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RESUMO

Ecologia deMethylobacterium spp. na planta hospedeira

O géneroMethylobacteriumé composto por bactérias de coloracdo rosea,atnéficas
facultativas (PPFM pink-pigmented facultative methylotrophique podem fixar nitrogénio,
nodular a planta hospedeira, produzir o fitohorraamiocinina e as enzimas pectinase e celulase,
podendo dessa forma promover o crescimento vedetéo a disponibilidade de nitrogénio e a
inducdo de resisténcia sistémiddethylobacteriumspp. tém sido descritas como endéfitos ou
epifitas em diferentes plantas hospedeiras, orgleaacolonizacéo e distribuicdo no hospedeiro
podem ser influenciadas pelo gendtipo da plant@auinteracbes com outros microrganismos
associados ao hospedeiro. Neste contexto, pousoallips tém sido desenvolvidos visando um
melhor entendimento da interac@ethylobacteriunplanta e da diversidade deste género
bacteriano que tem sido isolado de diferentes gdahbspedeiras, exercendo diferentes fungdes
ainda pouco conhecidas. Portanto, este trabalhaoemo objetivo estudar a diversidade genética
de Methylobacteriumspp., por meio do sequenciamento parcial dos ge88sRNA e mxaF,
analisar os genes de responsaveis pela interagiliettiglobacteriuntom a planta hospedeira e
analisar os genes envolvidos na interaddethylobacterium(endofito)- Xylella fastidiosa
(patégeno). Os resultados mostraram que existe resposta adaptativa déethylobacterium
spp. especifica para cada planta hospedeira. Dananfessma, foi observado que esta adaptacéo
especifica da bactéria a planta, também pode Eew@iecdo de gendtipos especificos para cada
planta hospedeira, embora eventos aleatérios tampbésam ser responsaveis pela diversidade de
Methylobacterium na planta hospedeira. Na andlise de expressdo agéméc interacédo
Methylobacteriunplanta, foi observado que o gene relacionado ataboksmo do metanol
(mxaPh ndo apresentou mudanca no padréo de expressa@es @elacionados a estress#l
(estresse sentido pela bactériapa@lS (estresse sentido pela planta), tiveram suas ss(ee
reduzidas na presenca da planta, mostrando queesenga de exsudados das plantas nao
representou um estresse ao desenvolvimento baxef@s genes relacionados a patogenicidade
patatin e phoU ndo foram alterados, confirmando gMethylobacteriumé um enddfito, e
possuem expressao induzida de tais genes quanglagmido com a planta hospedeira. Os
resultados permitem concluir que nas condicOesamlad 0s exsudados das plantas ndo causam
estresse a bactéria (SR1.6/6). Por meio da arddisgpressao génigavitro de X. fastidiosaem
co-cultivo com M. mesophilicum foi observado que este fitopatbgeno vascular septeu
diminuicdo do crescimento e da formacao de biofil®e resultados aqui apresentados mostram
que a diversidade deste grupo de enddfitos é jpaeride determinada pela planta hospedeira,
onde tais bactérias interagem tanto com a planm@amom outros grupos, como fitopatdgenos
presentes neste nicho.

Palavras-chave: Diversidade bacteriana; Interagétéba-planta; Co-cultivoQuorum sensing

Biofilme
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ABSTRACT

Methylobacterium spp. ecology in the host plant

The genusMethylobacterium, constituted by PPFMs pink-pigmented facultative
methylotrophi¢ are able to fix nitrogen, nodule the host plamgduce cytokines and enzymes
involved in induction of systemic resistance suehpectinase and cellulase, inducing plant
growth. Methylobacteriumsp. has been described as endophyte or epiphytkfferent host
plants, where the colonization and distributiontlo@ host can be influenced by plant genotype or
by interaction with other microorganisms associdtethe host. In this context, few studies aims
the better understanding of the diversity of thisngs in different host, the interaction
Methylobacteriunplant, and the interactioMethylobacteriurrother bacteria. Therefore, this
study aims to study the genetic diversityMéthylobacteriunspp., by sequencing the 168NA
andmxaF gene; to analyze the genes responsible foMéthylobacteriunplant host interaction
and to analyze the genes involved hhethylobacterium(endophyte) -Xylella fastidiosa
(pathogen) interaction. Results show differentiddaive responses dethylobacteriunspp. in
distinct plant species. However, the clusteringoating to the host plant was observed for a
subset of isolates, suggesting that this diversityld be driven by stochastic events, although
plant genotype may contribute to this diversity.aizing theMethylobacteriunplant interaction
gene expression it was observed that genes refatatetabolism of methanomiaF was not
amended. The genes related to stress suchtlastress sensed by the bacteria) andS(stress
sensed by the plant) had its expression reducddtigt plant showing that the plant exudates did
not represent a stress to the bacteria developmbatgenes related to pathogenicity Ipagatin
and phoU were not amended, confirming thitethylobacteriumis an endophyte that do not
induce when the bacteria interacts with the plargt.hUsing a genetic expression analyseX.of
fastidiosain vitro in co-cultive with M. mesophilicumit was seen that this phytopathogen
presented the growth and biofilm formation reduttidhese results show that the diversity of this
endophyte group is partially determinate by thepkeost, where this bacterium interacts with the
plant and with other groups, such as phytopathegesent in this niche.

Keywords: Bacteria diversity; Plant-bacteria Intdi@n; Co-cultive;Quorum sensingBiofilm
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1. INTRODUCAO

O géneraViethylobacteriunpertence a ordem Rhizobiales, familia Methylobéateae, é
composto por bactéria de coloracéo résea, mefiicardacultativa (PPFM) com capacidade de
utilizar metanol como Unica fonte de carbono, éoatrada em relagBes epifiticas e endofiticas
com diferentes espécies vegetdiethylobacteriunspp. podem estar envolvidas na formacao de
nédulos, fixacdo de nitrogénio em fabaceas (legasas), producdo do fitohorménio citocinina e
também na inducdo de resisténcia sistémica. Aersditque esse grupo pode ter importante
envolvimento na interacdo com a planta hospedeistp que em soja, foi observado que a
presenca deMethylobacteriumpode estimular a germinagcdo de sementes, entretasto
mecanismos genéticos envolvidos durante essagateenda ndo foram descritos.

