, embora geralmente estes micro-organismos
utilizem, como molécula sinal, peptideos lineares, ciclicos ou modificados
(MILLER e BASSLER, 2001; WHITEHEAD et al., 2001), como os peptideos
autoindutores (AIPs), produzidos por bactérias do gérgtaphylococcus
(WILLIAMS, 2007). O autoindutor 3 (Al-3) estad envolvido na comunicacéo
cruzada entréscherichia coliO157:H7 e epinefrina do sistema sinalizador da
célula do hospedeiro (SPERANDIO et al., 2003) e sua estrutura quimica ainda
nao foi elucidada. Além dessas, outras moléculas estdo envolvidas na sinalizacéo
célula-célula, entre elas, dipeptideos ciclicos, como dicetopiperazinas (DKPS)
(HOLDEM et al., 1999; DEGRASSital., 2002), 2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona
(PQS), que atuam como uma ligacdo adicional regulatéria entre os circuitos de
quorum sensindLas e Rhl emPseudomonas aerugino$BESCI et al., 1999), e
acido 3-hidroximetil éster palmitico (30OH PAME) (FLAVIER et al., 1997)yAs
butirolactonas, tal como o fator A, moléculas autoindutoras estruturalmente
relacionadas as AHLs, séo sintetizadas por estreptomicetos (WILLIAMS, 2007).

Estudos mostram que quorum sensingegula uma série de fendtipos
incluindo a producgdo de antibidticos, formacgdo de biofilmes, bioluminescéncia,
diferenciacdo celular, competéncia, producdo de pigmentos e metabdlitos
secundarios, transferéncia de plasmideos, producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares, esporulacdo, motilidade em superficies, producdo de toxinas e
expressdo de genes de viruléncia (SMITH et al., 2004; DIGGLE, CRUSZ e
CAMARA, 2007).

2.2.Quorum sensing em bactérias gram-negativas

Diversos géneros de bactérias gram-negativas ja foram identificados como
produtores de moléculas sinalizadoragjderum sensingDentre estes, destacam-
se importantes patdogenos, como espécies SHmonella Escherichia,
Pseudomona®ntre outras.



Muitos sistemagjuorum sensindgoram descritos em espécies do género
Salmonella que sintetizam um homélogo a LuxR, denominado de SdiA, mas néo
produzm uma proteina homéloga a Luxl e, portanto, ndo sintetizam AHLS
(WALTERS e SPERANDIO, 2006). Entretanto, ha indicios de que a proteina
SdiA responda a AHLs produzidas por outras espécies bacterianas (MICHAEL et
al., 2001) e sendo assim, esse patdgeno € capaz detectar AHLs produzidas por
outras bactérias intestinais. EBalmonella entericaubespécientericasorotipo
Typhimurium, o genduxS esta diretamente envolvido na sintese do Al-2. Foi
demonstrado quduxS e o Al-2, 4,5-dihidroxi 2,3 pentanedione (DPD), sé&o
necessarios para a viruléncia desta es(igp¢Ol et al., 2007). Neste contexto, um
mutante sem 0 gen&xS apresentou expressdao atenuada do dewE e,
consequentemente, dos genes alvos da llha de Patogenicidade 1 &6A:1),
sigD e sopE(CHOI et al., 2007)Egdes genes sdo necessarios para a eficiente
invasao dscélulas do epitélio intestingbalmonellgpode assegurar o processo de
infeccao inicial apenas pela producédo de fatores de viruléncia da(SPIOI et
al., 2007). Além desses dois sistemagjderum sensingSalmonellaresponde a
outras duas classes de sinais, a primeira corresponde aos Als aromaticos (Al-3)
produzidos pela microbiota gastrointestinal normal e a segunda sao hormoénios da
classe catecolamina, em particular epinefrina/norepinefrina produzidos pelo
hospedeiro (SPERANDIO et al., 2003).

Escherichia colipatogénica apresenta sistequeorum sensingemelhante
ao de &@lmonellg tais como SdiAluxSAI-2, Al-3/epinefrina/norepinefrinae
indol para mediar a sinalizacéo celular. A maioria destes sistemas de sinalizacéo
estda envolvida na comunicacdo interespécies e o sistema Al-3 / adrenalina /
noradrenalina esta envolvido na comunicacao entre reinos. Pelo fato de residir no
trato gastrointestinal, um ambiente que abriga uma alta densidade e diversidade de
espécies bacterianas, ndo € surpreendent&.goai seja capaz de se comunicar
por diversos sistemas como uma forma de se adaptar a este ambiente (WALTERS
e SPERANDIO, 2006). Estudo realizado por Sperandio e colaboradores (2001)
revelou que a inibicdo da expressédo do gsdiéd leva a uma diminuicdo da
expressado do gerisq2penvolvido nos eventos de divisao celular, indicando que
a comunicacado célula-célula pode ter funcdo importante nestes eventos. Estudos
mostraram que Al-2 emE. coli enterohemorragica (EHEC) aumenta a

guimiotaxia, motilidade tipewimminge adesédo a células HeLa (BANSAL et al.,
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2008). Além disso, a exposicdo a Al-2 alterou a expressao de 23 geloesisno

LEE (locus of enterocyte effacemgntliiretamente envolvidos na produgéo de
determinantes de viruléncia, bem como de outros genes envolvidos na viruléncia
como, por exemplo, 46 genes que codificam proteina flagelar/fimbrial e 24 genes
relacionados ao metabolismo de ferfBANSAL et al., 2008). Bansal e
colaboradores  (2007)  verificaram que EHEC é atraida por
epinefrina/norepinefrina e repelida por indol e que epinefrina e norepinefrina
também aumentaram a motilidade e formacéo de biofiimes de EHEC, enquanto o
indol atenuou esses fenotipos. O aumento da expressdo de genes envolvidos na
colonizacéo de superficie e viruléncia foi ocasionado por epinefrina/norepinefrina,
enguanto a exposicao ao indol diminui a expressao desses genes (BANSAL et al.,
2007). Esses resultados sugerem que epinefrina/norepinefrina aumentam a
infeccdo de EHEC, enquanto o indol atenua o processo.

Em Pseudomonas aeruginosa sistemaquorum sensinggé sensivel a
multiplos autoindutores e a regulacao esta disposta em sequéncia (WALTER e
BASSLER, 2005). O sistema é formado por dois circuitos chamados, LasIR e
RhlIR. Além desses sistemaB. aeruginosatambém responde a 2 heptil-3-
hidroxi-4-quinolona (PQS), que parece atuar como um elo entre os sistemas LasIR
e RhIIR (JAYARAMAN e WOOD, 2008). Qquorum sensing essencial para
consolidar a infecccdo respiratéria crbnica em pacientes com fibrose cistica
causada polP. aeruginosapor regular a adeséo, formacédo de biofima e
expressao de fatores de viruléncia, que permitem a persisténcia do patégeno no
pulmbes e sdo necessarios para a progressao da doenca (SMITH e IGLEWSKI,
2003). Os principais reguladores de resposta e fenétipos reguladgagoom
sensingem P. aeruginosaestao apresentados na Tabela 1 (WILLIAMS e
CAMARA, 2009).



Tabela 1- Principais fenétipos regulados pprorum sensingmP. aeruginosa
proteinas regulatérias envolvidas.

Regulador Descricao Ligacdo com QS Fendtipos afetados
VIR Proteina receptora de AMI Em mutanterfR ha reducdo de 909 Exotoxina A e protease
ciclico na expressao dasR
RsaL Repressor de QS Represséo direta do gelas| Elastase, piocianina, cianeto (
hidrogénio
RpoS Fator sigma de fase Regulador negativo da expressdo LecA, elastase, piocianine
estacionaria rhll motilidadeswarming
RpoN Fator sigma alternativo Regulador negativo dasRlerhll. Elastase, ramnolipidio, cianet
Pode ser ativador déall de hidrogénio
MvaT Regulador transcriciona Envolvido no crescimentc LecA, elastase, piocianine
HNS-like dependente de QS motilidade swarming biofilme,
bomba de efluxo MexEF-OprN
VgsM Regulador transcricional lasl e rhll s&@o reprimidos nc Protease, elastase, motilidac
mutantevqsM swarminge swimming
RsmA Regulador pés-transcricional Controla negativamentasl erhll Protease, piocianina, Lec/
cianeto de hidrogénio
motilidadeswarming
DskA Regulador transcricional Controla negativamentaill Elastase, ramnolipidio
GacA Ativador global Regulador positivo dasRerhIR Piocianina, lipidio, cianeto dt
hidrogénio
PhoB Regulador de resposta Estimulador derhIR sob condigbes Piocianina
limitadas de fosfato
PQS Quinolona sinal de Regulador positivo denll Elastase, piocianina, LecA
Pseudomonas formacao de biofilme
PmpR Proteina da familia YebC Repressor degsR pgsR pgsH e Fenazina, piocianina
rhiR
PtxR Regulador transcricional Controla negativamentpqsA-E e Piocianina,  exotoxina A,
rhll e positivamentéasl ramnolipidio
PPK1 Polifosfato quinase Controla positivamente a produgé Elastase, ramnolipidio
de AHL formacéao de biofilmes
AlgR Regulador transcricional Se liga ao promotor dehll e Maturagcdao de biofilmes

reprime expressao no biofiime

ramnolipidio

Modificado de Willians e Camara, 2009.

2.3. Sistemaguorum sensing em Aeromonas

Aeromonas hydrophil& uma bactéria gram-negativa, aerdbia facultativa,
nao formadora de esporos, pertencente a familia AeromonadBeeal€ALOV,
2006). E um patégeno emergente, amplamente distribuido no ambente.
hydrophilaé encontrada em 4gua e em muitos alimentos como peixes, crustaceos,
frango e alimentos crus como leite, vegetais e carnes (GOBAT e JEMMI, 1993)
Espécies deAeromonassao reconhecidas como patdogenos que podem causar,
além de gastrenterites, sérias infeccdes extraintestinais, incluindo bacteremia,

meningite e infecgbes pulmonares e em ferimentos (DASKALOV, 2006).



hydrophila € um patégeno presente em leite cru refrigerado (ARCURI et al.,
2008) e tem atraido atencdo, de pesquisadores em funcdo de sua caracteristica
psicrotréfica, sendo capaz de multiplicagcdo em alimentos refrigerados.

Infeccbes bacterianas, causadas por membros moveis do género
AeromonasincluindoA. hydrophila estdo entre as mais comuns e probleméticas
doencas de peixes criados em tanques (CAMUS et al., 1898)ydrophila
causam furunculose nos peixes, com lesdo necrética focal em varios muasculos,
podendo evoluir para septicemia fatal (RIBEIRO, 2000).

Espécies déAeromonassao capazes de induzir uma grande variedade de
estirpes biossensoras de AHLs (SWIFT et al., 1997; MEDINA-MARTINEZ et al.,
2006, PINTO et al., 2007). Swift et al. (1997) verificaram @uéydrophilae
Aeromonas salmonicidpossuem o0s genes homologoslaeR|, relacionados a
sintese do gerador de sinal e regulador de resposta denomahgtRie asaR|
respectivamente. Os ger@syRe asaRsao transcritos de forma inversalyl e
asal respectivamente em ambas as espécidedemonagFigura 1 A e 1B).

A principal molécula sinalizadora sintetizada por Ahyl e Asal foi
purificada e identificada, por cromatografia de camada fina, andlise de
cromatografia liquida de alta presséo e espectrometria de massa, como butanoil-
homoserina lactona (C4-AHL) (SWIFT et al. 1997). Adicionalmente, uma
segunda molécula, sintetizada em menor concentracdo foi identificada como
hexanoil-homoserina lactona (C6-AHL). Além disso, AhyR e C4-AHL sao
requeridas para a transcricaoals/l em ambas as espécies (SWIFT et al. 1997).

Os geneshyl e ahyR contém promotores divergentes, um divergon, com
uma regido intergénica de 62 pb (KIRKE et al., 2004) (Figura 2), onde se encontra
a regido promotora dos dois genes. Esta regido intergéncia contém 12 pb de
sequéncia simétrica analoga ao blox de Vibrio fischeri e, portanto, um
potencial sitio de ligacdo para AhyR. No entanto, em contraste com o sistema de
V. fischerj onde LuxR regula a expressaoldel e, portanto, a sintese de AHL,
em A. hydrophila mutacdo no genahyR n&o resultou na perda de sint€xe
AHL sendo esta AHL presente na fase estacionaria da estirpe selvagem e mutante
emahyR(SWIFT et al., 1999).
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Figura 1- Sequéncias de nucleotideos e proteinas deduzidas dos honhd&jos

deA. hydrophila(A; sequéncias de genalsyRle proteinas AhyRI sdo mostraglas

e A. salmonicidgB; sequéncias de genasaRle proteinas 8aR| sdo mostradas)

Sitios de restricdo e uma regido de sequéncia palindrébmica com repeticdes
invertidas, ><, ndo homélogo a sequéncia consenso ddukcs@o mostrados
(Modificado de Swift et al., 1997).

10



Xhol Neel Nuel Clal  BamHI BamHI Fsil

— ahvR ahyli—

Figura 2— Organizacdo génica docus ahyRI (Modificado de KIRKE et al.,
2004).

Para definir a regulacdo dehyl em mais detalhes, Kirke et al. (2004)
examinaram a expressao ateyl em funcao do crescimento, em ambas as estirpes
selvagens e no mutanthyR. Eles mapearam o promotahyl e usaram uma
proteina de fusdo MalE-AhyR para determinar se AhyR € capaz de se ligar a uma
regido intergénica entrahyRe ahyl. A proteina AhyR nédo é requerida para a
transcricdo deahyl, mas parece controlar o tempo de expressdo de Ahyl e a
degradacédo de Ahyl na fase estacionaria. Na estirpe selvagem, a proteina Ahyl foi
detectada no meio da fase exponencial de crescimento, mas degradada no inicio
da fase estaciondria, enquanto na estirpe mugdmtie, a producéo de Ahyl foi
atrasada até o final da fase exponencial (4 h), mas mantida na fase estacionaria.
Utilizando extensdo do oligonucleotideBTEPCR e sequenciamento manual)
Swift et al. (1999) mapearam o sitio de inicio da transcri¢&@hdk que revelou
uma sequéncia de 12 pb simétrica ao hoxpresente na regido intergénica de
ahyRlIcom 62 pbe se sobrepbe com a regido -10 do promatoyl. Ensaios de
mudanca de mobilidade eletroforética mostraram que MalE-AhyR se liga
especificamente a esta sequéncia. Assim, concluiram que AhyR atua tanto como
regulador positivo, como negativo da expressaalyg e, consequentemente, da
producao d€€4-AHL de maneira dependente da fase estacionaria.

O sistemauorum sensingmA. hydrophilaé mediado po€4-AHL e C6-

AHL. As AHLs sao sintetizadas pela enzima Ahyl. Quando a concentracdo de
AHL no meio atinge um valor critico, a AHL se liga ao regulador de resposta
AhyR. O complexo AHL-AhyR ativa a transcricdo dos genes alvos como pode ser
visualizado na Figura 3 (DEFOIRDT et al., 2005).
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Figura 3— Sistemaquorum sensinggem A. hydrophila AHL: acil homoserina
lactona; Ahyl: sintase de AHL; AhyR: proteina reguladora de resposta
(Modificado de Defoirdt et al., 2005).

Jangid et al. (2007) avaliaram a presenca de homélhgdd estdo
universalmente presentes em 73 estirpefa@emonasincluindo as espécies.
hydrophilg A. bestiarumA. salmonicidaA. caviag A. medig A. eucrenophilgA.
sdbria, A. veronij A. jandaej A. shubertij A. trota A. allosccharophila A.
encheleia A. popoffii A. culicicolae A. molluscorumobtidas de varias cole¢cdes
de culturas, amostras clinicas e amostras ambientais. Nesse trabalho foi verificado
que das 73 estirpes deeromonasavaliadas, 71 foram capazes de induzir a
resposta mediada por AHL e@hromobacterium violaceun€V026, E. coli
JM109 pSB403 &. coliJM109 pJBA82. Entretanto, andlise de hibridizagéb
blot revelou que todas as estirpes avaliadas contem o hombigBbd e a
amplificagdo e sequenciamento revelam que 0s genes homolodosRE
compartilham uma identidade de sequéncia muito elevada.

A presenca de mais dois genes homologashgR no genoma deA.
hydrophilaSSUfoi determinada por Kozlova et al. (2011), chamadoalhyé2 e
ahyR3. Analises mostraram que o produto do gemgR2 esta diretamente ligado

ao sistema de secrecdo do tipo 6 (T6SS), entretanto, a contribuicdo desses dois
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homélogos daehyRao sistemauorum sensingle A. hydrophilaSSU permanece
desconhecida (KOZLOVA et al., 2011).

2.4. Genes regulados paguorum sensing em Aeromonas

Na literatura ha poucos relatos dos genes reguladoguooum sensing
em A. hydrophila e A. salmonicida entretanto, foram descritos fenotipos
regulados poguorum sensingessas espécies.

Um processo que pode estar ligado ao sistgmoaum sensingio género
Aeromonasé a divisdo celular. Embora nédo existam evidéncias experimentais,
estudos moleculares e hydrophilae A. salmonicida(SWIFT et al. 1997) e
anélise do sistemguorum sensingmA. culicicolaMTCC 3249 (JANGID et al.,

2007) confirmaram que um gene com homologicA esta present@ownstream

aos homologosuxRI. O iciA € um gene dé. coli que codifica um inibidor
especifico da iniciacdo da replicagdo cromossamaltro. A presenca dieiA no
géneroAeromonaslaramente implica que a divisdo celular pode estar ligada ao
sistemaguorum sensingJANGID et al., 2007).

Swift et al. (1997) verificaram que o geereC que codifica um sistema
de secrecdo do tipo Il para a exportacdo de, por exemplo, serina protease, esta
localizado a, aproximadamente, 11 kbadal de A. salmonicida Esse resultado
indica uma possivel regulacdo da atividade proteolitica pelo sisjeoram
sensing A producdo de exoprotease pAr hydrophilaregulada pelo sistema
quorum sensingoi avaliada por Swift et al. (1999), que observaram que a
inativacdo do genahyl no cromossomo dA. hydrophila inibiu a producdo de
C4-AHL e as atividades de serina protease e metaloprotease nesse mutante foram
substancialmente reduzidas. Esses autores verificaram que a adicdo de C4-AHL
exogena restaurou a atividade proteolitica. Adicionalmente, mutagdo no gene
ahyR resultou na perda da atividade de ambas as exoproteases, que nao foi
restaurada por C4-AHL exogena. Além disso, a adicdo de AHLs com cadeia acil
de 10, 12 e 14 carbonos reduziu a producdo de exoproteases pela estirpe

selvagem.
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Lynch et al. (2002) avaliaram a capacidadeAddydrophilaAH-1N em
formar biofilmes em uma camara de fluxo continuo com mutantes isogéhigos
e ahyR O mutanteahyl, que ndo produz C4-AHL, néo foi capaz de formar um
biofilme maduro. A alteracdo na diferenciacdo do biofilme do mutamyeé foi
parcialmente restaurada pela adicdo de C4-AHL exdgena. N&o foram observadas
diferencas na formacg&o de microcolénias pelo mut@my&quando comparado a
estirpe selvagem e houve um aumento de cerca de 80 % na superficie de
cobertura.

Bi, Liu e Lu (2006) inativaram o geradyRdeA. hydrophilapela insercao
de um fragmento de DNA contendo gene que confere resisténcia a canadicina.
mutante ahyR perdeu a capacidade de hidrolisar algumas substancias como a
maltose, manitol, sacarose e uréia e nao foi capaz de utilizar arginina e lisina.
Também foi verificada alteracdo no perfil de proteinas da membrana externa e
uma reducdo da adesdo do mutaitgR quando comparado a estirpe selvagem.
Além disso, o mutanteahyR ndo produziu quantidades detectaveis de
exoproteases, hemolisina, amilase e DNAse. Os efeitos citotdéxicos do mutante de
A. hydrophilaforam altamente atenuados quando comparados com os da estirpe
selvagem.

Khajanchi et al. (2009) avaliaram a funcdo do sistgo@rum sensing
mediado por AHLSs, na viruléncia d& hydrophilaSSU, pela constru¢cdo de um
duplo mutante AahyRI Eles verificaram que a producao de protease foi reduzida
no duplo mutante, quando comparada com a estirpe selvagem. O duplo mutante
AahyRI ndo foi capaz de expressar o sistema de secrecdo do tipo VI (T6SS),
enguanto a producao e translocacdo do sistema de secrecédo do tipo Il ndo foram
afetadas. A formacgéo de biofiilme em superficie sélida foi significativamente
menor no duplo mutante quando comparado a estirpe selvagem. Para avaliar a
virulénciain vivo de A. hydrophilaSSU, uma dose letal de 3 x"10FC mL* de
A. hydrophilaSSU selvagem e do duplo mutante foram injetadas em ratos. Apoés
seis dias, 100 % dos ratos infectados com a estirpe selvagem morreram,
entretanto, apenas 50 % dos ratos infectados com o duplo mutante AahyRI
morreram apos 16 dias de incubacdo. Esse resultado sugere uma atenuacdo de
viruléncia pela supressédo dos geabgRIde A. hydrophilaSSU duplo mutante
AahyRI.

