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Introducéo

Marcadores moleculares estdo sendo amplamente utilizados na agricultura.
Entre as varias aplicacdes praticas, destacam-se a identificacédo de racas,
linhagens e estirpes, eliminacdo de réplicas em bancos de germoplasma,
identificacdo de genes associados com a performance da planta, entre
outros. Em todos esses casos, a defini¢cdo da estratégia que devera ser
adotada precisa considerar os custos para a obtencao dos marcadores.
Enfase crescente tem sido dada para identificar marcadores menos
onerosos. Marcadores bioquimicos constituem um tipo especial de
marcador molecular que se caracteriza pela analise do produto da
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expressao génica. Destacam-se dois tipos principais: isoenzimas e
proteinas. Esses marcadores também sao definidos como marcadores
fenotipicos, pois podem resultar da interacdo genétipo/ambiente. Embora de
aplicacao limitada, o uso desses marcadores em algumas areas ou em
casos especiais fornece informacdes seguras e Uteis para a identificacdo de
individuos. Recentemente, as técnicas de SDS-PAGE, RAPD-PCR, ARDRA e
seqlienciamento de genes ribossomais foram empregadas no Laboratério de
Bioquimica Molecular de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo, para
identificar bactérias endofiticas isoladas do milho. Naquele estudo, foi
verificada, em todos os isolados, a presenca de um polipeptidio de
aproximadamente 42 kDa e cuja expressao era bastante elevada (Figura 1).
O objetivo deste trabalho consistiu em aprofundar os estudos sobre o
polipeptidio de 42 kDa, visando o desenvolvimento de marcadores
imunoquimicos para identificar e estudar a dindmica de colonizacao
bactérias endofiticas em plantas de milho.

Material e Métodos
Purificacao do polipeptideo de 42 kDa por eletroeluigdo

Extrato protéico total bacteriano foi inicialmente fracionado em sulfato de
amonia. Amostras dos produtos precipitados foram dialisadas,
concentradas e resolvidas em géis SDS-PAGE 12%, para identificacdo da
fragdo que continha o polipeptidio de interesse. Em seguida, foi realizado
um gel preparativo e a banda correspondente ao polipeptidio de 42 kDa foi
cortada do gel, eletroeluida e concentrada com microcon. O polipeptidio
purificado foi aplicado novamente em gel SDS-PAGE, para verificar a
pureza e a integridade da preparacgédo (Figura 2).

Purificacdo por FPLC

Extrato protéico total de cultura da bactéria CMS 23 foi analisada em
cromatografia de interacéo hidrofébica em coluna C-18 e coletado o pico
11.56 correspondente a proteina de 42 kDa (Figura 3)
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Figura 1. Perfil eletroforético de extrato protéico total de bactérias
endofiticas isoladas do milho no agroecossistema Cerrado. As indicagbes M
e 1 a 12 sdo, respectivamente, Marcador Rainbow e os isolados, CMS 05 a
CMS 12.

Figura 2. Perfil eletroforético da proteina purificada por eletroeluigdo. SDS-
PAGE de extrato total (1) e da proteina de —42 kDa purificada (2) do
isolado CMS23. M indica marcador de peso molecular
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Figura 3. Perfil cromatografico de extrato protéico total do isolado CMS 23.
Extrato total de proteina do isolado CMS 23 foi aplicado em coluna C-18,
interacdo hidrofébica e o pico 11.56 correspondente a proteina de 42 kDa foi
coletado.

Seguenciamento amino-terminal do polipeptideo de 42 kDa

O sequienciamento foi realizado em seqiienciador automatico de proteinas,
gerando a sequéncia descrita a seguir, contendo 26 residuos de
aminoacidos: GLDMASKNAQDGIS LIQTSEGALNET (Figura 4).