A colonizacdo e distribuicdo de bactérias endafiti no hospedeiro podem ser
influenciadas por interagdes com outros microrgaagsassociados a planta, nematoéides parasitas
e pelo tipo de interacdo com o hospedeiro, e, pmrt@ conhecimento da diversidade bacteriana
associada pode contribuir para o entendimento diesémacdo bactéria-planta, bem como
bactéria-planta, bactéria-bactéria e bactéria-fudgomesma forma, bactérias sdo dominantes na
comunidade epifitica, sendo 0 grupo mais importantanto ao numero e a biomassa, tendo
também a sua composicéo e papel no desenvolvinvegetal dependente do tipo de interacéo
com a planta e outras populacdes microbianas. Mestexto, ja foram descritas muitas espécies
de bactérias residentes sobre a superficie da old@ausam impacto na biologia da planta ou no
seu ambiente, mas pouco € conhecido sobre a disdesie funcdo destas populagbes naturais.
Além disso, este nicho pode ser uma potencial fdateovas espécies, as quais podem apresentar
potencial aplicagdo na industria e na agriculttd@ste contexto, estudos recentes tém mostrado
que regibes tropicais apresentam um adversidadégiia maior que regides temperadas, e
portanto a avaliacdo de comunidades destas regidms maior diversidade pode permitir a
descricao de novas espécies e/ou gendétipos miaad@m novas propriedades biotecnolégicas.

Além disso, a técnica do PCR quantitativo tem fidaco explorada para a analise da
expressdo de genes microbianos envolvidos na @diereicrorganismo-planta, principalmente
quando esta interacdo envolve bactérias endofit@asmesma forma, nenhum trabalho até o
momento avaliou por meio de técnicas moleculakmitas baseadas em expressao génica), as

respostas de bactérias fitopatogénicas a presengactérias endofiticas, visando compreender as
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interacOes bacterianas no interior das plantasy especial, a importancia destas interacbes no
desenvolvimento da CVC.

Neste contexto, o presente trabalho visa um melaatendimento da interacdo
Methylobacteriunplanta, por meio da analise de sua diversidadetiganda expressao de genes
envolvidos na interacdo com a planta hospedeira efeito desta bactéria sobre a expresséo de
genes deX. fastidiosa Portanto, este trabalho tem como objetivos: (falidr a diversidade
genética deMethylobacteriumspp., por meio do seqliienciamento parcial dos ge®8sRNA e
mxaF, (2) Analisar 0os genes responsaveis pela interagéblethylobacteriumcom a planta
hospedeira por meio da técnica de PCR quantitaBv(@) Identificar genes dX. fastidiosa
(patégeno) expressos diferencialmente em co-cuttbro a bactéria endofitidd. mesophilicum

por meio da técnica de microarranjos de DNA.

1.1.Microrganismos endofiticos

Bactérias podem interagir com plantas, atuandoocpatdégenos, epifitas ou enddfitas.
Sao denominados endofiticos todos aqueles em daenmanos uma fase de seu ciclo de vida
colonizam o interior de tecidos vegetais sem cauwkaro aparente a planta hospedeira
(CARROLL, 1986; PETRINI, 1991), ou ainda microrgambs que habitam o interior dos tecidos
vegetais sem causar danos ao hospedeiro ou fostnatugas externas visiveis. Assim, excluem-
se fungos micorrizicos e bactérias simbidticas feodes, microrganismos epifiticos e
fitopatogenos (AZEVEDO; ARAUJO, 2007). Entretarggsas distingdes de ordem didatica, nem
sempre correspondem as complexas relacdes entrmaiaperganismos e seus hospedeiros.
Dependendo das condi¢gdes ambientais, um microrganidassificado como endofito pode
comportar-se como um epifitico ou um patégeno soico (AZEVEDO, 1998; ANDREWS,;
HARRIS, 2000), ou em alguns casos a presenca dafiengode estar associada a presenca do
patdgeno ou de outro microrganismo, com o qual xistir uma intima interacdo (ARAUJO et
al., 2001).

As bactérias endofiticas possuem, da mesma fomeapatégenos, a capacidade de
penetrar na planta e colonizar sistemicamente @duasro, podendo habitar o apoplasto
(MAHAFFEE et al., 1997; QUADT-HALLMANN; HALLMANN; KLOEPPER, 1997), vasos
condutores (MAHAFFEE et al., 1997; HALLMANN et all997) e ocasionalmente 0 meio
intracelular (QUADT-HALLMANN; KLOEPPER, 1996; QUAD-HALLMANN; BENHAMOU;
KLOEPPER, 1997). Segundo Sturz e Nowak (2000), organismos endofiticos sdo mais
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estaveis por ndo estarem expostos as condicdesramibiexternas aos 6rgaos vegetais, havendo
pouca ou nenhuma competicdo microbiana.

Misagui e Donndelinger (1990) relataram que b#&déendofiticas, possivelmente,
influenciam a fisiologia da planta hospedeira poocpssos ainda nao esclarecidos. Essa
influéncia se deve a intima relacdo entre os difeseorganismos, desenvolvida durante a co-
evolugdo das espécies. Bactérias desempenham, teorinde seus hospedeiros, diversas
propriedades de interesse, protegendo-os do atlagimsetos, patégenos, herbivoros; producéo de
compostos de crescimento vegetal, maior dispordgiio de nutrientes e fixacdo biolégica de
nitrogénio (AZEVEDO et al., 2000; AZEVEDO; MACCHER®D JUNIOR; ARAUJO, 2003).

Estes microrganismos produzem diferentes enzirease elas podem ser citadas
exolevanases (MENENDEZ et al.,, 2002), quitinasesEBAN;CHERNIN; CHET, 1997),
glicanases (MOY et al., 2002) e proteases (REDDMILBELANGER, 1996), as quais podem
atuar em processos importantes na interacado mamismo-planta. Ja na inducdo de resisténcia
sistémica, alguns autores sugerem que a penetadiy@oda bactéria endofitica no hospedeiro,
com hidrdlise de celulose, pode causar uma reagdipérsensibilidade ativando os mecanismos
de defesa da planta (QUADT-HALLMANN; BENHAMOU; KLO®PER, 1997). Porém estudos
realizados por Nandakumar et al. (2001) sugerenacatéevidade hidrolitica pode atuar direta ou
indiretamente sobre o desenvolvimento da doencs, oo verificado a producdo de duas
quitinases e cinco peroxidases pelos isolados mpigziram resisténcia ao patdgeno, sugerindo
um papel destas enzimas na inducéo de resistést@mia.