14



Para avaliar a fungédo do sistequaorum sensinga viruléncia e producao
de pigmento porA. salmonicidasubsp.Achromogenesum mutante Asal foi
construido por substituicdo alélica. A viruléncia da estirpe mutante Asal em peixe
foi significativamente reduzida, pois foi necessaria umg, D vezes maior que
a requerida para a estirpe selvagem. Além disso, houve uma reducédo da expresséo
de dois fatores de viruléncia, uma protease AsaP1l e um fator citotoxico, e da
producdo de pigmento marrom no mutante. A producdo da protease AsaPl
também foi inibida pelos inibidores sintéticos dpiorum sensing (N-
propilsulfanilacetil):-homoserina lactona, N¢pentilsulfanilacetil)--hnomoserina
lactona e K-heptilsulfanilacetil):--homoserina lactona. Assim, 0s autores
concluiram que o sistemguorum sensingesta relacionado a viruléncia e
producado de pigmento efn salmonicidasubsp Achromogene§SCWENTEIT et
al., 2011).

A. hydrophilaSSU deficiente na sintese de LuxS, ou seja, incapaz de
sintetizar o Al-2, mostrou uma arquitetura e dinamica da formacao de biofilmes
alterados, motilidade reduzida e viruléncia aumentada em ensaio com ratos
(KOZOLOVA et al., 2008).

Kozlova et al. (2011) estudaram a ligacdo entre os sistemas Ahyl/AhyR,
LuxS/Al-2 e um mensageiro secundario bacteriano, diguanosina monofosfato
ciclica (c-di-GMP), na regulacéo de fatores de virulénciddemydrophilaSSU.

Para essa avaliacdo, eles examinam o efeito da superproducdo da proteina
GGDEF, que aumenta os niveis de c-di-GMP, no fenoétipo e transcricdo de genes
envolvidos na formacao de biofilmes e motilidade, na estirpe selvagem e mutantes
AahyRl e luxS Eles verificam que a superproducdo de c-di-GMP aumenta a
formagcao de biofiilmes e reduz a motilidade da estirpe selvagem, o mesmo
comportamento verificado no mutanieS Em contraste, o mutante AahyR]
superprodutor c-di-GMP, apresentou aumento na formacao de biofilmes e nenhum
efeito na motilidade, o que sugere estes fendétipos sdo dependentes dos sistemas
guorum sensingl-1 e Al-2.

Em A. hydrophila o sistemaquorum sensingé baseado em genes
homologos duxRI e possui resposta mediada por acil homoserina lactonas, um
dos sistemas mais comuns daorum sensingem bactérias gram-negativas.
Estudos indicam que fenotipos como atividade proteolitica e formacédo de

biofilmes sdo regulados por esse sistemaAenhydrophila assim como em
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muitos outros géneros de bactérias patogénicas e deterioradoras de alimentos. O
uso de mutantes para o estudogdorum sensingm A. hydrophilaserve como
modelo desse sistema aplicado a outros géneros de bactérias e também para
elucidar quando e como a comunicacdo celular estd envolvida na regulacédo de
fenétipos importantes na patogenicidadedeterioracdo de alimentos. Esse
conhecimento pode ser Util no desenvolvimento de estratégias especificas para o

bloqueio destes sistemas de comunicacéo e controle deste patdégeno.
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3. Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Microbiologia de
Alimentos, de Patdgenos Alimentares e de Genética de Micro-organismos do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa - UFV,

Vicosa - Minas Gerais.

3.1. Micro-organismos, condices de cultivo e oligonucleotideos

iniciadores utilizados

A estirpe deA. hydrophilautilizada foi Embrapa 029, isolada de leite cru
refrigerado, foi cedida gentiimente pela Embrapa Gado de Leite. As outras
estirpes e plasmideos, utilizados na obtencdo dos mutantes, como bioindieadores
controles estéo descritos na Tabela 2.

Os estoques das culturas foram feitos em caldo Luria (Himedia, Mumbai,
india), adicionado de 20 % de glicerol esterilizado, e mantd@® °C. Antes de
cada experimento, as células foram ativadas por duas ativacdes consecutivas em
caldo Luria, com incubagéo a 30 °C por 18 h, sob agitacéo.

Para a verificagdo da producdo de AHLs, foi utilizada a estirpe monitora
C. violaceum CV026, um mutante deficiente na producdo de AHL e,
consequentemente de violaceina, um pigmento cuja producdo € regulada pelo
mecanismo dguorum sensingSTEINDLER e VENTURI, 2007)O resultado foi
considerado positivo para a producdo de AHL pela estirpe-teste, quando foi
observada a producgéo de violaceina@oviolaceunCV026.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram produzidos pela IDT

(Coralville, EUA) e estédo descritos na Tabela 3.
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Tabela 2 - Estirpes bacterianas e plasmideos utilizados

Estirpes Plasmideo Caracteristica relevantt  Resisténcia Fonte
A. hydrophilaEmbrapa - - - Arcuri et al. (2008)
016
A. hydrophilaEmbrapa - - - Arcuri et al. (2008)
029
A. hydrophila - - - Cedido pela
ATCC7966* FIOCRUZ
A. hydrophila - - Gentamicina  Obtida neste trabalhs
029-8hyr (25ug mL?)
A. hydrophila - - Gentamicina  Obtida neste trabalhs
029-14ahyr (25ug mL?)
A. hydrophila - - Gentamicina  Obtida neste trabalhs
029-21ahyr (25ug mL?)
E. coli XL1-Blue pPMLBAD-aiiA-Gm Doadora Gentamicina Martins (2007)
(25 g mL?Y)
E. coliBW25141 pKD78 - Cloranfenicol Coli Genetic Stock
(100ug mLY Center
E. coliBW25141 pKD199 - Tetraciclina Coli Genetic Stock
(20 ug mLY Center
E. coli S10Apir pKNG101 Doadora Estreptomicina Cedido pela
Universidade
de Cornell - EUA
E. coli S10Apir pSUP202 Ampicilina Cedido pela
(100ug mL*Y) Universidade
Tetraciclina de Cornell - EUA
(20 ug mL?)
Cloranfenicol
(100ug mLY
E. coli S10Apir - Doadora - Cedido pela
Universidade
de Cornel- EUA
E. coli DH5a pBR322 - Ampicilina Cedido pelo
(100pg mLY e Laborat6rio de
Tetraciclina Genética de Micro-
(20pug mL?Y) organismos - UFV
Chromobacterium - Monitora Canamicina Laboratério de
violaceumCV026 (20 ug mL?Y) Microbiologia de

Alimentos - UFV

*ATCC — American Type Culture Collection

Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores usados neste estudo

Nome Sequéncia* Tamanho do

amplicon (pb)
rDNA16SF 5" AGG TTG ATG CCT AAT ACGTA 3 650
rDNA16SR 5’CGT GCT GGC AAC AAA GGA CAG 3’ 650
ahyl-Xba D 5" ATT TCT AGA GTT CGC GCG CCT CGT 3’ 577
ahylSal R 5’ATT GTC GACCCC AGA TGG GAG GTA 3’ 577
gem-ClaD 5 ATT ATC GAT GAA CCT GAATCGCCA GCGG ¥ 872
gem-CldR 5" ATT ATC GAT GTT GAA CGA ATT GTT AGGTGG C 3’ 872
ahyRC/Pst 5’GGG CGT GAGTTA TTG CAT CAG CTT GG 3° 783
ahyRN/Scd 5 GGG AGT ACT AAA CAAGAC CAACT 3’ 783
ahyRIC/Scd 5 GGG AGT ACT ATG AAC CGT CCA GCA GA 3’ 1972
ahyRIN/EcaRI 5 GGG GAA TTC AGC AGC TTG TAATCC AA 3’ 1972

* As sequéncias sublinhadas correspondem aos sitios de reconhecimentazimas ee

restricao
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3.2. Suscetibilidade deé\. hydrophila a antibiéticos

A determinacéo do perfil de resisténcia a antibidticos foi feita cultivando
A. hydrophilaEmbrapa 029 em 5 mL de caldo Luria acrescido de 25, 50 e 100 pg
mL™ dos antibiéticos ampicilina, estreptomicina e gentamicina. A incubacao foi
30 °C por até 48 h.

3.3. Reagdo em cadeia da polimerase e sequenciamento de rDNA&6S

ahyl deA. hydrophila

O DNA total das estirpes de hydrophilaEmbrapa 029 e ATCC 7966 foi
extraido utilizando kitWizard Genomic DNA Purificationd@romegaMadison,
EUA). Apés a extracdo, o DNA total foi quantificado por eletroforese em gel de
agarose 0,8% (Promega, Madison, EUA) corado com brometo de etidio e
observado no foto documentador Eagl&y¢Stratagen®).

Para a amplificacdo de rDNA 16S AehydrophilaEmbrapa 029 e ATCC
7966 foram utilizados os oligonucleotide®NA16SF e rDNAL6SR (Tabela 3)

(BI, LIU e LU, 2007). A amplificacdo foi realizada em termociclador modelo
PTC-100 (MJ. Research Inc. Massachusetts, USA) conforme descriB, j.on

e Lu, (2007).0 amplicon foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5 %
para a andlise da integridade e inferéncia da concentracdo a partir do uso de
marcadores de concengée Antes do sequenciamento, o produto de PCR foi
tratado com EXOSARF® (Promega, Madison, EUA). O sequenciamento foi
realizado no Laboratorio de Gendmica - BIOAGRO - UFV e as sequéncias foram
analisadas no programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (ALTSCHUL

et al., 1990).

O geneahyl de A. hydrophilaEmbrapa 029 e da estirpe ATCC 7966 foi
amplificado utilizando os oligonucleotideabyl-Xba D e ahyl-Sal R. A reacao
de PCR foi preparada utilizando GoTag® Green Master Mix (M7122) (Promega,
Madison, EUA), conforme descrito pelo fabricante. A amplificacdo foi realizada
em aparelho termociclador modelo PTC-100. O ciclo de amplificacdo consistiu de
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uma etapa inicial de desnaturagao a 94 °C por 3 min, seguida por 40 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento dos oligonucleotideos a 58 °C por 1
min e extensdo a 72 °C por 1 min. Posteriormente, foi realizada uma ultima etapa
de extensdo a 72 °C por 7 min. O amplicon foi submetido a eletroforese em gel de
1,5 % de agarose e a banda do fragmento correspondente a@hyériei
purificada utilizando o kiWizard® clean-up syste(®7280) (Promega, Madison,
EUA). O geneahyl purificado foi quantificado e armazenado a - 20 °C para uso
posterior. A clonagem do gea@yl em vetor pGEM-T Easy (3015 pb) (Promega,
Madison, EUA) foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante. Esta
construgdo foi utilizada para transforméar coli DH5a ultra competente por
choque térmico (INOUE et al., 1990). Os transformantes foram selecionados em
agar Luria contendo 40 pg milde X-Gal e 50 pg mt de ampicilina. Cerca de

40 colonias brancas, que receberam o vetor pGEM contendo afydne quatro
colonias azuis, que receberam apenas o vetor pGEM, foram selecionadas e
submetidas a técnica de lise rapida para verificar a presenca do vetor pGEM-
Easy contendo o gershyl. As estirpes identificadas como contendo pGEM-
Easyahyl foram cultivadas em caldo Lurarescido de 50 pg mitampicilina e

o vetor extraido utilizando o kiBene Jet Plasmid Miniprep(Fermentas Life
Sciences, Canadd). Para a confirmacdo da clonagem doabgh&o vetor
pGEM-T Easy, foi realizada a clivagem do vetor com a enziiveRl. O
sequenciamento dghyl presente no vetor foi realizado pela empresa Macrogen
(Coreia) e as sequéncias foram analisadas no programa BLAST
(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) (ALTSCHUL et al., 1990).

3.4. Construcao déA. hydrophila mutante incapaz de produzir AHL

Para a construcdo de mutantes incapazes de produzir AHL, trés estratégias
foram utilizadas: a obtencdo de mutantes pela interrupgcdo doaggheom o
gene que codifica a proteina gentamicina-3-acetiltransferase, utilizando vetor
suicida pKNG101; utilizando o sistema red recombinase (DATSENKO e
WANNER 2000) e a obtencao de duplo mutara@yRIutilizando o vetor suicida
pSUP202 (KHAJANCHI et al., 2009).
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3.4.1. Construgdo de mutanteA. hydrophila Aahyl utilizando o
vetor suicida pKNG101

A construcdo de mutantes incapazes de produzir AHL, pela interrupcédo do
gene Aahyl com Gnj, foi realizada de acordo com Swift et al. (1999), com
modificacdes.

O geneahyl de A. hydrophilaEmbrapa 029 foi amplificado por PCR,
utilizado os oligonucleotide@hyl-Xba D e ahylSal R (Tabela 3). O produto da
PCR foi submetidoa eletroforese em gel de 1,5 % de agarose e a banda
correspondente ao gerahyl foi purificada do gel com kiWizard® clean-up
systemO gene purificado foi clivado com as enzimas de restBgddPromega,
Madison, EUA)e Xbal (PromegaMadison, EUA e posteriormente ligado ao
vetor pUC18 (Fermentas Life Sciences, Canada) também clivadoSedne
Xba. O vetor pUC18 contendo o geahyl foi transformado na estirpe. coli
DH50 ultra competente por choque térmico (INOUE et al.,, )1990s
transformantes foram selecionados em agar Luria contendo 40 figlenX-Gal
e 50 pg mL* de ampicilina. Cerca de 20 col6nias que receberam o vetor contendo
o geneahyl e cinco colbnias, que receberam apenas o vetor pUC18, foram
selecionadas e submetidas a técnica de lise rapida para confirmacéo dos isolados
que receberam o vetor pUC18 contendo gehgl. Em seguida, o vetor foi
extraido utilizando o kiGene Jet" Plasmid Miniprep(Fermentas Life Sciences,
Canada

Para a interrupcdo do gemdyl contido no vetor pUC18, o gene que
codifica a proteina gentamicina-3-acetiltransferase contida no vetor pMLBAD-
ailA-Gm' (MARTINS, 2007) foi amplificado pela técnica de PCR utilizando os
pares de oligonucleotidegem-Cld D e gem-Cld R (Tabela 3). Para a reacao de
amplificacéo foi utilizado termociclador PTC-100 e o ciclo de amplificagéo foi
determinado conforme descrito no item 3.3. O amplicon foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5% e a banda do gel correspondente ao gene que
codifica a proteina gentamicina-3-acetiltransferase foi purificada utilizando o kit
Wizard® clean-up systemO gene purificado foi clivado com a enzima de
restricdoClal (PromegaMadison, EUA) e submetido a ligacdo ao vetor puC18

contendo genahyl também clivado conClal. Em seguida, a construgcéao foi
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transformada emE. coli DH50 ultra competente por choque térmico
(SAMBROOK et al., 1989). Os transformantes foram selecionados enh.uigar
contendo 25 pg mt de gentamicina. Em seguida, o vetor foi extraido utilizando

o kit Gene Jet

Plasmid Miniprep (Fermentas Life Sciences, Canada).
confirmacgéo da construcdo foi obtida por PCR, utilizando as mesmas condi¢gdes
para amplificacdo do gene que codifica gentamicina-3-acetiltransferase, utilizando
oligonucleotideos iniciadores da Tabela 3, e por meio de clivagem do DNA
plasmidial com enzima de restricGal e Xbal seguida por eletroforese em gel de
agarose 1,5 % corado com brometo de etidio.

A construcadahyl::Gm' foi liberada do vetor pUC18 pela clivagem com as
enzimas de restricd8al e Xbd e ligada ao vetor suicida pKNG101 também
clivado com as mesmas enzimas. O vetor pKNG101 contahgbGm' foi
utilizado para transformarE. coli SM10 Apir por choque térmico. Os
transformantes foram selecionados em &gar Luria contendo 25 f[fgdmL
gentamicina. Em seguida, o vetor pKNG101 contesluld::Gm' foi extraido da
estirpeE. coli SM10 pir utilizando o kitPure Yield" Plasmid Miniprep System
(A1222) (Promega, Madison, EUA). Apés a extracdo, a preparacdo contendo o
vetor foi aplicada em gel de agarose 0,8% e submetida a eletroforese, para a
confirmacdo da presenca da construcdo e quantificagdo do vetor. A confirmacao
da construcdo também foi feita por PCR, utilizando as mesmas condi¢cdes para
amplificacdo do genahyl e por meio de clivagem do DNA plasmidial com
enzima de restricd®all e Xba seguida por eletroforese em gel de agarose 1,5 %.

A construcdo pKNG10ahyl::Gm' foi inserida emA. hydrophilaEmbrapa
029 por duas maneiras: transformacdo por eletroporacdo e transformacdo por
choque térmico.

Para a transformacdo por eletroporacdo, as ceélulad. deydrophila
Embrapa 029 eletrocompetentes foram preparadas e estocadas conforme descrito
por Fengging e Song (2005). A 40 uL de células eletrocompetentes, contendo
aproximadamente $QUFC, foram adicionados cerca de 100 ng da construcéo e,
posteriormente, a mistura foi submetida a eletroporacdo em cubeta de 0,1 cm, sob
25 pF de capacitancia e resisténcia de 200 €, segundo recomendacdes do
fabricante (Bio Rad, EUA). As células foram ressuspendidas em 400 pL de meio
SOC (SAMBROOK, 1989) e incubadas a 30 °C por até 24 h antes do
plagueamento em meio agar amido sais biliares verde brilhante (Himedia,
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Mumbai, india) acrescido de 25 pg thide gentamicina para a selecéo dos
transformants.

Quando utilizada a transformacao por choque térmico, as células foram
preparadas, cultivand®d. hydrophilaEmbrapa 029 em 250 mL de caldo LB a 30
°C/ 150 rpm até o inicio da fase logaritmica ou D.O. 0,4. Posteriormente, as
células foram incubadas em gelo por 30 min e centrifugadas ag480L5 min
Em seguida, as células foram ressuspendidas em 30 mL de solugcédo de 0,1 M de
MgCl, contendo 10 % de glicerol, resfriada a - 4 °C, e incubadas em gelo por 2 h.
Apés este periodo, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em 2,5 mL de
solugdo de 0,1 M de Mgglcontendo 10 % de glicerol resfriada a - 4 °C.
Aliguotas de 200 pL foram adicionadas a tubos ¢ippendorfe armazenadas a -

80 °C até a utilizacdo. Para a transformacao por choque térmico, 200 uL de
cdulas deA. hydrophilaEmbrapa 029 competentes foram descongeladas em gelo
por 30 min. Posteriormente, uma aliquota de 50 ng do vetor pKNG101 contendo
ahyl:: Gt foi adicionada as células e mantidas em gelo por 20 min. A mistura foi
submetida a choque térmico de 42 °C por 1 min. As células foram ressuspendidas
em 600 pL de meio SOC (SAMBROOK, 1989) e incubadas a 30 °C por até 24 h
antes do plagueamento em agar Luria acrescido de 25 ffgdmigentamicina

para a selecdo dos transformante

A confirmacdo da deficiéncia da sintese de AHL pelo mutanté.de
hydrophilafoi obtida por bioensaio de estria cruzada (STEIDLE et al., 2001) em
1,2 % de agar Luria, utilizando a monit@aviolaceumCV026. As placas foram
incubadas a 30 °C por até 48 h para se verificar a producéo de violaceina.

A selecao dos transformantes em que ocorreu a dupla recombinacao foi
feita em agar Luria acrescido de 5 % e 15 % de sacarose por até 48 h de incubacao
a 30 °C. O gensadAB, presente no vetor suicida pKNG101, codifica uma levana
sacarase capaz de polimerizar o levano, um produto do catabolismo de sacarose,
gue é toxico para bactérias gram-negativas (KANIGA, DELOR e CORNELIS,
1991). Assim, o crescimento na presenca de sacarose indica que o vetor ndo esta
integrado ao genoma, facilitando a identificacdo do evento de recombinagéo
dupla.
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3.4.2. Construcao de mutante Aahyl utilizando produto de PCR e

sistema A red recombinase

A construcdo de mutantes incapazes de produzir AHL, com o produto de
PCR e sistema A red, foi realizada de acordo com Datsenko e Wanner (2000), com
modificacdes.

Os vetores utilizados, pKD 78 (Tabela 2) e pKD 119 (Tabela 2), sao
derivados do vetor de baixo numero de cépias pKD 46, com origem de replicacao
oriR101, que requer proteina Pir, origem de replicacdo sensivel a temperatura,
repAl01ts, os trés genes A red. y S e exo cujo promotor é induzido por L-
arabinose, o genara C, o terminador TL3 apds o gee&q além de genes que
conferem resisténcia ao cloranfenicol e tetraciclina, respectivamente. O inserto

ahyl::Gm' foi construido conforme descrito no item 3.4.1.