Producéao de anticorpos

Com o intuito de obter anticorpos especificos dirigidos a proteina flagelina,
camundongos BALB/c fémeas (n=2) foram imunizados com 5 Ny do
polipeptidio de —42 kDa purificado, por eletroeluicdo e cromatografia,
associado ao alimem, como adjuvante. Os animais receberam duas doses
da proteina, em intervalo de 15 dias entre elas. Quinze dias ap6s a segunda
dose, os animais foram sacrificados e amostras de sangue foram coletadas,
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Figura 4. Alinhamento de parcial de sequéncia de aminoacidos da proteina
flagelina. Os pontos representam aminodacidos idénticos aqueles assinalados
no peptideo seqiienciado (CMS 23) e os residuos conservados em todas as
sequéncias foram destacados em azul. Os nimeros indicam a posi¢éo da
sequiéncia do peptideo nas proteinas e os asteriscos correspondem ao
namero de isoformas para a espécie assinalada e cuja sequéncia é idéntica
ao peptideo mostrado na figura.

para a obtencéo de soro. Experimentos de ELISA e Western-Blot foram
conduzidos para verificar a producéo e a especificidade de anticorpos
frente a proteina flagelina (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Teste do anticorpo policlonal anti-flagelina produzido em
camundongo. As amostras de soro foram diluidas a 1:100. Foram utilizados
70 nanogramas de flagelina (canaleta 1) e 1 micrograma do extrato total
de bactérias (canaleta 2). Amostras de soro dos camundongos imunizados
apresentaram elevada reatividade frente a proteina flagelina e baixa
reatividade frente ao extrato total de bactérias E. coli

Resultados e Discussao

Neste estudo, foi verificada, em todos os isolados de bactérias endofiticas
do milho, a presenca de um polipeptideo de aproximadamente 42 kDa e
cuja expressao era bastante elevada. O isolado CMS 23 (amostra 11 no
gel de SDS-PAGE) passou a ser 0 objeto de estudos para desenvolvimento
do marcador imunogquimico(Figura 1).

Ambas as técnicas de eletroeluicdo (Figura 2) e de cromatografia por
interacdo hidrofébica (Figura 3) possibilitaram obter grande quantidade da
proteina de 42 kDa (pico cromatografico de 11.56 ). O sequienciamento
amino-terminal confirmou o elevado grau de pureza de ambas as amostras,
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Figura 6. Western-Blot utilizando pool de amostras de soro de camundongos
imunizados, em reagdo a proteina flagelina. Em 1, o padrdo de peso
molecular, com os respectivos valores indicados; em 2, extrato protéico
total do isolado CMS 23 (10 mg) e, em 3, o controle negativo.

em gue cada um dos 26 residuos foi determinado com probabilidade
superior a 98%.

A andlise de sequiéncias do peptideo (GLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNET)
com proteinas depositadas no GenBank revelou alta similaridade com
flagelina de Bacillus subtilis. O alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos do
peptideo seqiienciado com proteinas flagelina depositadas no GenBank
revelou a presenca de residuos altamente conservados em todas as
espécies analisadas, bem como a conservacado desse peptideo entre

diferentes estirpes de B. subtilis (Figura 4).
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Conclusoes

A anélise do perfil eletroforético do extrato total das bactérias endofiticas
isoladas do milho possibilitou a identificacdo de polipeptidios altamente
acumulados e a purificacdo, a partir de eletroeluicdo e HPLC, de um
polipeptideo com cerca de aproximadamente 42 kDa.

O polipeptideo de —42 kDa teve a sua seqiiéncia de aminoacidos amino-
terminal determinada indicando, por analises em bancos de dados (BLAST),
sua elevada homologia com a proteina flagelina de B. subtilis.

Anticorpos especificos a flagelina foram gerados e estao sendo utilizados

na identificacdo de B. subtilis em milho.

Analises das sequéncias de aminoéacidos e de nucleotideos codificadores da
proteina flagelina possibilitaram a identificacao de regifes conservadas em
B. subtilis, mas variavel em outras espécies.

No presente estudo, a analise reversa por proteomics possibilitou o
desenvolvimento de marcadores moleculares para identificacao e

diagndstico de B. subtilis em plantas de milho.