Em um estudo de diversidade microbiana, foi olzsdyvque a comunidade bacteriana
endofitica deCitrus spp. é constituida pdBacillus spp., Pantoea agglomeran€nterobacter
cloacag Methylobacteriumspp. e Curtobacterium flaccumfacienfARAUJO et al., 2001;
ARAUJO et al., 2002). Posteriormente, foi observag® esta comunidade endofitica pode
interagir com a bactéria patogéniglella fastidiosa(ARAUJO et al., 2002) ou com o fungo
endofitico Guignardia mangiferae(ARAUJO et al., 2001). O isolamento frequente @e
flaccumfacienscomo enddfito de plantas de citros assintomaiicfextadas conK. fastidiosa
sugere que esta bactéria endofitica pode atuaedwgdo dos sintomas causados pela bactéria
patogénica (ARAUJO et al2002).



26

1.2 O GéneroMethylobacterium

O géneroMethylobacteriumpertencea subclasse-Proteobactéria e possui 34 espécies
descritas:MethylobacteriumadhaesivumM. aminovorans M. aquaticum,M. brachiatum, M.
chloromethanicum, M. dichloromethanicum, M. extemg M. fujisawaense, Myregans, M.
hispanicum, M. isbiliense, M. jeotgali, .Mkomagatae, M. lusitanum, M. mesophilicum, M.
nodulans, M. organophilum, M. oryzae, Mersicinum, M.phyllosphaerae, Mplatani, M.
podarium, M. populi, M. radiotolerans, M. rhodesian, M. rhodinum, M.salsuginis, M.
suomiense, Mtardum, M. thiocyanatum, M. variabile, M. zatmarsendo a espécie tipd.
organophilum(WEON et al., 2008; KATO et al., 2008; MADHAIYANt&l., 2009). Membros
desse género estdo distribuidos em ambientes isagx@lorados pelo homem, como solo, ar,
poeira, agua (doce e salgada) e sedimentos e amdiarbanos (tais como suprimento de agua,
banheiros e ar condicionado) (VAN AKEN et al., 28p4

Esse género é formado por bactérias Gram negatjuas geralmente apresentam
pigmentacédo résea, devido a sintese de caroten@ides DIEN et al, 2003) e podem crescer
utilizando compostos de apenas um carbong, (€omo metanol e metilamina (TOYAMA,
ANTHONY; LIDSTROM, 1998), sendo por estas caracteristicas denomirtel&PFM Pink-
Pigmented Facultative Methylotrophjcs

A principal caracteristica desse grupo esta ndithatbe de oxidar metanol por meio da
desidrogenase do metanol (MDH), codificada pelo egenxak Bactérias do género
Methylobacteriums&o assimiladoras de formaldeido, pertencentedbéassen-proteobactéria,
enquanto que espécies que utilizam a ribulose mefaib pertencem a subclasfe
proteobactéria (NISHIO; YOSHIKURA; ITOH1997). Essas bactérias apresentam como
caracteristicas taxon6micas a forma de bastonéte eemetabolismo estritamente aeroébio.
Crescem ativamente em tecidos meristematicos, fadmaopulaces entre 4@ 10 unidades
formadoras de colonias (UFC) por grama de tecidpldata (DORONINA et al., 2002), onde
podem formar biofilmes (ANDREOTE et al., 2006) dizdar o metabolismo metilotréfico como
vantagem durante a colonizacdo da planta hospd@rat al, 2005).

Os membros do géneidethylobacteriumocupam os mais diferentes habitat, incluindo
solo, agua, superficies de folha, nédulos, graosnte outros. Estudos sugerem que o grau de
associacadlethylobacteriunplanta varia de forte ou simbidtico (JOURAND et 2D04) a fraco
ou epifitico (OMER; TOMBOLINI; GERHARSON, 2004), é¢luindo também a faixa no estado
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intermediario de associacdo endofitica (LACAVA ek, a2004). Espécies do género
Methylobacteriumpodem ser encontradas em associagcdo com mais dspé@ies de plantas
(OMER; TOMBOLINI; GERHARSON, 2004), colonizando\aimente a superficie de folhas de
diferentes hospedeiros (CHANPRAME; TODD; WIDHOLM,99%), podendo colonizar
endofiticamente hospedeiros como soja (HOLLAND; BACO, 1994; KUKLINSKY-
SOBRAL, 2003), cana de acucar, algoddao (MADHAIYAN al.,, 2006a), amendoim
(MADHAIYAN et al., 2006b), citros (ARAUJO et al.,001; ARAUJO et al., 2002), pinus
(PIRTTILA et al., 2000), eucalipto (ANDREOTE et.,aR009), crotalaria (SY et al., 2001),
Catharanthus roseygsabaco (ANDREOTE et al2006) e morangos (ABANDA-NKPWATT et
al., 2006). Foi encontrado também o génbftethylobacteriumem paredes de artérias (DA
SILVA et al., 2006), mostrando que esse género dgwesentar uma grande plasticidade
fenotipica, a qual permite ocupar diferentes nichos

Na rizosfera de mostarda selvagem, foi observadongio da analise do gene 168NA
bactérias do génerblethylobacteriumtolerantes a metais pesados (Niquel, Cadmio, @gpbal
Zinco e Cromo) (IDRISet al., 2006). Tem sido observado ddethylobacteriumspp. podem
estar associadas a biodegradacao de compostasquesestudos de detoxificagdo de hidrolisados
de ligninocelulose para producdo de etanol (LOPEZalg 2004) mostrou, entre outros
microrganismosM. extorquensfoi capaz de degradar compostos derivados de dardasses
compostos sdo toxicos e inviabilizam a posteriomé&tacdo por outros microrganismos como
Saccharomyces cerevisia¥an Aken, Yoon e Schnoor (2004b) isolaram umadgem de
Methylobacteriumsp., BJO01, capaz de degradar explosivos toxioa®0cTNT, sugerindo um
papel desta na atenuacdo natural ou biodegradac®iu de ambientes contaminados por
explosivos, devido a distribuicdo do género emrdive ambientes naturais e sua associagdo com
plantas.