3.4.3. Construcdo de A. hydrophila mutante AahyRI, utilizando
vetor suicida pSUP 202

Os genesahyRI de A. hydrophilaEmbrapa 029, foram amplificados por
PCR, utilizado os oligonucleotideadylXbal D e ahyRPst C (Tabela 3).0
ciclo de amplificagéo foi realizado conforme descrito no item 3.3, com excecao do
tempo de extensdo, que foi de 2 min. O produto da PCR foi subn@tido
eletroforese em gel de agarose 1,5 % e a banda correspondente abygtne
(1458 pb) foi purificada do gel com kWizard® clean-up systenO gene
purificado foi clivado com a enzima de restri¢Zsill (PromegaMadison, EUA)
PosteriormenteahyRI (1422 pb) foi ligado ao vetor pUC18 (Fermentas Life
Sciences, Canada) também clivado destll. O vetor pUC18 contendo o gene
ahyRI foi transformado na estirpE. coli DH5a ultra competente por choque
térmico (INOUE et al., 1990 Os transformantes foram selecionados em &agar
Luria contendo 40 pg mtde X-Gal e 50 pg mt de ampicilina. Cerca de 20
colénias que receberam o vetor contendo o gdndRl e cinco coldnias, que
receberam apenas o vetor pUC18, foram selecionadas e submetidas a técnica de
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lise rapida para confirmagdo da presenca do vetor pUC18 contendahyétie
Em seguida, o vetor foi extraido utilizando o Ritre Yield“ Plasmid Miniprep
System

Para a remocdo da regidao promotora e inicio da regido codificadora dos
genesahyRe ahyl, o vetor pUC18&hyRlIfoi clivado com a enzim&tu, o que
ocasionou a remocao de 441 pbate/R| gerandoAahyRl Posteriormente, o
vetor foi ligado e transformado ek coli DH5a ultra competente por choque
térmico (INOUE et al., 1990). Os transformantes foram selecionados, checados
por lise répida, e extraidos por Kure Yield" Plasmid Miniprep Systere
clivados com a enzima de restric&tal para posterior insercdo do gene que
codifica a proteina gentamicina-3-acetiltransferase @ posi¢do 719 pb de
AahyRl O geneGn foi amplificado, purificado e clivado conforme descrito no
item 2.2.5. Em seguida, o ge@an foi ligado a construcio pUC18 AahyRle a
construcdo foi transformada ef. coli DH5a ultra competente por choque
térmico (INOUE et al., 1990). Os transformantes foram selecionados em agar
Luria contendo 25 pg mtde gentamicina. Em seguida, o vetor foi extraido
utilizando o kitPure Yield" Plasmid Miniprep System

A construcdarahyREGm foi liberada do vetor pUC18 pela clivagem com
a enzima de restricaBst e ligada ao vetor suicida pSUP202 clivado com a
mesma enzima. O vetor pSUP282hyRIGM' foi transformado erk. coli SM10
Apir por choque térmico. Os transformantes foram selecionados em agar Luria
contendo 25 pg mt.de gentamicina. Em seguida, o vetor pSUPRaIyRIGnT
foi extraido da estirp&. coli SM10 A pir utilizando o kitPure Yield" Plasmid
Miniprep SystemApos a extragdo, o vetor foi aplicado em gel de agarose 0,8% e
submetido a eletroforese, para a confirmacdo da presenca da construcdo e
quantificacao do vetor.

O vetor pSUP202ahyRIGm foi inserido emA. hydrophilaEmbrapa 029
por eletroporacdo (FENGQING e SONG, 2008)conjugacdo (protocolo
fornecido pelo laboratério do Dr. Steve C. Winans - Cornell University), e os
mutantes foram selecionados em &gar Luria acrescido de estreptomicina e
gentamicina, conforme descrito no item 3.5.1. A confirmacdo da mutacéo foi feita
pela avaliacdo da incapacidade de produzir AHL, por ensaio de estrias cruzadas,
conforme descrito no item 3.5¢lpela presenca da construcio AahyRFGmM' no

genoma dos mutantes por PCR utilizando os oligonucleotidlepRC/Pst e
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gem-ClalD (Tabela 3). A perda do vetor pSUP20éhyRIGm foi verificada por
extracao de plasmideos das estirpes mutantes.

3.5. Estabilidade das estirpes dé. hydrophila mutantes com sistema

qguorum sensing comprometido

A avaliacdo da estabilidade dos mutantesAddydrophilafoi feita por
transferéncias diarias das células para caldo Luria sem antibiético por 15 dias.
Apos esse periodo, a cultura foi transferida para caldo Luria suplementado com 25
ug mL ! de gentamicina, para verificar a manutencao da resisténcia & gentamicina
(BI, LIU e LU, 2007). Além disso, também foi realizado ensaio de inducéo por
estrias cruzadas, com a estirpe monitGraviolaceumCV026, para verificaa
producao de AHL pelos mutantes (STEIDLE et al., 2001).

3.6. Confirmacéo do génerdAeromonas por rDNA16S, da interrupcéo
do geneahyl nas estirpes mutantes e avaliacdo da transcricdo dos

genesahyl eahyR

Para verificar a identidade dos mutantes como sendo da espécie
hydrophila foi realizada amplificacdo de rDNA 16S utlizando os
oligonucleotideos e condi¢cbes descritas no item 3.3, seguido do sequenciamento
realizado na Macrogen (Coréia).

A amplificacdo dos genethyl e G foi feita utilizando oligonucleotideos
e condi¢cdes descritas nos itens 3.3 e 3.4.1, para avaliar respectivamente, a
integridade e presenca desses genes. A proteina reguladora de resposta codificada
pelo geneahyR também foi amplificada utilizando os oligonucleotidabyR
C/Pst e ahyRN/Scd (Tabela 3). Os geneshyR| juntamente com seus
promotores foram amplificados utilizando os oligonucleotiddy®R}+C/Scd 5’ e
ahyRIN/EcaRI (Tabela 3). A reacdo de PCR foi preparada utilizando GoTag®

Green Master Mix (Promega) conforme descrito pelo fabricante. A amplificacao
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foi realizada em aparelho modelo PTC-100 e os ciclos de amplificacdo foram
realizados conforme descrito no item 3.4, com excecao do tempo de extenséo que
foi de 2 min. Apés a amplificacdo, os produtos da reacdo de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etidio
e observado Eagle}# (Stratagen®).

Para avaliar a transcricdo dos geméwyl, ahyR e Gnl pelas estirpes
selvagensA. hydrophila Embrapa 029 e ATCC 7966 e pelo muta@8 A.
hydrophila 029-14, o RNA total foi extraido utilizando TRI Reagé&n(8igma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As estirpes selvagens foram cultivadas por 16 h e
o mutante por 24 h, a 30 °C. Cerca de 1,5 mL das csilitwmarespondendo a,
aproximadamente, $0UFC, foram transferidos para tubo tippendorfe
centrifugados a 6009 por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e ao
pellet adicionado 1 mL de Tri Reag&ntmisturado em vortex e deixado a
temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, foram adicionados 200 pL de
cloroformio gelado, seguido de agitacdo vigorosa por 15 s e incubacdo a
temperatura ambiente por 3 min, seguido por centrifugacdo a §38f015min
a 4 °C. Aproximadamente 400 uL da fase aquosa superior incolor contendo RNA
foi transferida para um tubo tiggppendorf Em seguida, foram adicionados 500
uL de isopropanol gelado a fase aquosa e, apés inversao dos tuteppépdorf
para a mistura da amostra, esses foram incubados a temperatura ambiente por 10
min. As amostras foram centrifugadas a 15@@or 10 min a 4 °C.O
sobrenadante foi removido cuidadosamente e o RNA foi ressuspendido em 1 mL
de etanol 75 %, sob agitacdo vigorosa. As amostras foram centrifugadasga 7500
por 5 min a 4 °C, o sobrenadante descartado cuidadosamente e o RNA foi seco ao
ar. Posteriormente, o RNA foi ressuspendido emiéd@e dgua DEPC e mantido
a -80 °C. O RNA foi quantificado por leitura das absorvancias a 280 e 260 nm
(A280/A260) em espectrofotbmetro e a pureza e integridade do RNA foram
avaliadas em gel de agarose 1 % e pela amplificacdo do rDNA 16S, conforme
descrito no item 3.3. A sintese do cDNA foi realizada utilizandbrktrom//™
Reverse Transcription Systdffromega, Madison, EUA) conforme descrito pelo
fabricante. A amplificacdo dos genebyl e ahyR utilizando como molde o
cDNA obtido foi realizado utilizando os oligonucleotideos iniciadores e condi¢cdes
descritas no item 3.3 e 3.6, respectivamente, com excecao da temperatura de
anelamento, que foi de 55 °C .
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3.7. Avaliagdo da producdo de AHLs porA. hydrophila selvagem e

mutantes

A extragdo de AHL dos sobrenadantes Alehydrophilafoi realizada
conforme descrito por Shaw et al. (1997). As culturas com a concentracébd de 10
UFC mL* foram inoculadas em 100 mL de caldo TYEP (triptona 13,gektrato
de levedura 2,5 g't, K;HPO, 1 g L' e KH,PO, 1 g LY) e incubadas a 30 °C sob
agitacdo de 180 rpm por 24 h ou 48 h, no caso dos mutantes. Entdo, as células
foram coletadas por centrifugacdo a 5090por 10 min e, a 100 mL do
sobrenadante livre de células, foram adicionados 100 mL de acetato de etila
acidificado com 0,5 % de acido férmico em um funil de separacdo de 500 mL. A
mistura foi agitada por 3 min com liberacéo de gases a cada 20 s. Quando as duas
fases estavam separadas, a fase com acetato de etila foi coletada. A extragéo foi
repetida mais uma vez na fase aquosa, conforme descrito acima. Em seguida, a
fase com acetato de etila foi coletada e misturada com a primeira. Essas etapas
foram repetidas até finalizar os 100 mL de sobrenadante. Posteriormente, o
extrato foi concentrado em evaporador rotativo (modelo Q344B, Quimis, Brasil),
ressuspendido em 1 mL de acetato de etila e mantido a - 20°C.

A presenca de AHLs foi verificada por cromatografia em camada delgada
(TLC) (Cromatografia de camada finggGase reversa, silica gel impregnada de
hidrocarbonetos, 20 x 20 crnaltech uniplat&"). A TLC foi biorrevelada coma

estirpe monitor&. violaceunCV026.

3.8. Avaliacéo de atividade proteolitica

A atividade de gelatinase foi avaliada em meio nutriente cdateomo
substrato 12 % de gelatina. As estirpes selvagenkydrophilaEmbrapa 029 e
ATCC 7966 e mutante®S 029-8, 029-14e 029-21, foram ativadas em caldo
Luria 30 °C, por aproximadamente, 16 h. Posteriormente, 30 pL das culturas
ativas foram inoculadas em 3 mL do meio gelatina acrescido ou ndo de 20 uM de
butanoil-homoserina lactona (C4-AHL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) ou
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acrescido de 1 % de extrato de AHL da estirpe selvagemydroplia Embrapa
029 preparado conforme descrito no item &%.tubos com meio gelatina foram
incubados por 7 dias a 30 °C e a revelagao foi feita incubando os tuls@s A R&o
solidificacdo do meio a temperatura de 7 °C indicou a hidrolise da gelatina.

A atividade proteolitica das estirpes selvag&nbydrophilaEmbrapa 29
e ATCC 7966 e mutantes QS 029-8, 029-14 e 029-21 foi avaliada em agar PCA
(Himedia, Mumbai, india) suplementado com 2 % de leite desnatado reconstituido
acrescido ou nédo de 20 uM de C4-AHL. As estirpes foram ativadas em 5 mL de
caldo Luria acrescido de 25 pg thide gentamicina apenas para o cultivo dos
mutantes, e incubadas a 30 °C por 24 h. Posteriormente, as culturas foram
centrifugadas em microcentrifuga a 10.69®or 5 min. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em mesmo volume de solucéo salina 0,85
%, seguindese nova centrifugacdo nas mesmas condicdes. Apds essa etapa,
descartou-se o sobrenadante e a densidade éptica das células foi padronizada em
0,1 em espectrofotdbmetro Spectronic 20D+ a 600 nm. Aliquotas de 20 uL das
culturas padronizadas foram depositadas no centro de placas de Petri contendo os
meios relacionados anteriormente. O efeito do extrato de AHL da estirpe
selvagemA. hydrophilaEmbrapa 029 também foi avaliado adicionandolL5do
extrato de AHL, preparado conforme descrito no item 3.7, ao centro da placa
contendo agar PCA suplementado com 2 % de leite desnatado, antes da adi¢éo
dos 20uL das culturas padronizadas. As placas foram incubadas a 30 °C por 72 h
Durante o periodo de incubacdatividade proteolitica foi avaliada pela presenca
de halo de clarificagéo.

A quantificacdo da atividade proteolitica foi realizada conforme descrito
por Christensen et al. (2003). As culturasAdénydroplila Embrapa 029, ATCC
7966 e mutantes QS foram cultivadas a 30 °C em meio TYEP, acrescido de 0,25
% de cloreto de calcio. Aliquotas das culturas foram coletadas apos €2 h d
incubacéo, centrifugadas a 10.69@or 10 min e os sobrenadantes esterilizados
por filtragdo. Volumes de 150 pL dessas amostras foram adicionados a 250 pL de
2% de azocaseina (p/v), seguindo de incubacdo por 16 h a 30 °C. A reacéo
enzimatica foi cessada pela adigcdo de 1,2 mL de acido tricloroacético 10 % (p/v).
A mistura foi incubada por 15 min a temperatura ambiente e entdo, centrifugada
por 10 min a 10.60Q. Posteriormente, uma aliquota de 600 puL do sobrenadante
foi adicionada a 750 pL de solugdo de NaOH 1 M. A atividade proteolitica foi
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quantificada pela determinacao do valor da absorvancia a 450 nm em leitora de
Microplacas Thermoplate Reader (Molecular Devices, Califérnia, EUA). Os
valores de absorvancia foram transformados em unidades de atividade enzimatica,
considerando-se que uma unidade enzimatica correspondeu a quantidade de
enzima capaz de promover aumento de 0,01 no valor de absorvancia por hora de
incubacéo.

A atividade proteolitica também foi avaliada pela coagulacdo do leite
desnatado reconstituido (LDR) 12 % e do leite pasteurizado. O LDR 12 % foi
inoculado com 1% das culturas selvagénsydrophilaEmbrapa 029 ATCC
7966 e mutante®S ativas e com densidade Optica padronizada em 0,1. Os tubos
foram incubados a 30 °C por 72 h. Durante o periodo de incubacéo, foi feita a
observacao visual da coagulacdo do leite, conforme realizado por Christensen et
al. (2003).

A atividade proteolitica das estirpes de hydrophila Embrapa 029
selvagemA. hydrophilaATCC 7966 €A. hydrophilamutante QS 029-14 também
foram analisadas em zimograma contendo azocaseina como substrato
(CHRISTENSEN et al.,, 2003)Como controle positivo foi utilizado o
sobrenadante livre de células da estPpdéluorescen®41. As estirpes selvagens
A. hydrophilaEmbrapa 029, ATCC 7966 e mutai@&foram ativadas em 5 mL
de caldo Luria ou caldo Luria acrescido 25 pg’nde gentamicina para o cultivo
do mutante e incubadas a 30 °C por 24 h. Posteriormente, as culturas ativas foram
centrifugadas a 10.609 por 5 min, lavadas com solucéo salina 0,85 % e a
densidade Optica das células foi padronizada em 0,1 em espectrofotbmetro
Spectronic 20D+ a 600 nm. Em seguida, 1 mL das culturas padronizadas foi
inoculado em caldo TYEP adicionado de 0,25 % Gaf&jos incubacéo por 40 h
a 30 °C e 180 rpm o sobrenadante livre de células das estirpes foi filtrado e
concentrado por liofilizacdo. As proteinas foram quantificadas pelo método de
Bradford (1976), para posterior aplicagdo no zimograma. Aliquotas dos extratos
livres de células concentrados e quantificados foram adicionados de um volume
correspondente 1/3 de tamp&do de amostra e submetidas a fervura por. 10 min
Posteriormente, foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12 % (SDS)PAGE
acrescido de 0,2 % de azocaseina (CHRISTENSEN et al.,, 2003). Apos
eletroforese %. O gel foi submetido a eletrofoiee66 V no gel de concentracado e

80 V no gel de separacéo, por aproximadamente, 2 h e 30 min, as proteinas foram
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renaturadas conforme descrito por Christensen et al. (2003), incubando-se o gel
em solucéo de Tris-HCI 50 mmol'l(pH 7,5) acrescido de isopropanol 25% (v/v)

por 15 min. O gel foi incubado em Tris-HCI 50 mmét (pH 7,5) por 15 min

Este procedimento foi repetido por duas vezes, sendo que, na ultima etapa, a
incubacdo com Tris-HCI 50 mmoli(pH 7,5) foi por 12 h a 4 °C. A seguir, o gel

foi submetido a etapa de renaturacéo, incubado por 24 h em Tris-HCI 50 thmol L
(pH 7,5) contendo 0,25 % de CaCIM a 30 °C. Para a revelacéo, foi adicionado

ao gel uma solucédo de NaOH 1 M. A atividade proteolitica no gel foi evidenciada
como zonas claras (CHRISTENSEN et al., 2003).

3.9. Avaliacdo das atividades amilolitica, hemolitica e lipolitica

Aliquotas de 2QuUL das estirpes selvageAs hydrophilaEmbrapa 029 e
ATCC 7966 e mutantes QS 029-8, 029-14 e 029-21, ativas e com densidade
Optica padronizada em 0,1, foram inoculadas em meios soélidos contendo os
substratos para enzimas avaliadas. A presenca da enzima amilase foi avaliada em
agar nutriente (Difco, Franklin Lakes, NJ, EJAcrescido de 0,2 % de amido
(STAMFORD et al., 1998), a atividade de hemolisinas em &agar base Columbia
(Oxoid, Cambridge, UK) acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado
(MURANO e HEIDNALL, 2001) e a atividade lipolitica foi avaliada em &gar
Tween 80 (HABA et al., 2000). O efeito do extrato de AHL da estirpe selvagem
A. hydrophilaEmbrapa 029 foi avaliado, adicionando-gel5do extrato de AHL,
preparado conforme descrito no item 3.7, ao centro das placas antes da adi¢éo dos

20 uL das culturas padronizadas. As placas foram incubadas a 30 © C por até 48 h.

3.10. Avaliagcédo da motilidade

Para avaliar a motilidadevimming foi utilizado &gar Luria acrescido de
0,3 % de agar-agar (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) (KHAJANCHI et al., 2009). As
estirpes selvagers. hydrophilaEmbrapa 029 ATCC 7966 e mutante®S 029-
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8, 029-14 e 029-21 foram ativadas em caldo Luria ou caldo Luria acrescido de 25
ng mL! de gentamicina para o cultivo dos mutantes. O inéculo foi preparado
conforme descrito no item 3.8. Uma alcada de cada cultura padronizada foi
depositada no centro de placas de Petri contendo agar Luria acrescido de 0,3 % de
agar suplementado ou ndo com 20 uM de C4-AHL. O efeito do extrato de AHL
da estirpe selvagei. hydrophilaEmbrapa 029 também foi avaliado adicionando

5 uL do extrato de AHL ao centro da placa contendo agar Luria 0,3 %, antes da
inoculagcdo com uma alcada das culturas padronizadas. As placas foram incubadas

a 30 °C por 72 h e, durante o periodo de incubacao, a motilidade foi avaliada.

3.11.Formacao de biofilmes em cupons de aco inoxidavel

A formacdo de biofilmes pelas estirpes selvagenpeka estirpeA.
hydrophila mutanteQS 029-14 foi realizada em cupons de ac¢o inoxidavel AlSI
304, acabamento # 4, nas dimensdes de 2,0 x 6,0 x 0,1 cm mantidos em meio
TYEP por até 48 h de incubacdo a 30 °C conforme descrito por Joseph et al.
(2001). Durante o periodo de incubacdo, os cupons foram retirados para a
observacdo da formacdo de biofiimes pela coloracdo com laranja de acridina
(PARIZZI, 1999), seguido de observacdo em microscopio de epifluorescéncia
modelo PX60 (Olympus, Japao) e pela coloracdo com iodeto de propidio (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e diacetato de fluoresceina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) seguido da observacdo em microscopio optico de varredura a
laser Confocal - modelo LSM 510 META (Zeiss, EUA). Cupons também foram
retirados para a quantificacdo de células aderidas apds agdo de ultrassom
(Ultrasonic Cleaners Model 1510), durante 30 min, paa@emocéao das células e
a determinagédo do numero de células pela técnica de microgotas (MORTON,
2001).
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3.12.Eletroforese e sequenciamento de proteinas

As proteinas dos extratos extracelesae intracelulares foram avaliadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE), de acordo
com Laemmli (1970), em Sistemiini-Protear” Tetra cell Electrophoresis
SystemAliquotas do extrato protéico livre de células das estipds/drophila
Embrapa 029 selvagenf. hydrophila ATCC 7966 e mutant\ahyl de A.
hydrophila029-14, cultivadas em caldo TYEP adicionado de cloreto de célcio e
incubados a 30 °C/180 rpm por 40 h, foram liofilizadas e ressuspendidas em 50
mM de Tris-HCL pH 8,0, de forma a obter o sobrenadante concentrado cerca de
30 vezes. Para a obtencdo do extrato de proteinas intracelulares, as células foram
coletadas por centrifugacéo, lavadas em salina 0,85 %, ressuspendidas em tampéao
Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) acrescido de PMSF 1 mM e EDTA 5 mM, e rompidas
em sonicador, com seis ciclos de 1 min com intervalos de 1 min em banho de
gelo. O extrato proteico intracelular foi centrifugado a 99Qfor 15 nin e o
sobrenadante coletado. As proteinas das amostras foram quantificadas pelo
método de Bradford (1976) e o volume contend@gl@e proteina foi adicionado
ao tampdo da amostra e submetido a fervura por 10 min. Posteriormente, um
volume maximo de 30 pL foi aplicado em gel de poliacrilamida 12 %. O gel foi
submetido a eletroforesa 60 V no gel de concentracdo e 80 V no gel de
separacao, por aproximadamente 2 h e 30 min. Em seguida, o gel foi fixado e
corado com o corante azul de Coomasie coloidal G-250 (GORG, 2004).