A sintese de PHA (polihidroxialconoatos) e PHBIlifpdroxibutiratos), ja foi relatada em
varias espécies do género (TROTSENKO et al., 20®&¢entemente, estudos foram realizados
por Yezza et al. (2006) com uma nova linhagem peéete ao génerdMethylobacterium
designada GW2, e esta se mostrou capaz de pragleritidades altas de PHBI. extorquens
também se mostrou capaz de super expressar psoteinacelulares recombinantes, como a
proteina verde fluorescente e uma esterase, par deefermentacédo utilizando metanol como
Unica fonte de carbono organico e energia (FIGUEIRA al., 2000; FITZGERALD;
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LINDSTROM, 2003; BELANGER, et al., 2004; CHOI; MI@&Z; LEE, 2004). Shen e Wu
(2007) construiram uma linhagem capaz de supersg@r uma hidroxipiruvato redutase, um
componente chave no ciclo da serina, levando aon@ol de glioxilato. O glioxilato é
comercialmente importante na fabricacdo de perfudregas e pesticidas.

Na éarea agricola, tem sido descrito dde nodulansesta envolvida na fixacdo de
nitrogénio e na formacao de nédulos (SY et24l01), sendo encontrada em diferentes espécies de
fabaceas (MENNAet al, 2006), enquanto que outras espécies podem estalvielas na
producdo de fitohormbnios citocinina ou interagindom patdgenos da planta hospedeira
(HOLLAND, 1997; ARAUJO et al., 2002; LACAVA et al2004; MADHAIYAN et al., 2006a).
Cervantes-Martinez, Lopez-Diaz e Rodriguez-Garay0042 atribuiram ao enddfito
Methylobacteriumsp. maior atividade fotossintética pelo aumentonémero de estdmatos, no
teor de clorofila e contetdo de acido malico. Aldisso, foi descrita a comunicacdo bactéria-
bactéria por meio da producdo de acil-homosericiait@s (NIETO PENALTER et al., 2006;
POMINI et al., 2009).

EmboraMethylobacteriunspp. ndo seja uma bactéria fitopatogénica, nermpdano esteja
associada a degradacgdo de restos vegetais, terolmdovado que isolados pertencentes a esse
género podem apresentar a capacidade de singe¢igtinase e celulase, fato esse que sugere que
essas bactérias podem, durante o processo dezagldaida planta hospedeira, induzir resisténcia
sistémica em planta (MADHAIYAN et al., 2006b; LEEa., 2006). Dessa forma, essas bactérias
poderiam apresentar importante papel na manutedgdequilibrio microbiolégico na planta,
evidenciando sua importancia no desenvolvimentolai@a hospedeira.

Em citros, foi observado que o génevethylobacteriumé dominante no interior de
ramos, e tendo em vista a variagdo na frequéncisotlamento, tem sido sugerido que apresenta
interacdo conXylella fastidiosaagente causal da CVC (clorose variegada dos Lipd®AUJO
et al., 2002; LACAVA et al., 2004; SANTOS, 2005)s @Qutores sugerem qlé. extorquens
poderia participar no desenvolvimento dos sintod@a€£VC por favorecimento d¢. fastidiosa
(LACAVA et al., 2004). Por outro lado, a presengabdctéria endofitic&. flaccumfacieng M.
mesophilicunem tecidos internos de plantas assintomaticagrds,aqque hospedaiX. fastidiosa,
poderia estimular a producdo de compostos ou ailicte alguma forma, um aumento na
resisténcia destas plantaXafastidiosaou reducdo no crescimento deste fitopatdgeno vascul

observadan vitro por Lacava et al. (2004Assim, este endéfito poderia limitar o estabelerita
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de X. fastidiosaem plantas assintométicas. Andreote et al. (260B3i et al. (2009) mostraram
que o endofitaVl. mesophilicuncoloniza o xilema e pode ser transmitido de plaata planta
por meio de insetos conBucephalogonia xanthopi$endo em vista que o xilema é o nicho de
X. fastidiosae que cigarrinhas cont®. xanthopigransmitemX. fastidiosa pode ser sugerido que
em diferentes momentdd. mesophilicume X. fastidiosainteragem para estabelecimento na
planta hospedeira. Contudo, sdo necesséarios maidosspara se compreender oS mecanismos
moleculares e bioquimicos envolvidos neste processo

Esses resultados da interagéovitro, assim como os dados de isolamento de bactérias
endofiticas de citros, realizados por Araudjo et(2002) e Lacava et al. (2004), sugerem que a
presenca dél. mesophilicume X. fastidiosana planta hospedeira, pode ser resultado de uma
interacdo ondeX. fastidiosapode ser inibida poM. mesophilicum Nesse contexto, uma das
hipoteses seria a inibicdo da formacéo de biofdimX. fastidiosgpor M. mesophilicundurante a
colonizacdo da planta. Dessa forma, estudos qaenvavaliar a diversidade destas bactérias e
estudar os genes envolvidos na interagdo bactinidap ou do endofito-patdgeno podem
favorecer o entendimento da intera¢gdethylobacteriunplantaX. fastidiosajoem como avaliar
se existe especificidade do gendtipo bacterianlaritgphospedeira, permitindo avaliar o impacto
da mudanca do gendtipo e do trato cultural solttiwexrsidade microbiana, assim como avaliar a
influéncia do endofito sobre o patdgeno vegetal.

Dessa forma, trabalhos tém sido desenvolvidos ismtados endofiticos, e conduzidos
para avaliar a diversidade genética desses isol@dtlBAISHI et al., 1995; DA SILVA et al.,
2006), tendo a finalidade de explorar de forma adédqg a variabilidade genética existente, e a

interacdo dos diferentes genotipos bacterianosacplanta hospedeira.