Para a identificacdo de proteina extracelular diferencialmente expmessa,
banda correspondente a proteina foi excisada do gel. Posteriormente este
fragmento foi descorado, lavado para a remocao do Comassie e SDS residuais, as
proteinas foram reduzidas e alquiladas, segusedide digestdo com tripsina e
extracdo dos peptideos do gel (SHEVCHENKO et al., 2006; LOUREIRO et al.,
2010. Os peptideos incorporados matriz a-ciano para a analise por
espectrometria de massa em equipamento Ultraflex Maldi TOF/TOF (Bddker)
Nucleo de Andlise de Biomoléculas - UFV. Também foi feito o sequenciamento
da regido amino-terminal da proteina pelo método de Edman utilizando
sequenciador PPQS 33A (Shimadzu) do Nucleo de Analise de Biomoléculas -

UFV. A banda correspondente a proteina diferencialmente expressa foi transferida
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para membrana de PVDF, por Western blot (TOWBIN et al., 1979) e a proteina
contida na membrana foi analisada. As sequéncias correspondentes aos espectros
ou a sequéncia amino-terminal foram analisadas no banco de dados NCBI pelo
programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).
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4. Resultados e Discussao

4.1.Suscetibilidade deA. hydrophila a antibidticos

A estirpeA. hydrophilaEmbrapa 029 foi incapaz de crescer em meio Luria
contendo até 100 pg ritLde gentamicina apés 48 h de incubacdo a 30 °C.
Entretanto, cresceu na presenca de 25, 50 e 100 [fgdelestreptomicina e
ampicilina. Este perfil de sensibilidade & gentamicina e resisténcia a
estreptomicina e ampicilina coincidem com os apresentados no Manual de Bergey
(MURRAY et al., 1983), para a espééiehydrophila

4.2. Reacdo em cadeia da polimerase e sequenciamento de rDNA 16S

e ahyl deA. hydrophila

Utilizando o DNA total deA. hydrophilaEmbrapa 029, ATCC 7966
oligonucleotideos especificos, 0 gene rDNA 16S foi amplificado por PCR e o
produto da reacao foi submetido a analise eletroforéimeambas as estirpes foi
observado um produto de cerca de 650 pb (Figura 4). A andlise de
sequenciamento seguido por comparagdo das sequéncias no programa BLAST
mostraram qué\. hydrophilaEmbrapa 029 apresenta 99 % de identidade com a
estirpeA. hydrophilaATCC 7966.
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Figura 4— Confirmacdo da amplificacdo do gene rDNA16SAdehydrophila
Embrapa 029 e ATCC 7966 por eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1,
Marcador DNA ladder 1kb Gene Rulé! (Fermentas); Canaleta 2, Branco;
Canaleta 3, rDNA 16S d&. hydrophilaEmbrapa 029; Canaleta 4, rDNA 16S de

A. hydrophilaATCC 7966.

O sequenciamento dahyl de A. hydrophila Embrapa 029 indicou a
amplificacdo de 577 nucleotideos que corresponde a regido codificadora do gene
(Figura 5). A comparacao da sequéncia do géryeobtida, no programa BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), com outras sequéncadny| contidas no banco
de dados revelou que este genéddaydrophilaEmbrapa 029 apresenta 99 % de
identidade com o da estirge hydrophilaATCC 7966 eA. hydrophilaAN-1 e 95
% de identidade com a estirpe hydrophilaSSU. Segundo Seshadri et al. (2006),

A. hydrophilaATCC 7966 possui 0 gerahyl, com 624 pares de bases, 63 % de
contetdo GC e 37 % de conteudo AT. Mesmo contendo os gkyRe ahyl do
sistemaquorum sensingA. hydrophilaATCC 7966 néo foi capaz de induz
resposta mediada por AHL e@ violaceumCV026. Esta estirpe ATCC também

nao induzk. coli IM109 pSB403 &. coli IM109 pJBA82, bioindicadores da
presenca de AHLs e, segundo Jangid et al. (2007), foi verificada uma insercao
CAT, na posicdo 402 do geadyRde A. hydrophilaATCC 7966 o que poderia

levar a uma proteina nao funcional. Além da estirpe ATCC 7966, outras 72
estirpes deA. hydrophilaapresentaram os homologhsRI com identidade de
sequéncia muito elevada (JANGID et al., 2007), sugerindo que este gene € muito

conservado nas diferentes estirpeédbydrophila
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Figura 5- Confirmacao da amplificacdo do gamyl de A. hydrophilaEmbrapa

029 e ATCC 7966 por eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1,
Marcador DNA ladder 100 pb (Promegq), Canaleta 2ahyl de A. hydrophila
ATCC 7966; Canaleta 3ahyl de A. hydrophilaEMBRAPA 029; Canaleta 4,
Branco.

4.3.Construcao deA. hydrophila mutante incapaz de produzir AHL

4.3.1. Construcdo de mutanteA. hydrophila Aahyl utilizando o
vetor suicida pKNG101

Com o objetivo debter estirpes da. hydrophilaEmbrapa 029 mutantes
incapazes de sintetizar AHL, pela interrupcdo do geng com o gene Gmn
utilizando o vetor suicida pKNG101, foi necessario adotar estratégias com 0 uso
de varias construgdes. A primeira construgcao foi gerada pela ligagéo dahgéne
purificado e clivado com as enzimas de restri§adl e Xbal ao vetor pUC18,
seguido da transformacéo da construcdo pU&i8-em E. coli DH5a. Apos a
extracdo plasmidial e andlise eletroforética foi possivel verificar que oapghe

estava ligado ao vetor pUC18 (Figura 6).
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Figura 6— Clonagem do geneahyl de A. hydrophila Embrapa 029 no vetor
pUC18. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % do vetor pUC18 coateyldpos
extracdo plasmidial. Canaleta 1, Marcador DN#der 1 kb Gene Rulé!

(Fermentas); Canaleta 2, pUC18 contealdgl; Canaleta 3, pUC18.

A banda de aproximadamente 900 pb no gel de agarose corresponde ao
gene Grh purificado e clivado com a enzima de restrig@al (Figura 7 A).
Segundo Martins (2007) o ge@en’ apresenta 872 pb. Apos a extracdo plasmidial
de transformantes que receberam a construcdo pdBASSM, e andlise
eletroforética, foi possivel confirmar que o gene' Galmente estava ligado ao
vetor pUC18ahyl (Figura 7 B). A construgdo pUCHBwI:GnY possui cerca de
4135 pb, o que é verificado na figura 7 B.

" 1 2 " 1 5 3
6000 pb — g
. S G-
1500 pb — 3000 pb — e—
900pb — == . 2000 pb — e
e 1500 pb — we
S00pb — - 1000 pb — s

Figura 7 — Interrupcdo do genahyl com o gene que codifica a proteina
gentamicina-3-acetil-transferase  (3mna construcdo pUCI1&yl. (A)
Eletroforese em gel de agarose 1,5 % do genepBrificado e clivado cortlal.
Canaleta 1, DNAadder 100 pb (Promega); Canaleta 2, gene’ @mrificado e
clivado comClal. (B) Eletroforese em gel de agarose 0,8 % da construcao
pUC18ahyl contendo G Canaleta 1, Marcador DNAadder 1 kb Gene
Ruler™ (Fermentas); Canaleta 2, pUCaByl::GnT ; Canaleta 3, pUC18.
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O geneahyl::Gn' liberado do vetor pUC18 pela clivagem com as enzimas
de restricadal e Xba (Figura 8 A) e purificado foi ligado ao vetor pKNG101. O
vetor pKNG101ahyl:Gm' foi transformado emE. coli SM10 A pir e os
transformantes selecionados. Apos extracdo plasmidial e analise eletroforética, foi
possivel confirmar a inser¢do da construgfipl:Gm' no vetor pKNG101, pois o
vetor apresentou tamanho de, aproximadamente, 8500 pb (FiBura 8

A presenca da construcdo também foi confirmada pela analise
eletroforética do produto de PCR, utilizando como molde o vetor pKNG101-
ahyl::Gnl os oligonucleotideoshylkXba D e ahylSal R. Na Figura 8 Cé
possivel observar a amplificacdo de um fragmento de 1449 pb correspondente a

construgaahyl::Gm'.

6000 pb—

—
= 3000 pb— g

1500 pb— s
1000 ph— s

3000 pb— a.,.... —— —

1500 b~ SN T ~1500Bb 1000 ph— e
1000 pb— e wiws — 1000 pb - 500 ph— me—"

e — 500 pb

Figura 8 — Clonagem da construcdahyl:Gm' no vetor pKNG101. (A)
Eletroforese em gel de agarose 0,8 % da construcdo pal§t8sm'’ clivado
com Sal e Xba. Canaleta 1, DNAladder 1kb Gene Rulél (Fermentas)
Canaleta 2, puUC18hyl:Gm' clivado comSal e Xbal; Canaleta 3, pUC18-
ahyl:Gm' clivado comSal e Xba; Canaleta 4, DNA ladder 100 pb (Promega).
(B) Eletroforese em gel de agarose 0,8 % do vetor pKNGhL:Gm'. Canaleta

1, Marcador DNAladder1 kb Gene Rulél (Fermentas); Canaleta RNA A 25

ng; Canaleta 3, DA A 50 ng; Canaleta 4, A A 100 ng; Canaleta 5, pKNG101;
Canaleta 6, pKNG10ahyl::Gm'; (C) Eletroforese em gel de agarose 1,5 % de
fragmentos de DNA obtidos pela amplificacdo da constrabib:Gm'. Canaleta
1, DNA ladder 100 pb (Promega); Canaletaa®y!l::Gm’; Canaleta 3, Branco.
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O vetor pKNG101 contendahyl:Gm’ foi inserido na estirpeA.
hydrophila 029 por dois procedimentos: transformacdo por eletroporacdo e
transformacao por choque térmico. Apos o procedimento de eletroporacéo, foram
selecionados 22 possiveis mutantedaydrophilaem agar amido sais biliares
verde brilhante acrescido de 25 pg " de gentamicina. Todos os 22 possiveis
mutantes foram capazes de hidrolisar o amido, 20 apresentaram colGnias pequenas
esverdeadas e dois apresentaram col6nias grandes em agar amido sais biliares
verde brilhante apés 48 h de incubacdo a 30 °C. Por procedimento de
transformacéo por choque térmico, foi possivel selecionar 32 possiveis mutantes
de A. hydrophilaem &gar Luria acrescido de 25 pg ‘be gentamicina.
Entretanto, apenas oito dos possiveis mutantes foram capazes de crescer em agar
amido sais biliares verde brilhante ap6s 48 h de incubacdo a 30 °C. Os oito
mutantes apresentaram colbnias grandes e amareladas e foram capazes de
hidrolisar o amido.

A confirmacao da incapacidade de produzir AHLs pelos mutahtdsfoi
feita com a estirpe monitoka. violaceumCV026 e dos 22 mutantes obtidos por
eletroporacéo, apenas oito (36,3 %) foram incapazes de induzir a estirpe monitora
apos 48 h a 30 °C (Tabela 4). Dos oito mutantes obtidos por transformacao por
choque térmico, sete (87,7 %) foram incapazes de induzir a &stirpelaceum
CV026 apds 48 h a 30 °C (Tabe)a 4

Os oito possiveis mutantes incapazes de induzir a estirpe mo@itora
violaceumCV026, obtidos por eletroporacéo, foram capazes de crescer em 5 % de
sacarose, entretanto, apenas quatro foram capazes de crescer em 15 % de sacarose
(Tabela 4). Os sete possiveis mutantes obtidos por transformacdo por choque
térmico e incapazes de induzir a estirpe monitoraviolaceumCV026, foram
capazes de crescer em 5 % e 15 % de sacarose apos 48 h de incubacéo a 30 °C
(Tabela 4).0 crescimento em meio com sacarose indica que o sgrd3 ndo
esta presente no genoma dos possiveis mutantes, e com isso, € possivel confirmar
a ocorréncia de dois eventos de recombinacéo, reforcando a evidéncia de que o
vetor ndo esta integrado e apenas o genegpBrmanece no genoma da estirpe de
A. hydrophilamutante.
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Tabela 4— Confirmagdo de mutantesahyl de A. hydrophila por ensaio de
inducédo por estrias cruzadas e crescimento em agar Luria acrescido de 5% e 15%
de sacarose de possiveis mutanteA.deydrophila com sistemauorum sensing
comprometido, apos 48 h de incubacgéo a 30 °C.

Estirpes dé\. hydrophila Inducéo da estirpe Crescimento em sacarose
C. violaceunCV026 5 % de sacarose 15 % de sacarose

029 selvagem + * *
0291e + * *
029-2e +

029-3e - + -
0294e + * *
029be - + +
029-6e + * *
029-7e + * *
029-8e + +
029-9e - + +
029-10e + * *
029-11e + * *
029-12e + * *
029-13e + * *
029-14e + * *
029-15e + * *
029-16e + * *
029-17e +

029-18e + * *
029-19e + * *
029-20e + * *
029-21e - + +
029-22e + * *
029-1t + * *
0290t + +
02910t + +
02911t + +
02913t + +
02914t + +
02915t + +
029-16t + +

* Caracteristica ndo avaliada no isolado.
e— mutante obtido por eletroporagéo
t — mutante obtido por transformacgé&o por choque térmico

4.3.2. Construcdo de A. hydrophila mutante Aahyl utilizando

produto de PCR e sistema A red recombinase

Utilizando o sistema red recombinase n&o foram obtidos mutatekyl
de A. hydrophila pois ndo foi possivel a sele¢éo AlehydrophilaEmbrapa 029
que tenha recebido os vetores pKD78 &Df{19. Provavelmente, estes vetores
nado foram estaveis e hydrophila O sistemé red recombinase ja foi utilizado
para mutacdo sitio dirigida em estirpes Elecoli (DATSENKO e WANNER
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2000),SalmonellfHUSSEINY e HENSEL, 2005%erratia(ROSSI et al., 2006),
P. aeruginosa(LESIC e RAHME, 2008),Shigella (RANALLO et al., 2006),
Yersinia(DERBISE et al., 2003) ¥ibrio (YAMAMOTO et al., 2009), mas néo

ha relatos do uso deste sistema em estirpés lgdrophila

4.3.3. Construcdo deA. hydrophila mutante AahyRI, utilizando
vetor suicida pSUP 202

Cerca de 50 possiveis mutanteshyRIforam obtidos por eletroporacéo e
trés possiveis mutantésahyRIforam obtidos por conjugacdo. Dos 53 mutantes
obtidos por eletroporacdo e conjugacao, 14 foram selecionados aleatoriamente
para avaliacdo da mutacdo. Dos 14 possiveis mutante selecionados, quatro
apresentaram a constru¢io AahyRt:Gm' (Figura 9), evidenciada por uma banda de
aproximadamente, 1500 pb e todos eles foram identificados Aotmgdrophila
pois foi verificada a amplificagdo de rDNA 16S utilizando oligonucleotideos
iniciadores especificos para a espéci@ydrophila(Figura 10).

1 2
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Figura 9— Confirmacédo da amplificacdo dos gemezhyRt:Gm' nos mutantes
AahyRl de A. hydrophilapor eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1,
pSUP202 AahyRi:Gm; Canaleta 2, vazia; Canaleta &ahyRL:Gm de A.
hydrophila mutante 029-11; Canaleta #4ahyRt:Gm' de A. hydrophilamutante
029-24; Canaleta, \ahyRt:Gm' de A. hydrophilamutante 029-2; Canaleta 8,
ahyRE:Gm' de A. hydrophilamutante 029-3 ; Canaleta 7, Bran&analeta 8,
vazia; Canaleta,$SUP202 AahyRt:Gm’; Canaleta 10, Marcador DNiadder 1

kb Gene Rulél" (Fermentas).
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Figura 10— Amplificagdo do gene rDNA 16S nos mutantéahyRI de A.
hydrophilapor eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1, rDNA 18S de
hydrophilaATCC 7966; Canaleta 2, geadyRI::Gm deA. hydrophilamutante
029-11; Canaleta 3, geadyRI::Gm’ deA. hydrophilamutante 029-24; Canaleta
4, gene ahyRIl::Gm' de A. hydrophila mutante 029-2; Canaleta 5, gene
ahyRI::Gm' de A. hydrophilamutante 029-3; Canaleta 6, Bran&@analeta 7,
vazia; Canaleta 8, Marcador DNadder 100 pb (Promega).

Os mutantesA. hydrophila 029-11 e 029-25 foram obtidos por
eletroporacdo e os mutantes 029-2 e 029-3 foram obtidos por conjugacdo. Em
ensaio de estrias cruzadas, os mutantes 029-11, 029-2 e 029-3, foram incapazes de
induzir a producéo de violaceina pela monitGraviolaceumCV026, indicando
gue ndo produzem AHLs. Entretanto, durante cinco dias de ensaio de estabilidade,
as estirpes voltaram a produzir AHL e perderam a capacidade de crescer em
gentamicina. A amplificacdo dos genebyR e ahyl das estirpes mutantes
revelaram que os genes estavam intactos (Figura 11). Avaliagdo posterior mostrou
que o vetor pSUP202 AahyRt:Gm, permaneceu replicando nas estirpes mutantes.
Embora o vetor pSUP202 n&o tenha sido suicid&®ehydrophilaEmbrapa 029,
este vetor foi usado em experimentos de mutagdoAcdmgdrophila(MORAL et
al., 1998) e emA. salmonicidasubsp.AchromogenefSCHWENTEIT et al.,

2011), onde se comportou como suicida.
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Figura 11- Confirmacdo da amplificacdo dos geadyl e ahyRpor eletroforese
em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1, Marcador der 100 pb (Promega);
Canaleta 2ahyl de A. hydrophilaEmbrapa 029; Canaleta 3, gealeyl de A.
hydrophilamutante 029-11; Canaleta 4, gextgyl de A. hydrophilamutante 029-
2; Canaleta 5, genahyl de A. hydrophilamutante 029-3; Canaleta 6, Branco;
Canaleta 7ahyRde A. hydrophilaEmbrapa 029; Canaleta 8, gesigyR de A.
hydrophilamutante 029-11; Canaleta 9, gayRdeA. hydrophilamutante 029-
2; Canaleta 10, gerahyRdeA. hydrophilamutante 029-3; Canaleta 11, Branco.

4.4. Estabilidade das estirpes dé. hydrophila mutantes com sistema

quorum sensing comprometido

Apoés a realizacdo do teste de estabilidade, que consistiu em cultivar os
mutantes por 15 dias, com repiques sucessivos em caldo Luria agigho de
antibiotico, apenas as estirpgshydrophilamutantestahyl029-8, 029-14 e 029-

21 foram capazes de crescer em caldo Luria acrescido de 25 figemtamicina.
Estes mesmos mutantes mantiveram também a capacidade de n&o induzir a estirpe

monitoraC. violaceumCV026 apos 48 h de incubacéo a 30 °C.
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4.5. Confirmacdo do género Aeromonas por rDNA16S e da
interrupgdo do geneahyl nas estirpes mutantes e avaliagdo da

transcricdo dos geneshyl eahyR

O DNA total deA. hydrophilamutantesaahyl 029-8, 029-14 029-21 foi
extraido para a confirmacéo da espécie por sequenciamento do gene que codifica
o rDNA 16S e da amplificagéo do gealeyl interrompido por reacdo de PCR. A
amplificagdo do rDNA 16S utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos
para A. hydrophila nestas estirpes (Figura 12), confirmam a identidade dos

mesmos comé. hydrophila

Figura 12— Amplificacdo do gene rDNA 168. hydrophilaselvagem Embrapa
029 e mutantesaahyl por eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1, rDNA
16S deA. hydrophila029; Canaleta 2, rDNA 16S @e hydrophilamutanteAahyl
029-8; Canaleta 3, rDNA 16S de hydrophilamutanteAahyl 029-14; Canaleta

4, rDNA 16S deA. hydrophilamutanteAahyl 029-21; Canaleta 5, Branco rDNA
16S; Canaleta 7, Marcador DNadder 1 kb Gene Rulé! (Fermentas).

A analise de sequenciamento seguido por comparacao das sequéncias no
programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mostrou que os mutaAtes
hydrophila029-8, 029-14 e 029-21 apresentam 99 % de identidade com a estirpe
A. hydrophilaATCC 7966. Entretanto, a interrup¢cde ahyl com o gene que
confere resisténcia a gentamicina (néo foi confirmada nos trés mutantes. Por

analise eletroforética do produto de PCR, utilizando como molde o DNA total dos
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mutantes e os oligonucleotideakylXba D e ahylSal R, ndo foi possivel
observar o fragmento de 1449 pb correspondente a interrupcdo dahgéoem

o gene Grh(ahyl::Gm) (Figura 13) Foi observado apenas o fragmento de 577 pb
correspondente ao gemdyl intacto (Figura 18 Em nenhum dos mutantes foi
observado o fragmento de 872 pb correspondente ao geén&iguna 13) quando
utilizado como oligonucleotideos iniciadorgem-Cld D e gem-Cld R e as

condicOes da reacdo de PCR descritas no item 3.4.1.

1 234567 8910111213

i ==-1000 pb
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Figura 13- Amplificacédo dos geneshyl e Gn deA. hydrophilaEmbrapa 029 e

de mutante\ahyl por eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1, gene
ahyl deA. hydrophila029; Canaleta 2, geradyl de A. hydrophilamutanteAahyl
029-8; Canaleta 3, gerahyl A. hydrophilamutanteAahyl 029-14; Canaleta 4,
geneahyl A. hydrophilamutanteAahyl029-21; Canaleta 5, Branahyl; Canaleta

6, vazia; Canaleta 7, gene Gpurificado; Canaleta 8, controle negativo Giel

deA. hydrophila029; Canaleta 9, ger@gm’ de A. hydrophilamutanteAahyl 029-

8; Canaleta 10, gene Grde A. hydrophilamutanteAahyl 029-14; Canaleta 11,
gene Grhde A. hydrophilamutanteAahyl 029-21; Canaleta 12, Branco Gm
Canaleta 13, Marcador DNladder 1 kb Gene Rulél! (Fermentas).

Quando as condi¢cbes da PCR foram alteradas para a amplificacdo do gene
Gm/, com diminuicdo da temperatura de anelamento para 55 °C e aumento do
tempo de extensdo para 2 min, foi possivel observar a presenca do fragmento de
872 pb correspondente ao gene 'Gmo genoma do mutantaahyl de A.
hydrophila029-14 (Figura 14).
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Figura 14— Confirmacdo da amplificagdo do gene 'Gem A. hydrophila
mutantes Aahyl por eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1, Marcador
DNA ladder 1 kb Gene Rulél (Fermentas); Canaleta 2, gene 'Gmarificadg
Canaleta 3, controle negativo do geBa’ em A. hydrophila029; Canaleta 4,
controle negativo do ger@m’ emA. hydrophilal6, Canaleta 5, ger@m' deA.
hydrophilamutanteAahyl 029-8; Canaleta 6, gene GdeA. hydrophilamutante
Aahyl 029-21; Canaleta 7, gene Gue A. hydrophilamutanteAahyl 029-14
Canaleta 8, Branco Gm

O fragmento correspondente ao gemieyR de 783 pb, presente nos
mutantes ndo variou de tamanho quando comparado a estirpe seldagem
hydrophila029 (Figura 15). A andlise de sequenciamento do gkyR seguida
de comparacao das sequéncias no programa BLAST mostrou queahgRdes
mutantesA. hydrophila029-8, 029-14 e 029-21 apresentam 100, 99 e 100 % de
identidade com o geneahyR da estirpe A. hydrophila Embrapa 029,
respectivamente. Também n&o foi possivel verificar a insercdo do geneaGm
regido que compreende os gers#s/R e ahyl juntamente com suas regioes
promotoras. Foi observado nos mutantes, um fragmento correspondente aos genes
ahyR| de 1972 pb, conforme observado na estAkpdéydrophila029 selvagem
(Figura 15). Nao foi observada a presenca do genen@megido promotora dos
genesahyRIl das estirpes mutantes. hydrophila029-8, 029-14 e 029-21 por
analise de sequenciamento do seguido por comparacdo das sequéncias no
programa BLAST. Alteracdo na sequéncia de nucleotideos que compreendem o
box de ligagdo de AhyR nao foi verificada quando comparada as sequéncias das
estipes mutantes e selvagemAdéhydrophila Entretanto, foi possivel obsenaar
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insercdo ou substituicdo de alguns nucleotideos da regido entre osalggRes

nos mutantesA. hydrophila 029-8 e 029-14. Provavelmente, estas alteracdes
possam interferir na transcricdo dos geabgl e ahyR mas nédo explicam a
manutencao da resisténcia a gentamicina. Estes resultados indicam a integridade
dos genesihyl, ahyRe regido entre os genakyRIo que n&do explica a perda da
capacidade de produzir AHL, observada nestes mutantes. Esta incapacidade de
produzir AHL no mutante 029-14 foi confirmada por RT PCR pois ndo foram
detectados o0s respectivos transcritos, uma vez que ndo pode ser verificada a
presenca de bandas referentes a esses genes, apos reacdo de PCR utilizando como
molde cDNA da estirpe (Figura 16 e 17). Pelo fato dos genes permanecerem
intactos, os mutantes serdo chamados de mutantes com o sjgat@oma sensing

comprometido, ou seja, mutantes QS.
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Figura 15— Amplificacdo dos geneahyR e ahyRI de A. hydrophilamutantes
Aahyl por eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Canaleta 1, Marcador DNA
ladder 1 kb Gene Rulé! (Fermentas); Canaleta 2, gemteyRde A. hydrophila

029; Canaleta 3, gerhyR de A. hydrophilamutante 029-8; Canaleta 4, gene
ahyRde A. hydrophilamutante 029-14; Canaleta 5, gaate/Rde A. hydrophila
mutante 029-21; Canaleta 6, BranabyR Canaleta 7, genahyRI de A.
hydrophila029; Canaleta 8, gemmdyRIdeA. hydrophilamutante 029-8; Canaleta

9, geneahyRIde A. hydrophilamutante 029-14; Canaleta 10, getig/RIde A.
hydrophilamutante 029-21; Canaleta 11, BraatyRI

Pela técnica de RT-PCR foi possivel verificar a transcricdo dos gbykes

(Figuras 16) ehyR(Figuras 17) na estirpe selvagé&mhydrophilaEmbrapa 029.
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Apesar da estirpA. hydrophilaATCC 7966 nao produzir AHL e n&o responder a
AHLs sintéticas, foi possivel verificar que os geabgl e ahyRsao transcritos,

pois foram amplificados utilizando o cDNA molde (Figuras 16 e 17). E
importante ressaltar a presenca de duas bandas referentes a amplificacdo do gene
ahyl de A. hydrophilaATCC 7966 (Figura 16), o que sugere a presenca de duas
sintases de AHL. Tal informagé&o ainda né&o foi citada na literatura consultada.

il itk
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Figura 16— Confirmacdo da amplificacdo do gealyl utilizando como molde
cDNA de A. hydrophilaselvagens e mutante por eletroforese em gel de agarose
1,5 %. Canaleta 1, Marcador DNIAdder 100 pb Gene Rul®f (Fermentas)
Canaleta 2, brancahyl, Canaleta 3, branco cDNA. hydrophilaATCC 7966
Canaleta 4, controle positivo @yl utilizando como molde DNA gendmico de
A. hydrophilaATCC 7966 Canaleta 5, genahyl utilizando como molde cDNA

de A. hydrophilaATCC 7966; Canaleta 6, gerahyl utilizando como molde
cDNA deA. hydrophilaATCC 7966; Canaleta 7, branabyl; Canaleta 8, branco
cDNA A. hydrophila Embrapa 029; Canaleta 9, controle positivo ateyl
utilizando como molde DNA gendmico de hydrophilaEmbrapa 029, Canaleta
10, geneahyl utilizando como molde cDNA dA. hydrophila029, Canaleta 11,
vazia; Canaleta 12, branahyl, Canaleta 13, branco cDNA. hydrophila029-

14; Canaleta 14, controle positivo aey! utilizando como molde DNA gendmico
deA. hydrophila029-14; Canaleta 15, geahyl utilizando como molde cDNA de

A. hydrophila029-14; Canaleta 16, Marcador DN#dder 100 pb Gene Rul&Y
(Fermentas). Canaleta a, rDNA 16S utilizando como molde cDNAAde
hydrophilaATCC 7966; Canaleta b, rDNA 16S utilizando como molde cDNA de
A. hydrophilaEmbrapa 029; Canaleta c, rDNA 16S utilizando como molde cDNA
deA. hydrophila029-14; Canaleta d, branco.
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Figura 17— Confirmacao da amplificacdo do gealeyR utilizando como molde
cDNA de A. hydrophilaselvagens e mutante por eletroforese em gel de agarose
1,5 %. Canaleta 1, Marcador DNladder 100 pb Gene Rul&f (Fermentas)
Canaleta 2, brancahyR Canaleta 3, branco cDNA. hydrophilaATCC 7966
Canaleta 4, controle positivo @hnyRutilizando como molde DNA genbémico de
A. hydrophilaATCC 7966; Canaleta 5, geabyRutilizando como molde cDNA
de A. hydrophila ATCC 7966; Canaleta 6, vazia, Canaleta 7, braabgR
Canaleta 8, branco cDNA. hydrophila Embrapa 029; Canaleta 9, controle
positivo de ahyR utilizando como molde DNA gendmicde A. hydrophila
Embrapa 029, Canaleta 10, gealyR utilizando como molde cDNA dé.
hydrophila 029, Canaleta 11, vazia; Canaleta 12, braalbpR Canaleta 13,
branco cDNAA. hydrophila029-14; Canaleta 14, controle positivo deyR
utilizando como molde DNA gendmico de hydrophila029-14; Canaleta 15,
geneahyRutilizando como molde cDNA dA. hydrophila029-14; Canaleta 16,
Marcador DNAladder 100 pb Gene Rul& (Fermentas). Canaleta a, rDNA 16S
utilizando como molde cDNA dA. hydrophilaATCC 7966; Canaleta b, rDNA
16S utilizando como molde cDNA d& hydrophilaEmbrapa 029; Canaleta c,
rDNA 16S utilizando como molde cDNA d&. hydrophila029-14; Canaleta d,
branco.

N&o foi possivel verificar a transcricdo dos geasited e ahyRno mutante
QS 029-14 (Figuras 16 e 17). Este resultado confirma que o sigfieonam
sensingesta inativo na estirp&. hydrophilamutante QS 029-14. A auséncia de
transcricdo dos genedyl e ahyRpode ser atribuida a alguma alteracéo na regiao
promotora ou na regido de ligacdo da RNA polimerase ao DNA, que impeca a
transcricdo destes genes, mesmo que a ndo seja observada nenhuma diferenca no
tamanho do amplicon correspondente a regido promotora. Outra explicagéo para a
inibicdo da transcricdo dos genéyle ahyRna estirpéA. hydrophilamutante QS

029-14, pode ser a necessidade de outros fatores de transcricdo, o que indica que a
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regulacéo do sistenguorum sensing@m A. hydrophilapode ser mais complexa

do que o descrito na literatura. Assim, de alguma maneira, durante o
procedimento de mutacdo, pode ter ocorrido alguma alteracdo neste fator ou
fatores de transcricdo que impediram a transcricdahgée ahyR Em outras
bactérias, a complexidade de regulagdo do sistgo@mum sensingja foi
evidenciada. EnfP. aeruginosao quorum sensing@ composto por dois circuitos
chamados, LasIR e RhlIR. Além desses sistefaaeruginosaambém responde

a 2 heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS), que parece atuar como um elo entre 0s
sistemas LasIR e RhlIR (JAYARAMAN e WOOQOD, 2008). Engrébacterium
tumefaciensa transcricdo do gerteaR que codifica o regulador transcricional,
ocorre na presenca de opinas especificas, denominadas de conjugais (WHITE e
WINANS, 2007). S&do necessarios estudos mais detalhados da regulacdo do
sistemaquorum sensingm A. hydrophilaEmbrapa 029 para elucidar e explicar

0s resultados encontrados.

4.6. Avaliacdo da producédo de AHLs porA. hydrophila sdvagem e

mutantes

Quando analisada por cromatografia em camada fina, a presenca de AHLs
foi detectada apenas no extrato da estirpe selvagemdrophilaEmbrapa 029,
enguanto os extratos dos mutan@s 029-8, 029-14 e 029-21 ndo induziram a
producdo de violaceina ef. violaceumCV026 (Figura 18). A concentracdo
minima de 1 uM de C6-AHL é capaz de induzir a estirpe montokaolaceum
CV026, conforme informado por Maria Emilene Martino Campos-Galvao
possivel sugerir que as AHLs presentes no extrata tigdrophilaEmbrapa 029
possuem de quatro a seis carbonos.

Segundo Swift et al. (1997), a principal molécula sinalizadora produzida
por Ahyl é a butanoil-homoserina lactona (C4-AHL), adicionalmente, uma
segunda molécula, sintetizada em menor concentracdo foi identificada como

hexanoil-homoserina lactona (C6-AHL). Resultado semelhante foi encontrado por

! Informacdo obtida por comunicacdo pessoal com Maria Emilene MartinpdSa@alvao,
doutoranda em Microbiologia AgricolaUFV, em Outubro de 2011.
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Chan et al. (2011), que verificaram qG4-AHL e C6-AHL s&o as principais
moléculas sinalizadoras produzidas por 22 isolados clinicos de espécies de
Aeromonas Além disso, esses autores verificaram em 10 isoladosA.de
hydrophila a presenca de uma supo$gentanoil-homoserina lactona (C5-
AHL) e, em um dos isolados, néo foi verificada a presenca de C6-AHL (CHAN et
al., 2011).

Figura 18— Cromatografia em camada fina (TLC) de extratos de AHLAde
hydrophilaselvagem e mutantes. Canaleta 1, Hexanoil homoserina lactona 0,1 mg
mL™ (6 uL); Canaleta 2, butanoil-homoserina lactona Imhg (6 pL); Canaleta

3, Extrato de AHL dé\. hydrophila029 (60 uL); Canaleta 4, Extrato de AHL de

A. hydrophila mutante 029-8 (60 pL); Canaleta 5, Extrato de AHL Ale
hydrophilamutante 029-21 (60 uL); Canaleta 6, Extrato de AHIAdRkydrophila
mutante 029-14 (60 pL).

4.7.Atividade proteolitica

A atividade de gelatinase, determinada pela capacidade de liquefazer o
meio contendo 12 % de gelatina como agente solidificante, foi constatada nas
estirpesA. hydrophilaEmbrapa 029 e ATCC 7966 cultivadas em meio gelatina
acrescido ou ndo de 20 uM de C4-AHL. Destaca-se que a hidrolise da gelatina foi
detectada apos o periodo de incubacédo de 48 e 72 h pelas estirpes 029 e ATCC
7966 deA. hydrophila respectivamente. A capacidadeAdenydrophilahidrolisar
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a gelatina esta registrada no Manual de Bergey (MURRAY et al., 1983). As
estirpes dé\. hydrophilamutante€QS 029-8, 029-14 029-21 n&o foram capazes

de hidrolisar a gelatinapds 7 dias de incubacdo a 30 °C. Este fenotipo néao foi
revertido em cultivo na presenca de C4-AHL sintética, o que pode ser explicado,
pelo fato de nao ter havido transcricdo do gahgR e, consequentementa,
proteina AhyR nos mutantes.

A atividade proteolitica em agar PCA suplementado com 2 % de leite em
po desnatado foi verificada apenas nas estirpes selvagews dgdrophila
Embrapa 029 e ATCC 7966 apds 24 h de incubacdo &€.3Pdtle-se constatar
que o halo de hidrélise da caseina do leite foi consideravelmente maior na estirpe
Embrapa 029 que na estirpe ATCC 7966 (Figura 16 B A). Esta menor
atividade proteolitica foi confirmada pela técnica quantitativa (Tabela 5) e pode
estar associada a incapacidade da estirpe ATCC 7966 de produzir AHL. O halo de
hidrélise da caseina ndo foi verificado ao redor da colonid.deydrophila
mutante QS 029-14, mesmo apos 72 h de incubacdo (Figura 19 D) e a
guantificacdo da atividade proteolitica resultou em valores muito baixos (Tabela
4). Os mutante)S de A. hydrophila 029-8 e 029-21 apresentaram halo de
hidrélise da caseina do leite ap6s 48 h de incubacédo (Figura 19 C e A9 E).
estirpeA. hydrophilamutanteQS 029-8apresentou, com 48 h de incubacéo, um
pequeno halo de hidrolise da caseina circundando a colénia (Figura 19 C) e
apresentou valores de atividade proteolitica especifica semelhantes a estirpe
selvagem (Tabela 5). A estirpe mutaAtehydrophilaQS 028-21 que apresentou
valores de atividade proteolitica especifica alta quando comparada a estirpe
selvagemA. hydrophila Embrapa 029 (Tabela 5). A presenca de atividade
proteolitica nas estirpes. hydrophilaQS 029-8 e 029-21 e auséncia de atividade
proteolitica na estirpA. hydrophilaQS 029-14, mostram que estes mutantes se
comportam de maneiras distintas e que provavelmente, a mutacdo no sistema
qguorum sensingocorreu de forma diferente nas trés estirpes, mesmo sendo
utilizada a mesma estratégia experimental.

A adicdo de 20 uM C4-AHL ndo restaurou a atividade proteolitica das
estirpes mutantes em placas contendo agar PCA acrescido de 2 % de leite
desnatado. A adicdo de extrato de AHL da estirpe selvafermydrophila
Embrapa 029 provocou resultado falso positivo, pela presenca de hidrélise da
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caseina ocasionada pelo extrato utilizado como controle negativo. A auséncia de

reversao esta relacionada a incapacidade dos mutantes de sintetizar AhyR.

Figura 19 - Atividade proteolitica de culturas Ae hydrophila selvagens e
mutantes QS em placas contendo agar PCA suplementado com 2 % de leite em po
desnatado (LDR), incubadas a 30 °C por 72 hAA)ydrophilaATCC 7966; (B)

A. hydrophilaEmbrapa 029; (CA. hydrophila029-8; (D)A. hydrophila029-14

(E) A. hydrophila029-21.

Tabela 5- Namero de células e quantificacdo da atividade proteolitica de culturas
deA. hydrophilaselvagens e mutantes QS em meio TYEP acrescido de cloreto de
calcio incubadas a 30 °C por 42 h.

Estirpes N° células Atividade Atividade proteolitica
UFC mL™? proteolitica (U h™) especifica

029 1,9x 10 2,9 2,9

ATCC 7966 8,0 x 16 0,66 1,57

029-8 QS 3,4x 16 0,45 2,51

029-14 QS 5,6 x 1¢ 0,28 0,95

029-21 QS 1,3x 16 2,6 3,8

As estirpes selvagens/e hydrophilamutante QS 029-2foram capazes
de coagular o LDR 12 % ap0s 24 h de incubacdo a 30 ° C (Figura 20). A
coagulagcéo pela estirpe selvagédmhydrophila029 foi tdo intensa que restou
apenas o soro do leite apos 72 horas de incubacao (Figura 20 A). Os mutantes QS

029-8e 029-14 nédo foram capazes de coagular o LDR 12 % mesmo apos 72 h de
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incubagéo (Figura 20 C e 20).CEste resultado confirma que os mutantes se
comportam de maneira distinta, indicando que a mutacédo pode ter ocorrido de

maneira diferente nos trés mutantes.

Figura 20— Coagulacdo do leite desnatado reconstituido (LDR) 12% por de
culturas deA. hydrophilaincubadas a 30 °C por até 72 h. (A) hydrophila
Embrapa 029 apés 24 h de incubacao;AB)ydrophilaATCC 7966 apés 24 h de
incubacdo; (C)A. hydrophila 029-8 QS ap6s 72 h de incubacédo; (D8.
hydrophila 029-14QS apés 72 h de incubacéo; (B) hydrophila029-21 QS

apos 24 h de incubacéo.

A auséncia de atividade proteolitica nas estirpes. dgdrophilamutantes
QS 029-14 indica que este fenotipo pode ser reguladogporum sensingou
pelo mesmo fator ou por fatores que regulam a expressdo dosaggheshyR
Um fato importante observado € que a estkpbydrophilaATCC 7966, mesmo
com o sistemauorum sensinggomprometido, apresenta atividade proteolitica.
Diversos autores relataram a perda da atividade proteolitica em mutamtes de
hydrophila com o sistemauorum sensingomprometido (SWIFT et al., 1999;
Bl, LIU e LU, 2007; KHAJANCHI et al., 2009). ErA. hydrophilaAH-1N ahy!
negativo, a adicdo de C4-AHL exdgena, permitiu a restauracdo da atividade de
exoproteases (metaloprotease e serinoprotease), observada em zimograma de
caseina e gelatina e por quantificacdo da atividade proteolitica (SWIFT et al.,
1999). A adicédo de 20 uM de C4-AHL exdgena foi capaz de restaurar a atividade
proteolitica deA. hydrophilaSSU AahyRIahyR (KHAJANCHI et al., 2009).
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Atividade proteolitica também foi constatada na estirpe selvafjem
hydrophila Embrapa 029, em zimograma contendo 0,2 % de azocaseina,
caracterizada por uma banda clara (Figura 21). A protease flaorescens
usada como controle positivo, possui massa molecular de, aproximadamente 50
kDa e assim, € possivel inferir que a protease da estirpe sely¥adgmrophila
Embrapa 029, possui massa molecular menor, cerca de 30 kDa. Confirmando os
resultados obtidos anteriormente, ndo foi possivel verificar atividade proteolitica
no sobrenadante livre de células da estikpaydrophilamutanteQS 029-14 em
zimograma (Figura 21).

Por zimograma nao foi detectada a atividade proteaétn A. hydrophila
ATCC 7966, verificada anteriormente pelos métodos de hidrolise da gelatina e
caseina do leite, da coagulacdo do leite e pela quantificacdo da atividade
proteolitica em meio TYEP acrescido de 0,25% de £4CM (Figura 21).
Possiveis explicacbes para a nao deteccdo da atividade proteolitica no
sobrenadante da cultura e hydrophilaATCC 7966 pelo zimograma seriam o
fato da protease dessa estigstar ligada a membrana, ou por ndo ser renaturada
corretamente na etapa executada com esta finalidade, indicado uma protease mais
sensivel do que a da hydrophilaEmbrapa 029. Outra possibilidade é a de que,
por ter menor atividade proteolitica, a concentracdo do sobrenadante daAcultura
hydrophila ATCC 7966 usado na aplicacdo do gel ndo seja suficiente para a
deteccao de hidrélise em zimograma.

Lynch e colaboradores (1999) verificaram, em zimograma de caseina e
gelatina, a presenca de uma possivel serinoprotease, de aproximadamente 60 kDa,
no sobrenadante da estirpe selvagerhydrophilaAH-1N que nao foi detectada
no sobrenadante da estirpe mutaktéydrophilaAH-1N ahyl-6. A incapacidade
de produzir protease pelo mutante foi revertida na presenca de 5 uM de C4-AHL.
No sobrenadante filtrado d& hydrophilaSSU e do mutanté\. hydrophilaSSU
AahyRI complementado comahyR e ahyl™ foi verificado, em zimograma de
caseina, a presenca de trés bandas com atividade proteolitica, correspondente a
proteinas de 61, 52 e 19 kDa (KHAJANCHI et al., 2009). A protease de 61 kDa
foi identificada como uma metaloprotease, mas a natureza das proteases de 52 e
19 kDa nao foi determinada. No sobrenadante da estirpe métahtedrophila
SSUAahyRI, ndo foram verificadas as proteases de 61 e 52 kDa (KHAJANCHI et
al., 2009).
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Figura 21 - Zimograma em SDS-PAGE 12 % utilizando como substrato 2 % de
azocaseina. (1) Sobrenadante livre de célulasPdefluorescens041 (2
sobrenadante livre de células AlehydrophilaEmbrapa 029 (10 pg de proteinas);
(3) sobrenadante livre de células e hydrophila ATCC 7966 (10 pg de
proteinas); (4) sobrenadante livre de célulagdeydrophila029-14QS (10 ug

de proteinas).