1.3 Importancia da diversidade bacteriana

Os microrganismos procariotos representam a mesarva de diversidade genética, além
de apresentarem uma origem anterior aos protistagzoarios, plantas e ocuparem um espaco
muito maior na biosfera. Esses microrganismos @wssa maior biomassa e sdo responsaveis
pela ciclagem de nutrientes, minimizando o impaettyopogénico no ambiente. Além disso, os
microrganismos possuem 0 maior potencial para géuuwle produtos bioativos, enzimas,
polimeros, antibiéticos e muitas ferramentas deomdpcia biotecnoldgica (VALERA, 2004).

Milhares de genomas presentes no solo, agua amesgtds ja foram sequenciados
permitindo o conhecimento de inUmeros genes e geiyms genes ainda desconhecidos, os quais
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podem permitir o entendimento da via de sintesendmeros antibioticos ou possiveis novos
antibidticos ou alvos para esses. Um exemplo disisa descoberta da estreptomicina e outros
antibiéticos bacterianos em um experimento bas&ctagonomia e ecologia de actinomicetos no
solo (SCHOLOSS; HANDESAMAN, 2003).

Além da diversidade de espécies, existe a divasidle genes dentro da mesma espécie.
Segundo Boucher, Nesbo e Doolittle (2001), espgei®mica é definida como a compresséao de
todos os genes da linhagem caracterizada da espéeie dividido em dois componentes: (i) o
“ndcleo” dos genes presentes em pelo menos 95%nt@gens e (i) um “grupo auxiliar’ que
pode ser encontrado em 1 a 95% das linhagens (geeess freqientes que 1% devem ser
considerados “estrangeiros” ou em declinio). O ledicé mantido nas espécies pelos eventos de
especiacdo de “descendéncia vertical” e o “nUciém’ € 0 mesmo de uma espécie para outra. O
“grupo auxiliar” ndo identifica a espécie, pois eada linhagem sera diferente, sendo um dos
motivos a facil transferéncia de genes desse gfpwetanto, os genes do “ndcleo” podem ser
trocados por “nucleos” de outros individuos ou gede “grupo auxiliar”, isso ocorre quando
espécies adaptam a uma situacao que torna 0OSSENPLS necessarios.

Dessa forma, tem sido observado que a diversitbadéeriana ndo € estatica, sendo
observada uma alta capacidade reprodutiva, cornscidtais muito curtos, o que leva a alta
capacidade adaptativa, com rapida alteracdo no gessas comunidades devido as alteracdes do
ambiente (ABBY; DAUBIN, 2007). Aléem dessa grandeaedade em perpetuar a espécie,
baseada na rapida reproducao e adaptacdo, a cgmdie adquirir DNA por transferéncia lateral
de genes aumenta ainda mais a diversidade e cameqiente a adaptabilidade das bactérias aos
ambientes terrestres (KONSTANTINIDIS; RAMETTE; TIEB, 2006).

As causas de variacdo intra-especifica sdo em rnpé@ote devido a aquisicdo
(transferéncia lateral) ou perda de genes do quidale mutacdo, para o gerleNA a ocorréncia
de transferéncia horizontal ainda nao foi descsié@do portanto um 6timo gene para se estudar
filogenia de grupos. Ja para outros genes, comne gé#H, a transferéncia lateral pode ter
ocorrido durante o processo evolutivo de difereetgscies (CANTERA; KAWASAKI; SEKI,
2004). Da mesma forma, segundo Heyer, Galchenknrdiéddi (2002), pela analise da filogenia
pode ocorrer transferéncia horizontal do gemxeaFentre bactérias que oxidam metano (MOB) do

tipo Il. Dessa forma, a transferéncia e recombinagé&agénica ddao uma certa arbitrariedade as
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relacdes filogenéticas, sendo por esse motivo itapter a escolha correta dos genes a serem
utilizados.

1.4 Interagdo planta-microrganismos

A interacdo entre plantas e microrganismos vemaeealhtada ha muito tempo e com
excecao da associacdo entre plantas e fungos ficosre bactérias fixadoras de Bcreditava-
se que essa interacdo levasse a formacéo de lesdescidos vegetais, as quais poderiam causar
a morte da planta. Nas ultimas décadas, variogl@sttém demonstrado que a presenca de
microrganismos no interior de tecidos vegetais pamgeaentar a aptiddo da planta. Dessa forma,
apesar de um grande numero de microrganismos teo¢encial fitopatogénico, a maioria das
interacdes permanece assintomatica, devido a woraldo sistema de defesa da planta (LIPKA;
PANSTRUGA, 2005) e equilibrio da comunidade micaoiai.

A cascata de eventos que ocorre a partir do recimento do patégeno pela planta
resulta em uma grande alteracdo do metabolismdacek qual inclui o acumulo de varios
metabolitos secundarios (HAHLBROCK et al., 20033. i@ecanismos envolvidos nessa rede de
eventos sdo ainda pouco conhecidos, e a julgar uelacomplexidade, estdo longe de serem
elucidados e, portanto, estudos visando desvensksgsemecanismos tem sido realizados.
Utilizando a tecnologia de microarranjos foram tifemados emErwinia chrysanthempenes
super regulados e hiporegulados durante a interam@oa planta hospedeira (OKINAKA et al.,
2002). Muitos genes super regulados foram ideatifis, como relacionados a fatores de
viruléncia, anaerobiose, quimiotaxia, resisténciaxenobidticos e resposta ao estresse,
importantes no crescimento e adaptacdo do patégerambiente do hospedeiro. Utilizando a
mesma técnica Wang et al. (2005) verificaram ajfevana expressao génica Ambidopsis
thaliana quando inoculada com. fluoresceng essa mudanca incluiu aumento na expresséo de
genes envolvidos com metabolismo, transducéo @éssiresposta ao estresse. Estes resultados
mostram que durante a interacdo bactéria-plantayedoama mudanca no perfil transcricional dos
organismos envolvidos na interacdo e essa mudasderip estar associada a manutencdo da

interacao.