4.8. Atividades amilolitica, hemolitica e lipolitica

As estirpes selvagens e mutantes foram capazes de hidrolisar o amido,
apos 24 h de incubacédo a 30 °C (Figura 22). A capacidade Hdgdrophila
hidrolisar o amido esta registrado no Manual de Bergey (MURRAY et al., 1983),
e o resultado obtido sugere que o sistgo@rum sensingéo regula a expressao
de genes relacionados com a atividade amilolitica. Resultados diferentes foram
encontrados por Bi, Liu e Lu (2006) que verificaram Qudrydrophilamutante
ahyRn&o produziu quantidades detectaveis de amilase.

A B-hemodlise, verificada pela presenca de halo claro ao redor das colonias,
cultivadas em &gar sangue, foi verificada nas estirpes selvagens e métantes
hydrophila029-8QSe A. hydrophila029-21QS, apds 48 h de incubacéo a 25 °C.

Na estirpe mutant&. hydrophila029-14QS"™ n&o foi possivel verificar a presenga
de B-hemodlise. Este resultado reforca que os mutantes apresentam caracteristicas

distintas, indicando que a mutacdo pode ter ocorrido de maneira difekente.
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regulacdo da atividade de B-hemolise pel@uorum sensingavia sido considerada

por Bi, Liu e Lu (2006) que verificaram que o mutaaityRde A. hydrophilando
produziu quantidades detectaveis de hemolisinas. A hemolisina é uma importante
toxina secretada poA. hydrophila que contribui para a sua patogenicidade
(SINGH et al., 2009). Analise da sequéncia do genomA. deydrophilaATCC

7966 revelou a presenca de cinco genes que codificam hemolisinas, sendo trés
genes de hemolisinas, um gene de hemolisina termoestavel e um gene de
hemolisina Ill. Uma hemolisina de 68 kDa foi verificada &nhydrophilaAN14

(SINGH et al., 2009). Segundo Pandey, Naik e Dubey (2818ydrophilaAN4

possui atividade de p-hemdlise ocasionada por uma hemolisina de 50 kDa.

Figura 22- Atividade amilolitica de culturas de hydrophilaem placas contendo
agar amido, incubadas a 30 °C por até 48 h e reveladas com lugd\. (A)
hydrophilaATCC 7966; (B)A. hydrophilaEmbrapa 029; (CA. hydrophila029-8
QS:; (D) A. hydrophila029-14QS; (E) A. hydrophila029-21QS.

Atividade lipolitica em agar Tween 80 foi verificada nas estirpes selvagens
e mutante€Sapos 48 h de incubacédo a 30 °C (Figura 23) e sugere que 0 sistema
guorum sensingu o fator ou os fatores que regulam a expressao dosajgries
ahyR n&o regulam genes relacionados a atividade lipolitica.

Analise da sequéncia do genomaAdénydrophilaATCC 7966 depositada
no banco de dados NCBI revelou a presenca de seis genes que codificam lipases,
sendo trés genes de possiveis esterase/lipase, um gene de lipase, um gene de
lipase transmembrana e um gene de lipase extracelular. A presenca de atividade
lipolitica em estirpes deAeromonasé relatada (ANGUITA, APARICIO e
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NAHARRO, 1993; CHUANG et al, 1997; NEELAMBARI et al., 2011).
Neelambari et al. (2011) detectaram e purificaram uma lipase de 34 kDa
produzida porA. hydrophilaisolada de ambiente marinho. Nao ha, na literatura
consultada, evidéncias de que esta atividade hidrolitica seja regulada pelo sistema

quorum sensingmA. hydrophila

Figura 23— Atividade lipolitica de culturas d&. hydrophilaem placas contendo
agar Tween 80, incubadas a 30 °C por 72 hA(AJydrophilaATCC 7966; (B)A.
hydrophilaEmbrapa 029; (CA. hydrophila029-8QS; (D) A. hydrophila029-14
QS:; (E) A. hydrophila029-21QS.

4.9. Avaliagao da motilidade

A motilidade tipo swimmingfoi verificada no selvagemi\. hydrophila
Embrapa 029 em caldo Luria acrescido de 0,3 % de agar, apos 24 h de incubacao
a 30 °C (Figura 24 B)As estirpes mutante®S 029-8 e 029-21 possuem a
motilidadeswimming(Figura 24 C e 24 E) enquaro hydrophilaATCC 7966 e
o mutanteQS 029-14 ndo apresentaram esta motilidade caracteristica, mesmo
apos 72 h de incubacgéo a 30 °C (Figura 24 A e 24 D). Estes resultados confirmam
que os trés mutantes possuem caracteristicas difereEntes. hydrophilaATCC
7966 foi demonstrada a presenca de genes que codificam proteinas para o flagelo
lateral, que ndo resulta neste tipo de motilidade (KHAJANCHI et al., 2009). A
adicao de 20 uM de C4-AHL e extrato de AHL da estirpe selvagem néo induziu a
motilidade swimmingna estirpeA. hydrophilaATCC 7966 e nem na estirge
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hydrophila mutanteQS 029-14. A auséncia de motilidaggimmingna estirpe
mutanteA. hydrophila029-14QS indica que o sistemguorum sensingu 0S
fatores que regulam a expressao dos gehgle ahyRpodem estar envolvidos na
regulacdo desta motilidade. Resultados diferentes foram apresentados por
Khajanchi et al. (2009) que ndo observaram diferengcas nas motilglaitiesing

e swarmingdo mutanteA. hydrophilaSSU AahyRI. Kozlova e colaboradores
(2008) verificaram motilidadswimmingreduzida emA. hydrophilaSSU luxsS,
incapaz de sintetiza Al-2, quando comparado a estirpe selvagem e a estirpe

mutante complementada com o géne&s

Figura 24 - Motilidadeswimmingem &gar Luria 0,3 % por estirpes de
hydrophila selvagem e mutantes apés 48 h de incubacdo a 30 °CA.(A)
hydrophilaATCC 7966; (B)A. hydrophilaEmbrapa 029; (CA. hydrophila029-8
QS; (D) A. hydrophila029-14QsS; (E) A. hydrophila029-21QsS.

4.10. Formacao de biofilmes em cupons de aco inoxidavel

As estirpes deA. hydrophila selvagem Embrapa 029, ATCC 79@é6
mutanteQS de 029-14 foram capazes de aderir aos cupons de ac¢o inoxidavel a
partir do tempo inicial de inoculacdo com in6culo padronizado (Figura 25). Com
o aumento do tempo de incubacao foi possivel constatar a formacao de biofilmes
por A. hydrophilaEmbrapa 029 e ATCC 7966, enquanto a estirpe mutante QS
029-14 apresentou um baixo numero de células aderidas (Figura 25). A
capacidade de formacéao de biofilme em cupons de agh. frydrophila apés 24
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h de cultivo em leite desnatado a 7 e 18 °C foi registrada na literatura por Boari et
al. (2009).

Tempo A. hydrophila 029 A. hydrophila A. hydrophila 029-14
ATCC7966

Oh

24 h

48 h

72 h

Figura 25 - Micrografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia de biofilmes
formados porA. hydrophilaselvagem e mutante em cupons de aco inoxidavel
imersos em TYEP, a 30 °C, no periodo de 0 a 72 h de incubacéo, corados com
laranja de acridina. Aumento de 1000 vezes.

A diferenca na contagem do numero de células viaveis nos biofilmes
formados pelas estirpes selvagena. hydrophilamutante QS 029-14 aderidas
nos cupons incubados em caldo TYEP foi, de até dois ciclos logaritmicos (Figura
26). A diferenca no namero de células aderidas foi ctadstaambém quando

cupons de aco inoxidavel foram observados ao microscopio de epifluorescéncia
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(Figura 25) e por microscopia confocal (Figura 27). Células das estirpes selvagens
deA. hydrophilaapresentaram maior frequéncia de aglomerados (Figura 25 e 27).
Esta maior adesdo das estirpes selvagens foi observada até as 72 h de incubacao
(Figura 25).

O fato da estirpéA. hydrophilamutante QS 029-14, que ndo acumula
AHL, ter apresentado uma menor adesé&o e nao ter formado aglomerados celulares
mais espessos até 72 h de incubacdo confirma a regulacdo da formacédo de
biofilmes pelo sistemguorum sensingdm fato importante observado foi que a
estirpe selvagem. hydrophilaATCC 7966, apesar de possuir o sistequarum
sensingcomprometido, apresentou numero de células aderidas muito semelhante
ao da estirpe selvagefn hydrophilaEmbrapa 029, indicando que a formacéo de

biofilmes pode ser regulada por outros fatores além do sisgeonam sensing

=
o
)
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0 12 24 36 48 60 72
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Figura 26 - Logaritmico de UFC rilldas estirpes selvagens e mutanteAde
hydrophila plancténicas e aderidas a cupons de aco inoxidavel, cultivadas em
TYEP a 30 °C por até 72 h¢- A. hydrophilaEmbrapa 029 plancténicali- A.
hydrophilaATCC 7966 plancténica.a- A. hydrophila029-14QS planctonica, -

x- A. hydrophilaEmbrapa 029 aderida\—-A. hydrophilaATCC 7966 aderidae-

A. hydrophila029-14QS aderida.
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Figura 27 - Micrografias obtidas por microscopia confocal de biofilmes formados
por A. hydrophilaselvagem (A) e mutante QS 029-14 (B) em cupons de aco
inoxidavel imersos em TYEP e incubados a 30 °C por 48 h, corados com iodeto
de propidio e diacetato de fluoresceina.

Lynch et al. (2002) avaliaram a capacidadeAdéydrophilaAH-1N em
formar biofilmes em uma camara de fluxo continuo com mutantes isogéhigdos
e ahyR O mutanteahyl, que ndo produz C4-AHL, ndo foi capaz de formar um
biofilme maduro. A alteracdo na diferenciacdo do biofilme do mutamgé foi
parcialmente restaurada pela adicdo de C4-AHL exdgena. N&o foram observadas
diferencas na formacéo de microcoldnias pelo mutmy&quando comparado a
estirpe selvagem e houve um aumento de cerca de 80 % na superficie de
coberturaA. hydrophilaSSU incapaz de sintetizar Al-2, também apresentou uma
arquitetura e dinamica alteradas da formacéo de biofilmes (KOZOLOVA et al.,
2008). Em duplo mutantenockoutAahyRIdeA. hydrophilaSSU, a formacéo de
biofilme em superficie sdlida foi significativamente menor quando comparado a
estirpe selvagem (KHAJANCHI et al., 2009).

4.11. Eletroforese e sequenciamento de proteinas

E possivel observar diferencas no proteoma extracelular das estipes de
hydrophilaEmbrapa 029, ATCC 7966 e mutante QS 029-14 (Figura 28). O maior
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namero de proteinas observadas em SDS-PAGE no sobrenadante livre de células
das estirpes selvageAs hydrophilaEmbrapa 029 @&. hydrophilaATCC 7966
sugerem que o sisteng@orum sensingsta envolvido na regulacdo da producéao
de outras proteinas extracelulares, além da protease. Esta auséncia de bandas na
estirpe mutante QS 029-14 indica a presenca de muitas alteracdes fisiologicas
Uma banda de aproximadamente 31 kDa € observada apenas no sobrenadante
livre de células da estirp&. hydrophilaEmbrapa 029 (Figura 28kga banda
provavelmente corresponde a uma protease, observada no zimograma de
azocaseina. No sobrenadante da estirpe mutante foi observada uma banda muito
intensa de aproximadamente 26 kDa que nédo foi observada nas outras estirpes
avaliadas (Figura 38

Também foi possivel observar expressédo diferencial no extrato de
proteinas intracelulares da estipehydrophila029 selvagem e mutante QS 029-
14 (Figura 29). Este resultado indica que muitas proteinas intracelulares também

sao possivelmente reguladas por QS.

Figura 28— Perfil de proteinas obtidos em gel SDS-PAGE 12 % do extrato
extracelular deA. hydrophila selvagem e mutante, padronizado em 10ug de
proteinas. (M) 6 puL de marcador de ampla faixa (BioRad); (1) sobrenadante livre
de células dé\. hydrophilaEmbrapa 029 (10 ug de proteinas); (2) sobrenadante
livre de células deA. hydrophila ATCC 7966 (10 pg de proteinas); (3)
sobrenadante livre de célulasAlehydrophila029-14QS (10 pg de proteinas).
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Figura 29 - Perfil de proteinas obtidos em gel SDS-PAGE 12 % do extrato
proteico intracelular dé. hydrophilaselvagem e mutante, padronizado em 3pug
de proteinas. (M) 6 uL de marcador de ampla faixa (BioRad); (1) sobrenadante
livre de células deA. hydrophila Embrapa 029 (3 pg de proteinas); (2)
sobrenadante livre de célulasAlehydrophila029-14QS (3 pg de proteinas).

A proteina presente somente no sobrenadante da eAtirpgdrophila
mutante QS 029-14, correspondente a banda indicada pela seta na figura 28, foi
excisada do gel e preparada para a digestéo triptica e andlise dos peptideos por
espectrometria de massa. Também foi preparada para a andlise da sequéncia
amino-terminal pelo método de Edman. Por andlise de espectrometria de massa,
poucos picos foram obtidos (Figura 30). O espectro do pico 850. 4838 (Figura
31), cuja sequéncia obtida foi R L S Y S L P, foi analisada no banco de dados
NCBI pelo programa BLAST e trata-se de proteina de efluxo do tipo ABC,
especifica para macrolidios, Aecaviae.
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Figura 30— Espectro geral obtido da andlise de peptideos tripticos da proteina
presente no sobrenadante da estifpehydrophila mutante QS 029-14 por
espectrometria de massa.
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Figura 31 - Espectro correspondente ao peptideo 850.4838.

O sequenciamento da regido N-terminal da proteina pelo método de
Edman gerou a sequéncia de aminoacidos: NPPFGIGGGHHDPAAGG
N G (Figura 32). A analise desta sequéncia em banco de dados ProtParam

(http://web.expansy.org/cgi-bin/protparam/protparam) revelou tsatate uma
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sequéncia instdvel e com grande numero de residuos apolares. A andlise da
sequéncia em banco de dados BLAST indica a auséncia de residuos congervados
também apresentou similaridade com uma porcao do transportador ABC de
salmonicida As analises sugerem que esta proteina diferencialmente expressa seja
uma porcao do transportador ABC deromonas Entretanto, mais estudos séo
necessarios para se determinar o motivo da presenca de uma porcdo de
transportador ABC no extrato extracelular da estkpdydrophilamutante QS
029-14.

Initial Yield(%): 0.00 Repetitive Yield(%): 176.39
100

LU

Pro

Phe

L IIHH]

Asn

| I||III|

Percent Yield(%)

0.1

LI Illlill

2 llllll]

Gly Gly Gly His His Asp Gly Gly Gly
0.001 ! L ] ] l I ] L 1 | L AE I 1 ] ] I ¢ I |

1 10
Cycle

Figura 32— Grafico com a sequéncia de aminoacidos obtido por sequenciamento
da regido amino-terminal da proteina pelo método de Edman.
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5. Conclusodes

As estirpes mutantes. hydrophila029-8, 029-14 e 029-21, construidos
utilizando como estratégia a mutacéo sitio dirigida, apesar de possuirem os genes
ahyl, ahyRe regido entre os genabyRlintactos, ndo foram capazes de produzir
AHLs, e sdo mutantes com o sistegpaorum sensingcomprometido, ou seja,
mutantes QSAs estirpes mutantes apresentam caracteristicas distigizs indica
que a interrupgéo / integracdo ocorreu de maneira diferente nos tiERaBUA.
hydrophila mutanteQS 029-14 é incapaz de transcrever os geaiss e ahyR
sugerindo a presenca de alguma alteracdo na regido promotora que impeca a
transcricdo destes genes. Pode-se ainda sugerir a necessidade de outros fatores de
transcricdo, o que indica que a regulacdo do sistgmoaum sensingem A.
hydrophilapode ser mais complexa do que o descrito na literatura. A auséncia do
sistemaguorum sensingnos mutantes QS obtidos resultou na perda da atividade
de gelatinase, reducdo ou perda da atividade proteoliticap-lemolise,
motilidade swimminge reducéo da adeséo e formacdo de biofilme, confirmando
gue o sistemguorum sensinduncional ou a presenca do fator ou de fatores de
transcricdo dos geneshyl e ahyR sdo importantes para estes fendétipos Am
hydrophila.Fendtipos como as atividades das enziaragdase e lipases nao foram
alterados nos mutantes, indicando que o sistmmaum sensingao regula estas
atividades hidroliticas erA. hydrophila.A diferenca entre o nimero de proteinas
no sobrenadante livre de células e extrato de proteinas intraceluléekytrophila
selvagenEmbrapa 029 e mutan@S 029-14sugere que 0 sistenggorum sensing
pode estar envolvido na regulacdo de diversas proteinas intraceldares

extracelulares, além das identificadas neste estudo.
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Figura 1- Mapa do vetor pGEfAT Easy (Fonte: Manual Promega).
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5/ G TAM BAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG A
3’ C ATT TTG CTG CCG GTC ACG G6TT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC T
LacZ «— Val Val Ala Leu Ala Leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu

Cirst Eci1 360
Ecosst  AcchSl Eco24] EcoRl
Bamit _ Smal ___Konl  gay Xapl 4%
GG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTIC CTG 3/
CC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA TTA GTA CCA GTA TCG ACA ARG GAC S'
Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr lle Met Thr Met
MIZPUC noverse sequencing primer {28, 17-mex [#50101)

Figura 2— Mapa do vetor puC18/19 (Fonte: Manual Fermentas).
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Figura 3—- Mapa do vetor pMLBAD (LEFEBRE e VALVANO, 2002).

»

Figura 4 - Mapa do vetor  suicida pKNG101 (Fonte:
http://bccm.belspo.be/maps/pkngl01.jpg).
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Figura 5- Mapa do vetor suicida pKD46. Os vetores pKD78 e pKD119, possuem
genes gque codificam resisténcia a cloranfenicol e tetraciclina, respectivamente
(Fonte: http://2008.igem.org/wiki/images/d/d0/PKD46.png).

pSUP202

7830 bp

Figura 6- Mapa do vetor suicida pSUP202 (ROSCHANKI e STRAUCH, 2011).
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ATCC 2 CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA 61

FErrr rrerrrr et et e e e e e e e e e e e e e e e
029 1 CGGCT-ACTCCGTG-CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA 58

ATCC 62 CTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAAC 121

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
029 59 CTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAAC 118

ATCC 122 CTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG 181

FEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrree
029 119 CTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG 178

ATCC 182 TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCCTGG 241

N
029 179 TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG-CCCCCTGG 237

ATCC 242 ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA 301

FEEEEEEEEErr e e e e e e e e e rrrrrrrree
029 238 ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA 297

ATCC 302 GTCCACGCCGTAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCT 361
N N N

029 298 GTCCACGCCGTAACGATGTC-ATTTGGAGGCTGTGTCCTT-AGACGTGGCTTCCGGAGCT 355

ATCC 362 AACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC-—--- AAATGA 416
FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e (N

029 356 AACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA-T-- 412

ATCC 417 ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA 476

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
029 413 -T-GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA 470

ATCC 477 CCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGTGCCTTCGGGAATC 536

N e
029 471 CCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATC 530

ATCC 537 AGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA-GTCCC 595
FErrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e

029 531 AGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC 590

ATCC 596 GCAACGAGCGCAACCCCTG 614

FEEEEEErrr e
029 591 GCAACGAGCGCAACCCCTG 609

Figura 9— Alinhamento entre sequéncias de rDNA 16SAdé&ydrophilaATCC
7966 eA. hydrophilaEmbrapa 029 utilizando primer direto.

ATCC 1 CGGGA-TTA-CCAACATCTTACAGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTIC 58
025 5 COOGACTTACCCAACATCTCAC-CACACGAGCTGACGACAGECATECAGCACCTGTGITC 63
ATCC 59 TGATTCCCGAAGGCACTCCCGTATCTCTACAGGATTCCAGACATGTCAAGGCCAGGTAAG 118
055 64 TGATICCCGAAGECACTCOCECATCICTOCAGOATTCCAGACATOTCAAGGOCAGETAAS 123
ATCC 119 GTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA 178
029 120 GIICITCGCOTICCATCOAATIARACCACATGCTCCACCGCTIGTGCGRRCOCCCETCAR 163
ATCC 179 TTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCT 238
029 184 TTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCT 243
ATCC 239 CCGGAAGCCACGTCTCAAGGACACAGCCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC 298
029 244 COBGAAGCCACOTCTCAAGGACACAGCCTCCARATCGACATCGTITACGRCGTSGACTAC 303
ATCC 299 CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCA 358

029 304 CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCA 363
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Continuagdo da figura 10
ATCC 359 GGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTCACCTGG 418

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
029 364 GGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTCACCTGG 423

ATCC 419 AATTCTACCCCCCTCTACAGACTCTAGCTGGACAGTTTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAG 478

FEErrrrrrrrrrr e e e e e e terr e e e e e e e
029 424 AATTCTACCCCCCTCTACAGACTCT-GCTGGAC-GTTTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAG 481

ATCC 479 CCCGGGGCTTTCACATCTACTTATCCACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAA-TTCC 537

FEErrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e
029 482 CCCGGGGCTTTCACATCTACTTATCCACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAAATTCC 541

ATCC 538 GATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTGCCGGTGCTTCT 597

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
029 542 GATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTGCCGGTGCTTCT 601

ATCC 598 TCTGCGAGTAAACGTCACAGTTGATACGTATA 629

FEEEEErrrr ettt e rrrn
029 602 TCTGCGAGTAA-CGTC-CAGTT-ATACGTATA 630

Figura 10- Alinhamento entre sequéncias de rDNA 16SAdéaydrophilaATCC
7966 eA. hydrophilaEmbrapa 029 utilizando primer reverso.

029 1 GTTCGCGCGCCTCGTCATAGGCACCCTGCAGGGGCTGGCCGACGGCACGGGCGAAACGCT 60

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e
ATCC 590646 GTTCGCGCGCCTCGTCATAGGCACCCTGCAGGGGCTGGCCGACGGCACGGGCGAAACGCT 590705

029 61 CATCCAGATGGAAGCGGATCCCGACCCCGCGCACGGCGCCCAGATCCACCGCCTGGCGGT 120

FEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e
ATCC 590706 CATCCAGATGGAAGCGGATCCCGACCCCGCGCACGGCGCCCAGATCCACCGCCTGGCGGT 590765

029 121 GACCGAGCCGCTCGATGGGCAGGCCGAGACGGCGGAAGATCCGCTCTACCGGCAGGCTGA 180

CErrrrrrer rrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e et e
ATCC 590766 GACCGAGCCGTTCGATGGGCAGGCCGAGACGGCGGAAGATCCGCTCCACCGGCAGGCTGA 590825

029 181 CCACGGCAACCAGTTCGCGGATCCCCTGCGCCTTGGCAAAGGCATAGACCTCGCGGAAGA 240

CErrrrrrrrr e rrrrrrrrrr e e e e et ter e e e e
ATCC 590826 CCACGGCAACCAGCTCGCGGATCCCCTGCGCCTTGGCGAAGGCATAGACCTCGCGGAAGA 590885

029 241 TGATGCAGGTCAGTTCGCTGATGCCGTTGCCGAGCCGGGGGGCCCGTTCGGCATCGATGG 300

FErrrrrrrrrrrr e et e e e e e et et trrr e e e
ATCC 590886 TGATGCAGGTCAGTTCGCTGATGCCGTTGCCGAGCCGGGGAGCCCGTTCGGCATCGATGG 590945

029 301 CGAGGCGGGTCAGCTCCCACACGTCGTTGCTGCGCGGCGGGGCTTCACCGGCGAGGGCGG 360

CErrrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCC 590946 CGAGGCGGGTCAGCTCCCACACGTCGTTGCTGCGCGGCGGGGCTTCACCGGCGAGGGCGG 591005

029 361 TGGGGAAGATGCTGGGCAGCATGTAATCCTGGGCACAGCTGAGCAGACGGATGCAGCCGC 420

CErrrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCC 591006 TGGGGAAGATGCTGGGCAGCATGTAATCCTGGGCACAGCTGAGCAGACGGATGCAGCCGC 591065

029 421 ACAGGCCTTCCTCGTCTTCGATCAGCACCCAGTGGGTATCAGGGGTATCGAAACTGTCCT 480

FCEEEEEE e e et e e e e e e et e e e e e e e e e ey
ATCC 591066 ACAGGCCTTCCTCGTCTTCGATCAGCACCCAGTGGGTATCAGGGGTATCGAAACTGTCCT 591125

029 481 GCTCCAGACCACGGTGGGATTCCACATCCCAGCCGAGGCGATCGGAGAAGACGCGATTGC 540
CErrrrrrer rerrrr et e e e e e e e e e e e e e e

ATCC 591126 GCTCCAGACCGCGGTGGGATTCCACATCCCAGCCGAGGCGATCGGAGAAGACGCGATTGC 591185

029 541 GAAAGCGATAAAGCTCGTTTTCTACCTCCCATCTGGG 577

FEEEEEE R r e e e e e e e e e
ATCC 591186 GAAAGCGATAAAGCTCGTTTTCTACCTCCCATCTGGG 591222

Figura 11— Alinhamento entre sequéncias do geatgyl de A. hydrophila
Embrapa 029 A. hydrophilaATCC 7966.
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029 1 GTTCGCGCGCCTCGTCATAGGCACCCTGCAGGGGCTGGCCGACGGCACGGGCGAAACGCT 60
FErrrrrrerrer e e rrr e e e e et ter e e e e

SSU 610 GTTCGCGCGCCTCGTCATAGGCACCCTGCAGGGGCTGACCGACGGCACGGGCGAAACGCT 551
029 61 CATCCAGATGGAAGCGGATCCCGACCCCGCGCACGGCGCCCAGATCCACCGCCTGGCGGT 120
S50 550 COTCCAGATGGAAGCOEATCCCCACCOCBCaCACGACEcOCAGMICCACCOCTERC0ET 401
029 121 GACCGAGCCGCTCGATGGGCAGGCCGAGACGGCGGAAGATCCGCTCTACCGGCAGGCTGA 180
S50 490 GACCGACCOGCTCGATGEGCAGGOCEAGOLE00BAAGATCCGCTCTACCRCACECTER 431
029 181 CCACGGCAACCAGTTCGCGGATCCCCTGCGCCTTGGCAAAGGCATAGACCTCGCGGAAGA 240
S50 430 CCACGOCAACCAGCTCGOGGATCCCCITCBCCCTEACGAAGGCATAGACCTIORCEERAGA 371
029 241 TGATGCAGGTCAGTTCGCTGATGCCGTTGCCGAGCCGGGGGGCCCGTTCGGCATCGATGG 300
S50 370 TEACGCAGGTCAGCTCACTGACCOCETTOLCCAGGR0GECa0CCETTCECATCRATES 311
029 301 CGAGGCGGGTCAGCTCCCACACGTCGTTGCTGCGCGGCGGGGCTTCACCGGCGAGGGCGG 360
S50 310 CEAGGCEGGTCAGTICCCACACGTCETTOCTECCTERTORECTICGOCEE0CACERCEE 251
029 361 TGGGGAAGATGCTGGGCAGCATGTAATCCTGGGCACAGCTGAGCAGACGGATGCAGCCGC 420
S50 250 TCGGCAAGATOCTGOBCAGCATGTARTCCTRGCACAACTGAGCAGACOARTGCAGCCEE 191
029 421 ACAGGCCTTCCTCGTCTTCGATCAGCACCCAGTGGGTATCAGGGGTATCGAAACTGTCCT 480
S50 190 ACAGGCCTGAGTCGTCITCAATCAGRACCCAGTOBETGICCECACTATCEARACTETCET 131
029 481 GCTCCAGACCACGGTGGGATTCCACATCCCAGCCGAGGCGATCGGAGAAGACGCGATTGC 540
NN

SSU 130 GCTCCAGACCACGGTGAGATTCCACATCCCAGCCGAGGCGATCGGAGAAGACGCGATTGC 71
029 541 GAAAGCGATAAAGCTCGTTTTCTACCTCCCATCTGGG 577

S0 70 GAAAGCCATARAGCTCETTTICTACCTCCCATCIGSS 34

Figura 12— Alinhamento entre sequéncias do geateyl de A. hydrophila
Embrapa 029 A. hydrophilaSSU.

029 1 GTTCGCGCGCCTCGTCATAGGCACCCTGCAGGGGCTGGCCGACGGCACGGGCGAAACGCT 60
FErrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e

AN-1 1 GTTCGCGCGCCTCGTCATAGGCACCCTGCAGGGGCTGGCCGACGGCACGGGCGAACCGCT 60

029 61 CATCCAGATGGAAGCGGATCCCGACCCCGCGCACGGCGCCCAGATCCACCGCCTGGCGGT 120

FEErrrrrrrrrrerrr et r e e e e e e e e
AN-1 61 CATCAAGATGGAAGCGGATCCCCACCCCGCGCACGGCGCCCAGATCCACCGCCTGGCGGT 120

029 121 GACCGAGCCGCTCGATGGGCAGGCCGAGACGGCGGAAGATCCGCTCTACCGGCAGGCTGA 180

FErrrrreer rrrrerrrr e rerr e rrr e e e e e e e e e e e
AN-1 121 GACCGAGCCGTTCGATGGGCAGACCGAGGCGGCGGAAGATCCGCTCTACCGGCAGGCTGA 180

029 181 CCACGGCAACCAGTTCGCGGATCCCCTGCGCCTTGGCAAAGGCATAGACCTCGCGGAAGA 240

FErrrrrrerrer rr rrrrrrr e e e e et rer e e e e e
AN-1 181 CCACGGCAACCAGCTCTCGGATCCCCTGCGCCTTGGCGAAGGCATAGACCTCGCGGAAGA 240

029 241 TGATGCAGGTCAGTTCGCTGATGCCGTTGCCGAGCCGGGGGGCCCGTTCGGCATCGATGG 300

FErrrrrrerrrrrrrr e rrr e e e e e e e trrr e e e
AN-1 241 TGATGCAGGTCAGTTCGCTGATGCCGTTGCCGAGCCGGGGAGCCCGTTCGGCATCGATGG 300

029 301 CGAGGCGGGTCAGCTCCCACACGTCGTTGCTGCGCGGCGGGGCTTCACCGGCGAGGGCGG 360

FErrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AN-1 301 CGAGGCGGGTCAGCTCCCACACGTCGTTGCTGCGCGGCGGGGCTTCACCGGCGAGGGCGG 360

029 361 TGGGGAAGATGCTGGGCAGCATGTAATCCTGGGCACAGCTGAGCAGACGGATGCAGCCGC 420

Crrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e et ter e e e e e e e e
AN-1 361 TGGGGAAGATGCTGGGCAGCATGTAATCCTTGGCACAGCTGAGCAGACGGATGCAGCCGC 420
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Continuacéao
029 421

da figura 13

ACAGGCCTTCCTCGTCTTCGATCAGCACCCAGTGGGTATCAGGGGTATCGAAACTGTCCT

AN-1 421
029
AN-1

029

ACAGGCCTTCCTCGTCTTCGATCAGCACCCAGTGGGTATCAGGGGTATCGAAACTGTCCT

GAAAGCGATAAAGCTCGTTTTCTACCTCCCATCTGGG

5717

AN-1

GAAAGCGATAAAGCTCGTTTTCTACCTCCCATCTGGG

5717

Figura 13- Alinhamento entre sequéncias do geadeyl de A. hydrophila
Embrapa 029 A. hydrophilaAN-1.
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#ATCC7966 rDNAL16S F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21 rDNA16S_F

*

GTG CCA GCA GCC GCG GTAATACGG AGG GTG

GTG - CA GCA GCC GCG NIPA CGG AGG GTG
GTG CCA GCA GCC GCG GTA AJBG AGG GTG
GTG CCA GCA GCC GCG GTA AJBG AGG GTG
GTG CCA GCA GCC GCG GTA ABG AGG GTG

CAA GCG TTA ABGA ATT ACT GGG CGT AAA
CAA GCG TTA ATC GGA ARCT GGG CGT AAA
CAA GCG TTA ATC GGA ATT AGGG CGT AAA
CAA GCG TTAATC GGA ATT AGGG CGT AAA
CAA GCG TTAATC GGA ATT AGGG CGT AAA

GCG CAC GCA GGC GI&IG ATA AGT TAG ATG
GCG CAC GCA GGC GGT TGG ATA A ATG
GCG CAC GCA GGC GGT TGG ATA AGT TAGEA
GCG CAC GCA GGC GGT TGG ATA AGT TAGEA
GCG CAC GCA GGC GGT TGG ATA AGT TAGGA

TGA AAG CCC CGG GCAA CCT GGG AAT TGC
TGA AAG CCC CGG GCT CAATGEGG AAT TGC
TGA AAG CCC CGG GCT CAA CCT G&d TGC
TGA AAG CCC CGG GCT CAACCT G&d TGC
TGA AAG CCC CGG GCT CAACCT G&d TGC

ATT TAAAAC TGT CCA GCT AGAGTC TTG TAG
ATT TAAAAC TGT CCA BAGA GTC TTG TAG
ATT TAAAAC TGT CCAGCTGA GTC TTG TAG
ATT TAAAAC TGT CCAGCTGA GTC TTG TAG
ATT TAAAAC TGT CCAGCTGA GTC TTG TAG

AGG GGG GTAGAATTBEGTG TAG CGG TGA
AGG GGG GTA GAATTC CAG GTG TAGETGA

AGG GGG GTAGAATTC CAG GTG TAG CGEAT
AGG GGG GTAGAATTC CAG GTG TAG CGEAT
AGG GGG GTAGAATTC CAG GTG TAG CGEAT
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Continuacao da figura 14
#ATCC7966_rDNAL16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNAL16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966 rDNAL16S F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21 rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

AAT GCG TAG AGA TGGA GGA ATACCG GTG
AAT GCG TAG AGA TCT GGA GBAA CCG GTG
AAT GCG TAG AGA TCT GGA GGA ATEG GTG
AAT GCG TAG AGA TCT GGA GGA ATEG GTG
AAT GCG TAG AGA TCT GGA GGA ATEG GTG

GCG AAG GCG GCC C@ISTACA AAG ACT GAC
GCG AAG GCG GCC CCC TGG ACA AAGAEAC
GCG AAG GCG GCC CCC TGG ACA AAG ABRC
GCG AAG GCG GCC CCC TGG ACA AAG AERC
GCG AAG GCG GCC CCC TGG ACA AAG AENC

GCT CAG GTG CGA AAG GGGG GAG CAA ACA
GCT CAG GTG CGA AAG CGT GGG GAG ¥

GCT CAG GTG CGA AAG CGT GGG GAG CAA ACA
GCT CAG GTG CGA AAG CGT GGG GAG CAAACA
GCT CAG GTG CGA AAG CGT GGG GAG CAA ACA

GGA TTA GAT AQTG GTA GTC CAC GCC GTA
GGA TTA GAT ACC CTG GBAC CAC GCC GTA
GGA TTA GAT ACC CTG GTA GTEC GCC GTA
GGA TTA GAT ACC CTG GTA GTEBC GCC GTA
GGA TTA GAT ACC CTG GTA GTBC GCC GTA

* * *

AAC GAT GTC GATG GAG GCT GTG TCC TTG
- AC GAT GTC - ATG GAG GCT GTG TCC TT -
AAC GAT GTC GAT TTG GAG GCT GTCCITTG
AAC GAT GTC GAT TTG GAG GCT GT&CITTG
AAC GAT GTC GAT TTG GAG GCT GT&ITTG

AGA CGT GGC TTC C8GC TAA CGC GTT AAA
AGA CGT GGC TTC CGG AGC TB&C GTT AAA
AGA CGT GGC TTC CGG AGC TABCGTT AAA
AGA CGT GGC TTC CGG AGC TABCGTT AAA
AGA CGT GGC TTC CGG AGC TABCGTT AAA

TCG ACC GCC TGGAS®TA CGG CCG CAA GGT
TCG ACC GCC TGG GGA GTA 0@tz CAA GGT
TCG ACC GCC TGG GGA GTA CGQT=CCAA GGT
TCG ACC GCC TGG GGA GTA CQCCAA GGT
TCG ACC GCC TGG GGA GTA CGQT=CCAA GGT

TAA AAC TCA AAT GAATG ACG GGG GCC CGC
TAA AAC TCA AAT GAA TTG ACGGG GCC CGC
TAA AAC TCA AAT GAATTG ACG GGG GCGC
TAA AAC TCA AAT GAATTG ACG GGG GCGC
TAA AAC TCA AAT GAATTG ACG GGG GCGC
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Continuacao da figura 14
#ATCC7966_rDNAL16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14_rDNA16S_F
#A._hydrophila_0221_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNAL16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-14 rDNA16S_F
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F

#ATCC7966_rDNA16S_F
#A._hydrophila_029 rDNA16S_F

ACA AGC GGT GGARSTGT GGT TTA ATT CGA
ACA AGC GGT GGA GCATGTIGGLA ATT CGA
ACA AGC GGT GGA GCA TGT GAITATATT CGA
ACA AGC GGT GGA GCATGT GGIATATT CGA
ACA AGC GGT GGA GCATGT GGIATATT CGA

TGC AAC GCG AAG AAC CTTC@TGG CCT TGA
TGC AAC GCG AAG AAC CTT ACC TGGT TGA
TGC AAC GCG AAG AAC CTT ACGG CCT TGA
TGC AAC GCG AAG AAC CTT ACGG CCT TGA
TGC AAC GCG AAG AAC CTT ACC TGG CCT TGA

CAT GTC TGG AATTGCA GAG ATG CGG GAG
CAT GTC TGG AAT CCT GTAGATA CGG GAG
CAT GTC TGG AAT CCT GTA GABA CGG GAG
CAT GTC TGG AAT CCT GTA GAGA CGG GAG
CAT GTC TGG AAT CCT GTA GAGA CGG GAG

TGC CTT CGG GAAATGAA CAC AGG TGC TGC
TGC CTT CGG GAATCA GAA CAGG TGC TGC
TGC CTT CGG GAATCA GAA CAGBTGC TGC
TGC CTT CGG GAATCA GAA CAGB TGC TGC
TGC CTT CGG GAATCA GAA CAGB TGC TGC

ATG GCT GTC GAGC TCG TGT CGT GAG ATG
ATG GCT GTC GTC AGC TG&T CGT GAG ATG
ATG GCT GTC GTC AGC TCG T@T GAG ATG
ATG GCT GTC GTC AGC TCG T@T GAG ATG
ATG GCT GTC GTC AGC TCG T@3T GAG ATG
*

TTG GGT TAA GTCG CAA CGA GCG CAACCC
TTG GGT TAGTC CCG CAA CGA GCG CAACCC
TTG GGT TAA GTC CCG CAA CGEG CAACCC
TTG GGT TAAGTC CCG CAA CGBG CAACCC
TTG GGT TAAGTC CCG CAA CGBG CAACCC

CTG
CTG

#A._hydrophila_029-08_rDNA16S_F CTG
#A._hydrophila_029-14_rDNA16S_F CTG
#A._hydrophila_029-21_rDNA16S_F CTG

Figura 14— Alinhamento entre sequéncias de rDNA 16SAdéaydrophilaATCC
7966, Embrapa 029 e estirpes mutantes.
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#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08 ahyl_F
#A._hydrophila_029-14 ahyl_F
#A._hydrophila_029-21 ahyl_F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08 ahyl_F
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F
#A._hydrophila_029-21 ahyl_F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14 ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl F
#A._hydrophila_029-14_ahyl F
#A._hydrophila_029-21_ahyl F

#A._hydrophila_029_ahyl_F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14 ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl F
#A._hydrophila_029-14_ahyl F
#A._hydrophila_029-21_ahyl F

#A._hydrophila_029_ahyl_F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14 ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F

#A._hydrophila_029 _ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl F
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F

#A._hydrophila_029_ahyl_F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14 ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F

#A._hydrophila_029_ahyl_F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F
#A._hydrophila_029-21 ahyl_F

* * * * *

GCT GGC CGA CGG @GR CGA AAC GCT CA
GCT GGC CGA CGG CAC @& AAC GCT CCA
GCT GGC CGA AGG CAC GI&85- A? C GCT 2A
GCT GGC CGA CGG CAGEE - AAC GCT CA

* *%

T - C CAG ATG GBRG GAT -CC CGACCC CGC
TCC CAG ATG GAA GCBTXCCC CGA CCC CGC
T - C CAG ATG GAAGGAT -GC CGA CCC CGC
T - C CAG ATG GAAGGAT -CC CGA CCC CGC

* % *

GCA CGG CGC Q& CCA CCG CCT GGC GT

GCA CGG CGC CCAIGICA CCG CCT GGC GGT
GCA CGG CGC TGAG CCC -CG CCT GGC GGT
GCA CGG CGC CCAIGICA CCG CCT GGC GGT

* * *

GAC CGA GCC GTBA TGG GCA GGC CGA GAC
GAC CGA GCC GCT CB2G GCA GGC CGA GAC
GAG CGA GCC GCT O&BG GCA GGC CGA GAG
GAC CGA GCC GCT CB2G GCA GGC CGA GAC

GGC GGA AGA TCCIGLTA CCG GCA GGC TGA
GGC GGA AGA TCC GCTACICG GCA GGC TGA
GGC GGA GGA TCC GCT CI¥G GCA GGC TGA
GGC GGA AGA TCC GCTACICG GCA GGC TGA

CCA CGG CAA CGAT CGC GGATCC CCT GCG
CCA CGG CAA CCATRIGC GGA TCC CCT GCG
CCA CGG CAA CCATIGC GGATCC C-T GCG

CCACGG CAACCAGTT CGC GGATCC CCT GCG

*

CCT TGG CAA AGGTCAGA CCT CGC GGA AGA
CCT TGG CAA AGG CABACCT CGC GGA AGA
CCT TGG CAA AGG CABACCT CGC GGA GGA
CCT TGG CAA AGG CABACCT CGC GGA AGA

TGA TGC AGGATGTT CGC TGA TGC CGT TGC
TGA TGC AGG TGAT CGC TGATGC CGT TGC
TGA TGC AGG TGAT CGC TGA TGC CGT TGC
TGA TGC AGG TGAT CGC TGATGC CGT TGC

CGA GCC GGG GGEM@IT CGG CAT CGATGG
CGA GCC GGG GGG CCC GBG CAT CGATGG
CGA GCC GGG GGG CCC GBG CAT CGATGG
CGA GCC GGG GGG CCC GBG CAT CGATGG