1.5 Andlise da variabilidade genética

O gene 163RNA é considerado um crondmetro evolutivo, pois sa@ge&om uma taxa

de mutacdo minima, visto que o produto da express&sencial para a vida do organismo. Além
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disso, esses genes apresentam sitios de evolygéa goutros de evolugdo lenta, permitindo a
avaliacdo das relacdes filogenéticas tanto entganismos filogeneticamente préximos como
distantes (SCHOLOSS; HANDELSMAN, 2003).

A analise das seqliéncias do gene rRSA é uma ferramenta com alta sensibilidade que
possibilita a comparacdo entre genétipos de miarosgnos ndo cultivaveis, os quais podem
representar 99% dos microrganismos (fungos, basté&i arqueias) dos diferentes ambientes
(SCHOLOSS; HANDELSMAN, 2003; LAMBAIS et al., 2006).

O genemxaFcodifica a atividade da subunidade de desidrogedasnetanol (MDH), e é
encontrado em todas os organismos metanotréfiems,dmmo em bactérias metilotréficas Gram
negativas. Além disso, contem um sitio de atividddeenzima que é muito conservado, sendo
facil a construcéo derimerspara a sua amplificagdo (MCDONALD; MURRELL, 1997).

Dessa forma, a utilizagdo de varios genes condesgade auxiliar no estudo das relacdes
filogenéticas no géner®ethylobacteriume também no desenvolvimento de um sistema de

deteccdo e quantificacdo dessa bactéria no ambiente
1.6 Expresséao génica

1.6.1 O Microarranjo de DNA

O microarranjo de DNA DPNA microarray) € uma técnica capaz de monitorar a
expressdo de genes, gerando dados simultdneosdesiagssa tecnologia vem promovendo
impactos significativos em pesquisas desenvolvidess éareas médicas e bioldgicas
(SHOEMAKER; LINSLEY, 2002). O microarranjo de DNA&rm sido empregado no estudo da
expressdo e regulacdo de genes (CARULLI et1#898; CHAUSSABEL; SHER, 2002); no
estudo da comparacdo de genomas (LUO et al., ZBOERING et al., 2009) e na deteccéo de
microrganismo no ambiente, inferindo a diversidaderobiana daquele ambiente (HAN et al.,
2009) ou diagnosticando doencas em plantas (BOONHROMMLINSON; MUMFORD, 2007).
Essa técnica também contribui no estudo de sistéimésgicos que combinam seqienciamento
de DNA em larga escala, expressdo génica, protedmimetabolémica com a finalidade de
compreender 0s processos biolédgicos.

O uso de moléculas de &cido nucléico marcadasipaatigar, por hibridacdo, moléculas
de DNA aderidas a um suporte sélido, foi descritmpiramente na década de 1970, entretanto,

com a abordagem restrita gene a gene, o que lnibauso da técnica ao estudo de funcdes
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biolégicas individuais relacionadas a poucos genesias metabdlicas para investigacdes mais
globais da atividade celular (HOHEISEL, 2006). Ogroarranjos exploram o principio da
complementaridade de bases dos acidos nucléicosejaua capacidade de um DNA/RNA se
hibridar especificamente a uma fita de DNA segursd@ sequéncia de nucleotideos. O
desenvolvimento dessa tecnologia representou urm eq@oderoso conjunto de ferramentas que
possibilitou 0 entendimento de sistemas biologeEasganismos de maneira ampla, uma vez que
permitiu a quantificacdo do nivel de expressdo dbanes de genes simultaneamente, de uma
maneira compreensivel e sistemdtica, vinculandeste tde hipiteses a resultados observados
(HEID et al., 1996).

Os microarranjos sdo geralmente produzidos sofresuporte inerte que pode ser uma
lamina de vidro ou membrana de nylon, que entreaswantagens, permite efetiva imobilizagao
de sondas em sua superficie e uma hibridacdo eodasaimostra alvo (CHEUNG et al., 1999). A
producdo do microarranjo inicia com a selecdo deslas que estardo em sua composicao e
posterior distribuicdo ordenada das sondas seld@&mem cima de uma lamina, através de um
robd f@rrayer) de alta precisdo. Esse robé recolhe aliquotasideplacas de 96 ou 384 pocos
através de agulhas que trabalham simultaneameadia &julha coleta e deposita 0,25-1,0 nL em
cada lamina de vidro, criandgpotsde aproximadamente 100-150 um de diametro (atquat)Q
separados pela distancia de aproximadamente 20Q4250nedidos do centro de cagfzo). Em
geral, podem carregar até 10.000 pontos distrilsuédo uma area de 2 cm x 7 cm.

Para analise comparativa de expressdo génica,trasiode cDNA marcado com
fluoroforos distintos, provenientes de duas corgl¢éxperimentais (controle e tratamento) sdo
misturadas em quantidades equimolares e submaiidabridacdo com obiochips Apos a
lavagem, estas laminas sdo submetidas a leituranescanneréptico, onde sdo excitados em
diferentes comprimentos de onda e as imagens dieldgbo sdo geradas para cada fluoréforo
independentemente (Figura 1.1) (BROWN; BOTSTEIBO9; DUGGAN et aJ.1999).

A quantificacdo dos valores de intensidades de ¢agot é feita por programas de
computador, gerando um perfil da expressao gémicilila permitindo acessar bancos de dados
para se obter informacdes a respeito de cada @mestudos de expressdo génica geram um
montante enorme de dados, os quais devem serddtege avaliados de forma organizada e
global, e para isso sado utilizados pacotes de anugg computacionais especializados, adaptados

ao tratamento de quantidades macicas de dados.
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Quando se identifica um grupo de genes com variagdatisticamente significativa na
expressao, experimentos validatorios sdo necesgdai@ confirmar as alteracdes observadas no
perfil de expressao. A validacdo deve ser realiza@ferencialmente por métodos com PCR
guantitativa, Northern e Western blotting, citori@ette fluxo, todos adequados a confirmacéo dos
resultados prévios observados no perfil de exppe3AMBROSIO; GATTA; BONINI, 2005).
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Figura 1.1 - Representacdo esquematica de hibodagépetitiva em microarranjo de DNA. Amostras déARou
DNA extraidas das populagfes referéncia e testensdicadas com diferentes fluor6foros e misturadas
para hibridagcdo em microarranjo. A imagem formapésaa varredura ems¢annet 6ptico contém
pontos verdes, vermelhos ou amarelos, correspondérdbridagdo com sondas marcadas com Cy3,
Cy5 ou ambos na mesma proporgédo (http://www.fap.org

Experimentos de hibridacdo feitos comicrochipsviabilizam a analise comparativa de
milhares de genes em um Unico experimento, pemitancategorizacao de todo um genoma em
diferentes grupos, com variados graus de consavagdre espécies ou variedades. Essa
abordagem para estudos de relacdes fenéticas enganismos se denomina gendmica
comparativa (OLIVER, 2000). Através desse tipo derdagem, podemos determinar entre
organismos de uma mesma espécie, sequiéncias géaitservadas, ausentes ou multiplicadas,
sempre comparando com as sequéncias presenta@eamip. Ha muitos estudos de comparacgéo
de genomas de diferentes espécies bacterianas aoowmparacao de isolados dglella
fastidiosa provenientes de hospedeiros e regifes geografiististas (NUNES et al., 2003),
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comparacoes de estirpesXiefastidiosgpatogénica (9a5c) e ndo patogénica (J1al?2) evateix
0s genes relacionados a patogenicidade (KOIDE.e2@D4), de estirpes d&cidithiobacillus
ferrooxidansisolados de diferentes areas de mineracdo na Qhiia et al., 2009)de isolados
de Staphylococcus aurewextraidos de diferentes regides e em diferentapde (GOERING et
al., 2009).

A técnica do microarranjo pode também ser utibzad estudo da interacdo bactéria-
planta, tanto com bactérias patogénicas como axjbelaéficas as plantas. Becker et al. (2004)
estudarantinorhizobium melilote avaliaram os niveis de expressédo génica emasélid vida
livre bem como aquelas em nédulos durante a fixalgmitrogénio. Ja Van Rij et al. (2005)
estudaram o efeito do &cido fusérico (FA) produzigto fungoFusarium oxysporunfagente
causal da podriddo da raiz) no nivel de expres&ucg dePseudomonas chlororaphis
observaram que este composto € capaz de inibipe®sdo de genes relacionados a sintese de
fenazina (PCN), um metabdlico antifingico. Okubale{2007, 2010) analisaram, com a técnica
de microarranjo, as rotas metabdlicas na utilizatg@ompostos com um, dois e mais carbono
por M. extorquens

No estudo de bactérias patogénicas, Okinaka et28002) identificaram genes de
viruléncia na bactéria fitopatogéni&winia chrysanthemdurante seu processo de colonizacao
em violetas. Os autores verificaram que a maioosa genes expressos durante o processo de
infeccdo estdo, provavelmente, associados a respdst adaptacdo e ndo a patogenicidade ao
hospedeiro. Enxylella fastidiosa patdgeno de citrosliferentes trabalhos caracterizaram funcées
génicas e rotas metabdlicas envolvidas na virdérciormacéo de biofilme (SHI et al., 2007;
SHI et al., 2009; DA SILVA NETO et al., 2008). Actéca do microarranjo permite uma visao
geral da expressdo génica em determinada condagdecendo dados para estudos fisioldgicos e
bioguimicos. Neste caso, 0s genes transcritos dessmcomparados com as proteinas e
metabolitos produzidos com a finalidade de compleems processos biolégicos, ja que nem
todo gene transcrito dara origem a uma proteina.

A introducédo da tecnologia de microarranjos de Dpbka o estudo da interacdo entre
microrganismos e seus hospedeiros pode auxiliaavaiacdo da expressdo génica bacteriana,

permitindo o entendimento desta associagéo e ssivebaplicacdo biotecnoldgica.
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1.6.2 PCR quantitativo

O PCR quantitativo (qQPCR) ou PCR em tempo reabé&senvolvido com o objetivo de
estimar o nimero de copias de um gene de inte(B3EKEN; SCHULER; DOLKEN, 1998;
HIGUCHI et al.,, 1993). O gPCR € uma variacdo danité&c do PCR convencional que visa
quantificar uma amostra de DNA ou RNA usando umquéecia deprimer especifico,
determinando assim o numero de cépias de uma detgtanseqiéncia de DNA ou RNA. Se
determinada sequéncia (DNA ou RNA) é abundantermastia a amplificacdo € observada nos
ciclos iniciais, se a sequéncia é rara, a amptifioae observada nos ciclos mais tardios (HEID et
al., 1996).

Este método tem sido utilizado para quantificastidar bactérias de importancia clinica
como Listeria monocytogeng®BASSLER et al., 1995)Yersinia pestigHIGGINS et al., 1998),
Mycobacterium tuberculosi$DESJARDIN et al., 1998) &orrelia burgdoferi (PAHL et al.,
1999), bactérias fitopatogénicas comxo fastidiosa (OLIVEIRA et al, 2002), Ralstonia
solanacearun{WELLER et al, 2000) eXanthomonas campestfi€UBERO, GRAHAM, 2002)

e para a bactéria endofitidd. mesophilicum(LACAVA et al., 2006), bem como para a
quantificacdo da expressdo de genes bacterianoBIDEEASTEELE et al.2001) e fungicos
(SEMIGHINI et al., 2002). Além disso, devido aodfate se poder quantificar o nimero de cépias
de uma molécula de DNA ou RNA, esta técnica tem gidicada para validar resultados obtidos
por microarranjos de DNA e quantificacdo de gereambiente.