CGA GGC GGG TCAIGICC ACA CGT CGT TGC
CGA GGC GGG TCA GCTCACA CGT CGT TGC
CGA GGC GGG TCA GCTCACA CGT CGT TGC
CGA GGC GGG TCA GCTCACA CGT CGT TGC

TGC GCG GCG GGG CAT CGG CGA GGG CGG
TGC GCG GCG GGG CTT CAEG CGA GGG CGG
TGC GCG GCG GGG CTT CAG CGA GGG CGG
TGC GCG GCG GGG CTT CAG CGA GGG CGG
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Continuacéo da figura 15
#A._hydrophila_029 ahyl F
#A._hydrophila_029-08 ahyl_F
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F
#A._hydrophila_029-21 ahyl F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08 ahyl_F
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F
#A._hydrophila_029-21 ahyl_F

#A._hydrophila_029 _ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F
#A._hydrophila_029-21 ahyl_F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl F
#A._hydrophila_029-14_ahyl F
#A._hydrophila_029-21_ahyl F

#A._hydrophila_029_ahyl_F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14 ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F

#A._hydrophila_029 ahyl F

#A._hydrophila_029-08_ahyl F
#A._hydrophila_029-14_ahyl F
#A._hydrophila_029-21_ahyl F

#A._hydrophila_029_ahyl_F

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F
#A._hydrophila_029-14 ahyl_F
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F

#A._hydrophila_029_ahyl_F

*

TGG GGA AGA TGGA GCA GCA TGT AAT CCT
TGG GGA AGA TGC TGGAGECA TGT AAT CCT
TGG GGA AGA TGC TGGAGECA TGT AAT CCT
TGG GGA AGA TGC TGGAGECA TGT AAT CCT

GGG CAC AGC TGAXGEAC GGA TGC AGC CGC
GGG CAC AGC TGA GCA GBGA TGC AGC CGC
GGG CAC AGC TGA GCA GBGA TGC AGC CGC
GGG CAC AGC TGA GCA GBGA TGC AGC CGC

ACA GGC CTTTCCGT CTT CGA TCA GCA CCC
ACA GGC CTCTCCGT CTT CGA TCA GCA CCC
ACA GGC CTCTCCGT CTT CGATCA GCA CCC
ACA GGC CTT GOGT CTT CGATCA GCA CCC

AGT GGG TAT CBGG TAT CGA AAC TGT CCT
AGT GGG TAT CAG GGGITAGA AAC TGT CCT
AGT GGG TAT CAG GGGIT@GA AAC TGT CCT
AGT GGG TAT CAG GGGIT@GA AAC TGT CCT

GCT CCA GABGSGGT GGG ATT CCA CAT CCC
GCT CCA GAC CBGT GGG ATT CCA CAT CCC
GCT CCA GAC CBGT GGG ATT CCA CAT CCC
GCT CCA GAC CBGT GGG ATT CCA CAT CCC

AGC CGA GGC GBGG AGA AGA CGC GAT TGC
AGC CGA GGC GAT CE8GA AGA CGC GAT TGC
AGC CGA GGC GAT CE8GA AGA CGC GAT TGC
AGC CGA GGC GAT CE8&A AGA CGC GAT TGC

GAA AGC GAT AAAGCGT TTT CTACCT CCC
GAA AGC GAT AAAGCGT TTT CTA CCT CCC
GAA AGC GAT AAAGCGT TTT CTA CCT CCC
GAA AGC GAT AAAGCGT TTT CTA CCT CCC

ATC TGG

#A._hydrophila_029-08_ahyl_F AT - TGG
#A._hydrophila_029-14_ahyl_F AT - TGG
#A._hydrophila_029-21_ahyl_F AT- TGG

Figura 15— Alinhamento entre sequéncias do geaigyl de A. hydrophila
Embrapa 029 e estirpes mutantes utilizando primer direto.

#A._hydrophila_029_ahyl_R
#A._hydrophila_029-8 ahyl_R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21_ahyl_R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21_ahyl_R

*

GCT TCG CAB8G CGT CTT CTC CGATCG CCT
GCT TCGRETCG CGT CTT CTC CGATCG CCT
GCTTCG CT®G CGT CTT CTC CGATCG CCT
GCTTCG CT®G CGT CTTCTCCGATCGCT

CGG CTG GGA T&3A ATC CCACCG TGG TCT
CGG CTG GGA T’GA ATC CCACCG TGG TCT
CGG CTG GGA TGT GFA CCACCG TGG TCT
CGG CTG GGA TGT GE&A CCACCG TGG TCT
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Continuacéo da figura 16
#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14 ahyl R
#A._hydrophila_029-21 ahyl R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21 ahyl_R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21 ahyl R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8_ahyl R
#A._hydrophila_029-14 _ahyl R
#A._hydrophila_029-21_ahyl R

#A._hydrophila_029_ahyl_R
#A._hydrophila_029-8 ahyl_R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21_ahyl_R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8_ahyl R
#A._hydrophila_029-14 _ahyl R
#A._hydrophila_029-21_ahyl R

#A._hydrophila_029_ahyl_R
#A._hydrophila_029-8 ahyl_R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21_ahyl_R

#A._hydrophila_029_ahyl_R
#A._hydrophila_029-8_ahyl R
#A. hydrophila_029-14_ahyl R
#A._hydrophila_029-21_ahyl R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl_R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21_ahyl_R

#A._hydrophila_029_ahyl_R
#A._hydrophila_029-8 ahyl_R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21_ahyl_R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21_ahyl_R

#A._hydrophila_029_ahyl_R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl R
#A._hydrophila_029-21 ahyl R

GGA GCA GGAETTT CGATAC CCC TGATAC

GGA GCAGGACAGTTT CGATAC CCC TGATAC

GGA GCA GGA CATGITCGA TAC CCC TGATAC
GGA GCA GGA CATITCGA TAC CCC TGATAC

CCA CTG GGTIGEAT CGA AGA CGA GGA AGG
CCA CTG GGT GEAT CGA AGA CGA GGA AGG
CCA CTG GGT GCTTG2GA AGA CGA GGA AGG
CCA CTG GGT GCTIG2GA AGA CGA GGA AGG

CCT GTGE&CTG CAT CCG TCT GCT CAG CTG
CCT GTG CGBECCAT CCG TCT GCT CAG CTG
CCT GTG CGGECQIJAT CCG TCT GCT CAG CTG
CCT GTG CGG3QJAT CCG TCT GCT CAG CTG

TGC CCA GGPA CAT GCT GCC CAG CAT CTT
TGC CCA GGPA CAT GCT GCC CAG CAT CTT
TGC CCA GGPATCAT GCT GCC CAG CAT CTT
TGC CCA GGPATCAT GCT GCC CAG CAT CTT

CCC CAC CGCT CGC CGG TGA AGC cCcc GcC
CCC CAC CCGCT CGC CGG TGA AGC ccc Gee
CCC CAC CCCTGC CGG TGA AGC ccec Gee
CCC CAC CECTaGC CGG TGA AGC ccc Gece

GCG CAG CAA CGATCGTG GGA GCT GAC CCG
GCG CAG CAA CGABT GTG GGA GCT GAC CCG

GCG CAG CAA CGA CGT GTG GGA GCT GAC CCG

GCG CAG CAA CGBTCGTG GGA GCT GAC CCG

CCT CGC OBGBA TGC CGA ACG GGC ccc cCG
CCT CGC OBGA TGC CGA ACG GGC CCC CCG
CCT CGC CABATGC CGA ACG GGC ccc cca
CCT CGC CABATGC CGA ACG GGC ccc cca

GCT CGG CAA CGAST CAG CGA ACT GAC CTG
GCT CGG CAA CGGIGRAG CGA ACT GAC CTG
GCT CGG CAA CGG GMAG CGA ACT GAC CTG
GCT CGG CAA CGG 024G CGA ACT GAC CTG

CAT CETT CCG CGAGGT CTATGC CTT TGC
CAT CATCCCG CGA GGT CTATGC CTT TGC
CAT CATTCTCG CGA GGT CTATGC CTT TGC
CAT CATTCTCG CGA GGT CTATGC CTT TGC

CAA GGC GCBG GAT CCG CGA ACT GGT TGC
CAA GGC GCA GGGIB2CG CGA ACT GGT TGC
CAA GGC GCA GGG &0G CGA ACT GGT TGC
CAA GGC GCA GGG &0G CGA ACT GGT TGC

CGT GGT CAGTGGCC GGT AGA GCG GAT CTT
CGT GGT CAGIG&CC GGT AGA GCG GAT CTT
CGT GGT CAG 0&JC GGT AGA GCG GAT CTT
CGT GGT CAG 0&TC GGT AGA GCG GAT CTT

CCG CCG T@EG CCT GCC CAT CGA GCG GCT
CCG CCG T@3G CCT GCC CAT CGA GCG GCT
CCG CCG T@GCCCT GCC CAT CGA GCG GCT
CCG CCG T@GCCCT GCC CAT CGA GCG GCT
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Continuacéo da figura 16
#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl R
#A._hydrophila_029-21 ahyl R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21 ahyl_R

#A._hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8 ahyl R
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R
#A._hydrophila_029-21 ahyl R

#A. hydrophila_029 ahyl R
#A._hydrophila_029-8_ahyl R
#A._hydrophila_029-14 _ahyl R
#A._hydrophila_029-21_ahyl R

CGG TCA CCE3EGC GGT GGA TCT GGG CGC
CGG TCA CCG OBBC GGT GGA TCT GGG CGC
CGG TCA CCG 0@BC GGT GGA TCT GGG CGC
CGG TCA CCG 0@BC GGT GGA TCT GGG CGC

CGT GCG CGG @B GAT CCG CTT CCATCT
CGT GCG CGG GBI GAT CCG CTT CCATCT
CGT GCG CGG G®IGAAT CCG CTT CCATCT
CGT GCG CGG GGIGGAT CCG CTT CCATCT

GGA TGA GCG TAGC CCG TGC CGT CGG CCA
GGA TGA GCG TOGBC CCG TGC CGT CGG CCA
GGA TGA GCG TTEECCCG TGC CGT CGG CCA
GGA TGA GCG TTEECCCG TGC CGT CGG CCA

GCC CCT GBBG TGC CTA TGA CGA GGC GCG

GCC CCT GCA GGG TGC CTATGA CGA GGC GCG

GCC CCT GCA GGECICTA TGA CGA GGC GCG
GCC CCT GCA GGECICTA TGA CGA GGC GCG

#A._hydrophila_029_ahyl R  CGA
#A._hydrophila_029-8 ahyl_ R CGA
#A._hydrophila_029-14_ahyl_R CGA
#A._hydrophila_029-21_ahyl R CGA

Figura 16 — Alinhamento entre sequéncias do geadgyl de A. hydrophila
Embrapa 029 e estirpes mutantes utilizando primer reverso.

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_29-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_029-14
#ahyR_A. hydrophila_029-21

TTATTATCCAG CTT GGG GAA GTT GGT GAC

TTATTGTEBAG CTT GGG GAAGTT GGT GAC

TTATTG CBAG CTT GGG GAA GTT GGT GAC
TTATTG CAT CAG CTT GGG GAAGTT GGT GAC

CAC GACGTTC GAG ATT GGG CAG CAA AAT
CAC GAC CCTTGC GAG ATT GGG CAG CAA AAT
CAC GAC CTBOXGAG ATT GGG CAG CAA AAT
CAC GAC CTBOXGAG ATT GGG CAG CAA AAT

GCC ACT QAT CCC CTT GGC GAT GGC CTG
GCC ACT QCACT CCC CTT GGC GAT GGC CTG
GCC ACT GARCXCCC CTT GGC GAT GGC CTG
GCC ACT GARCCCCC CTT GGC GAT GGC CTG

GTA GCGTACAT CGA CCC CGT TTT ACG GGT
GTA GCG ACAT CGACCC CGT TTT ACG GGT
GTA GCG ATAT CGACCC CGT TTT ACGEGT

GTA GCG ATAT CGACCC CGT TTT ACG GGT

GAC CTGIABAG GTG GTA GTT CAC GGT TCG
GAC CTG ABAG GTG GTAGTT CAC GGT TCG
GAC CTG ABAG GTG GTA GTT CAC GGT TCG
GAC CTG ABAG GTG GTA GTT CAC GGT TCG

CTC CGTIE2CC CAG GAT GCA GGC GAT TTC
CTC CGT G&TC CAG GAT GCAGGC GAT TTC
CTC CGT G&QC CAG GAT GCAGGC GAT TTC
CTC CGT G&QC CAG GAT GCAGGC GAT TTC
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Continuacéo da figura 17
#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_029-14
#ahyR_A. hydrophila_029-21

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A. hydrophila_029-21

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_029-14
#ahyR_A. hydrophila_029-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_029-14
#ahyR_A. hydrophila_029-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ehyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_029-14
#ahyR_A. hydrophila_029-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_029-21

#ahyR_A._hydrophila_029
#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_029-14
#ahyR_A._hydrophila_02921

#ahyR_A._hydrophila_029

#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_02%34
#ahyR_A._hydrophila_0291

ACC CGAT TTT CCC TTC ACT GGC CCA GAA
ACC CGATTTT CCC TTC ACT GGC CCA GAA
ACC CGA CGIIT CCC TTC ACT GGC CCA GAA
ACC CGA CGIIT CCC TTC ACT GGC CCA GAA

CAG GCACTEGT CTC CCG GTC AGT CAG GGC
CAG GCATEBGT CTC CCG GTC AGT CAG GGC
CAG GCATGBGT CTC CCG GTC AGT CAG GGC
CAG GCATEBGT CTC CCG GTC AGT CAG GGC

CTC CTGAGTC ATC TTC CCG CAG ACT GAC
CTC CTG AGBC ATC TTC CCG CAG ACT GAC
CTC CTG AGGTATC TTC CCG CAG ACT GAC
CTC CTG AGGAOATC TTC CCG CAG ACT GAC

CCG CAC ABTG GAT CGC CGC CTC GAA GAT
CCG CAC AAT@&GAT CGC CGC CTC GAA GAT
CCG CAC AATE&GAT CGC CGC CTC GAA GAT
CCG CAC AATEGAT CGC CGC CTC GAA GAT

GTA GTT GGATCCCA GGA GAG GAT GGG CGA
GTA GTT GGATCBCA GGA GAG GAT GGG CGA
GTA GTT GGA CBTA GGA GAG GAT GGG CGA
GTA GTT GGA CBTA GGA GAG GAT GGG CGA

*

GGA CTC CBBG CAG ATC GCT CGATGC CCG
GGA CTC CABGCCAG ATC GCT CGATGC CCG
GGA CTC CAGGEBAG ACC GCT CGATGC CCG
GGA CTC CAGEBAG ATC GCT CGATGC CCG

CTC GGC GGT @A CGA CAG TAT GCC GTT
CTC GGC GGT GMA CGA CAG TAT GCC GTT
CTC GGC GGT GAT G2@A CAG TAT GCC GTT
CTC GGC GGT GAT G2@A CAG TAT GCC GTT

CTC CCC TGGC ACC GTG CAA CGG GAACGA
CTC CCC TGGC ACC GTG CAA CGG GAA CGA
CTC CCC T@BC ACC GTG CAA CGG GAACGA
CTC CCC T@BC ACC GTG CAA CGG GAACGA

AAT TGIT GCG CAG CCC GAACTC CGC CGC
AAT TCCTGECG CAG CCC GAACTC CGC CGC
AAT TCC GGBTG CAG CCC GAACTC CGC CcGC
AAT TCC GGBTG CAG CCC GAACTC CGC CcGC

CAA CCEATOCAC GTC AAG ACT GCC CTC TTG

CAA CCCTCBAC GTC AAG ACT GCCCTCTTG

CAA CCC CBAC GTC AAG ACT GCCCTCTTG
CAA CCC CGT CACGTC AAG ACT GCCCTCTTG

CAG AAA ACG CGC CCG CTC ATC CAG CCG GTT
CAG AAA ACG CGC CCG CTC ATC CAG CCG GTT
CAG AAA ACG CGC CCG CTC ATC CAG CCG GTT
CAG AAA ACG CGC CCG CTC ATC CAG CCG GTT
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Continuacéo da figura 17
#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_02%4
#ahyR_A. hydrophila_0221

#ahyR_A. hydrophila_029

#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_02%4
#ahyR_A. hydrophila_02241

#ahyR_A. hydrophila_029

#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_02%4
#ahyR_A. hydrophila_0221

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_02%4
#ahyR_A._hydrophila029-21

#ahyR_A._hydrophila_029

#ahyR_A._hydrophila_028-
#ahyR_A._hydrophila_02%4
#ahyR_A. hydrophila_0291

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_02%4
#ahyR_A. hydrophila_0291

#ahyR_A._hydrophila_029

#ahyR_A._hydrophila_029-8
#ahyR_A._hydrophila_02%4
#ahyR_A._hydrophila_0291

#ahyR_A. hydrophila_029
#ahyR_A. hydrophila_029-8
#ahyR_A. hydrophila_02%4
#ahyR_A. hydrophila_0291

#ahyR_A._hydrophila_029

#ahyR_A._hydrophila_028-
#ahyR_A._hydrophila_02%94
#ahyR_A._hydrophila_0291

#ahyR_A._hydrophila_029

#ahyR_A. hydrophila_029-8 CAT
#ahyR_A._hydrophila_029-14 CAT
#ahyR_A._hydrophila_029-21 CAT

CCA GTA AAT GGG CAAGGT CTG CTT GCG GGC
CCA GTA AAT GGG CAA GGT CTG CTT GCG GGC
CCA GTA AAT GGG CAA GGT CTG CTT GCG GGC
CCA GTA AAT GGG CAA GGT CTG CTT GCG GGC

CAA TTG AAT GAT GGG ATC ACA GGC CAG CAT
CAATTG AAT GAT GGG ATC ACA GGC CAG CAT
CAA TTG AAT GAT GGG ATC ACA GGC CAG CAT
CAA TTG AAT GAT GGG ATC ACA GGC CAG CAT

ATG GTT GGC CGT GTA GGC CTG CAC CCA GGA
ATG GTT GGC CGT GTA GGC CTG CAC CCA GGA
ATG GTT GGC CGT GTA GGC CTG CAC CCA GGA
ATG GTT GGC CGT GTA GGC CTG CAC CCA GGA

* %

GTC TGG GCA CTG GTT GAA CAG CAC CACCTT
GTC TGG GCA CTG GTT GAA CAG CAC CACCTT
GTC TGG GCA CTG GTT GAA AGG CAC CACCTT
GTC TGG GCACTG GTT GAA CAG CAC CACCTT

GGG TCT TTG CAT CGA CAT GGG AAT GAT CAG
GGG TCT TTG CAT CGA CAT GGG AAT GAT CAG
GGG TCT TTG CAT CGA CAT GGG AAT GAT CAG
GGG TCT TTG CAT CGA CAT GGG AAT GAT CAG

CGC AAA CCG GTAGTAGTC GTA ACC CAT ACC
CGC AAA CCG GTAGTA GTC GTA ACC CAT ACC
CGC AAA CCG GTA GTA GTC GTA ACC CAT ACC
CGC AAA CCG GTA GTA GTC GTA ACC CAT ACC

GAG CGT GAA CCG ACC GAT CAA CTC GGC CAA
GAG CGT GAA CCG ACC GAT CAACTC GGC CAA
GAG CGT GAA CCG ACC GAT CAACTC GGC CAA
GAG CGT GAA CCG ACC GAT CAACTC GGC CAA

ACG ATC CCC GTC CGT TAC CGA AGT GAA ATG
ACG ATC CCC GTC CGT TAC CGA AGT GAA ATG
ACG ATC CCC GTC CGT TAC CGA AGT GAA ATG
ACG ATC CCC GTC CGT TAC CGA AGT GAA ATG

TTC GAG GTACTC AAG CAGTTGGTCTTGTTT
TTC GAG GTACTC AAG CAGTTGGTCTTIGTTT
TTC GAG GTACTC AAG CAGTTGGTCTTGTTT
TTC GAG GTACTC AAG CAGTTGGTCTTGTTT

Figura 17— Alinhamento entre sequéncias do geateyR de A. hydrophila
Embrapa 029 e estirpes mutantes utilizando primer direto.
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*%

#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_ATCC_7966 ATG CTA GCC CCC CTG GCC &GG CCT CGA
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-8 ATG CTA GCC CCC CTG GCC AGG GGC CTT CGA

#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-14 ATG CTAGCC CCC CTG GCC AGG G--CCTCGA
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-21 ATG CTAGCC CCC CTG GCC AGG G--CCTCGA

* * % % *
#Promotor_ahyR|_-_A._hydrophila_ ATCC_7966 TTA TAG - CG C - C GAXXTGA AA - TGG AGA
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-8 TTA AAGGCCG GAA CAC TGA AAA TGG AGA
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-14 TTATAGG C - G AAA CAC TGA AAATGG AGA
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-21 TTATAGG C - C GAA CAC TGA AA - TGGAGA

*%

#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_ATCC_7966 CAT CTG A
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-8 CAT-G
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-14 CAT AG
#Promotor_ahyRI_-_A._hydrophila_029-21 CATCTG A

Figura 18— Alinhamento entre sequéncias promotoras dos gény&l de A.
hydrophilaEmbrapa 029 e estirpes mutantes.
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Figura 19- Espectro e sequéncias de peptideos correspondentes ao peptidio 2256.1218.
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Figura 20- Espectro e sequéncias de peptideos correspondentes ao peptideo 850.4838."
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Figura 21- Espectro e sequéncias de peptideos correspondentes ao peptideo 868.449.
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