Ha poucos estudos utilizando o PCR quantitativa paaliar a expressao dos genes de
interacdo microrganismo-planta. A maioria dos titatm avaliam os genes da planta em resposta
a um microrganismo patogénico, sendo que é maisla$h a interacdo com fungos patogénicos
como Puccnia striiformisf. sp. tritici, agente causal a ferrugem do trigo (WANG et @1,
Sclerotinia sclerotiorungue causa podriddo em canola (WANG et al., 20@@enophora teres
patbgeno de cevada, causando mancha reticular (EXBGAOLDACH; WILLIAMS, 2008)
entre outros. H4& um menor nimero de trabalhos @mtébas que também priorizam o estudo da
planta tais com o estudo de interacddRaéstonia solanacearurmom batata (GAO et al., 2009)
ou a validacdo do experimento de microarranjo quadiaaos genes diferencialmente expressos
em mandiocaManihot esculentainfectadaXanthomonas axonopod. manihotis(LOPEZ et
al., 2005).
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2. ANALISE FILOGENETICA (16S rRNA) E FUNCIONAL (mxaF) DE Methylobacterium
spp. ENDOFITICA

Resumo

O géneraMethylobacteriumé constituido de bactérias PPFMnk-pigmented facultative
methylotrophig e € um grupo bacteriano de grande importanciassaciacdo com a planta, é
capaz de nodular as raizes das plantas, fixamg@itio, produzir citocinina e enzimas envolvidas
na inducdo da resisténcia sistémica da plantactai® pectinase e celulase. A diversidade de
Methylobacteriumspp. isolada de diferentes plantas foram anaksgmda comparacdo das
sequéncias do gene estrutural (X&BIA) e funcional fnxaF, que codifica uma subunidade da
enzima metanol desidrogenase. Os resultados mostram resposta adaptativa diferente de
Methylobacteriunspp. nas diferentes plantas. Porém, a clustenzde&solados de um mesmo
hospedeiro foi observado em um subgrupo de isoladm@erindo que essa diversidade se deve a
eventos estocasticos, devido a sele¢cdo de gendidgmbsrianos por meio da planta hospedeira.

Palavras-chave: Diversidade; Metilotréficas; Ing@&@bactéria-planta



50



51

PHYLOGENETIC (16S rRNA) AND FUNCTIONAL (mxaF) ANALISYS OF
ENDOPHITIC Methylobacterium spp.

Abstract

The genusMethylobacterium constituted by the PPFMgifk-pigmented facultative
methylotrophig bacteria, is an important plant associated biattgroup, where it is able to
nodulate plants, fix nitrogen, produce cytokined anzymes involved in induction of systemic
resistance such as pectinase and cellulase. Tkeesijvof Methylobacteriunspp. isolated from
different plants was analyzed by a comparative @gogr of sequences from structural (X8BIA)
and functional thxaF gene, which codifies for a subunit of the enzynethranol dehydrogenase)
ubiquitous genes. Results show differential adaptiesponses oMethylobacteriumspp. in
distinct plant species. However, the clusteringoating to the host plant was observed for a
subset of isolates, suggesting that this diversityld be driven by stochastic events, due to the
bacteria genotype selection by the host plant.

Keywords: Diversity; Methylotrofics; Plant bacteiigeraction
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2.1 Introducao

Bactérias do génerdethylobacterium,pertencentes a classeproteobactéria, tém a
capacidade de utilizar metanol como Unica fonteatbono e sdo metilotréficas facultativas. Sao
capazes de converter compostos €n produtos importantes, como biopolimeros, acidos
organicos, coenzimas e vitaminas. Essas bactanasem possuem um papel importante no ciclo
de carbono (JEONG et al., 2002).

O metano se tornou 0 gas mais importante do eésitiofa, visto que a concentracédo de
deste gas na atmosfera tem aumentado em uma tek% de ano, além do fato desta molécula
apresentar uma capacidade maior que @ @®reter o calor. Neste contexto, areas com agua
contribuem com cerca de 15 a 20% do total de metsnitido para a atmosfera a cada ano
(MCDONALD; KENNA; MURRELL, 1995). O primeiro passpara a oxidagdo microbiana do
metano a gas carbdnico é a conversdo de metantaaghpela enzima monooxygenase metano
(MMO) (MCDONALD; RADAJEWSKI; MURRELL, 2005). O genenmoX que codifica a
subunidadea da hydroxylase do sMMO, tem sido usado para estadaiversidade de
metanotroficos que contem sMMO. Enquanto o gem&aF que codifica a atividade da
subunidade de dehydrogenase do metanol (MDH), iémusada para estudar a diversidade de
bactérias metilotroficas. MDH & um tetramerss, com dois sitios de atividade, contendo um
grupo prostético e um atomo de calcio (ZHANG; LIEIM, 2003). O metanol produzido pela
enzima MMO é oxidado pela enzima MDH a formaldefa@ual é o intermediario principal no
metabolismo metilotr6fico, como mostra a Figura 2MCDONALD; RADAJEWSKI;
MURRELL, 2005). O formaldeido € consumido dentrocdtula, assimilado em biomassa no
ciclo da serina ou oxidado a @@erando energia (ZHANG; LIDSTROM, 2003).
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Via RuMP
i
Monooxigenase
do metano Desidrogenase Desidrogenase Desidrogenase
0O, HO do metanol do formaldeido do metanoato
%ﬁ CH; OHW HCHDW} HCODHWD CO,
NADH, NAD® POQOQ PQQ[—] X H, NAD* NADH+H"

Via da Serina

Figura 2.1 - Ciclo da oxida¢do microbiana do metarmssimilacdo do formaldeido (MCDONALD; RADAJEWSK
MURRELL, 2005)

Espécies do génendethylobacteriumforam isoladas de diferentes plantas hospedeiras
(PIRTILLA et al., 2000, SY et al., 2001, ARAUJOat, 2002, YATES et al., 2007, FERREIRA
et al., 2008, ANDREOTE et al., 2009) e de difererambientes marinhos com o oceano Pacifico
(WANG et al., 2004), a Antéartica (MOOSVI et,a2005), o fundo mar de Kuroshima Knoll, no
Japéo (INAGAKI et al., 2004), e posteriormente ctazada por meio da sequéncia parcial do
gene 163RNA e mxaF.Sedimentos marinhos em alto mar sdo conhecidosguem ambientes
pobres em matéria organica, em metano e em oxigésimuros e gelados (26, e nessas
condicdes, as bactérias metilotréficas sao os ipais componentes nesse ecossistema extremo,
devido ao seu papel essencial na ciclagem do car®RANG et al., 2004). Esses estudos
permitem a melhor compreensdo do papel desses rgaaiemos no ciclo do metano e
observacéo da oxidacdo do metano por comunidadesbi@nas aerdbicas e anaerbbicas.

A vantagem de se utilizar genes funcionais congememxaF juntamente com o0 gene
ribossomal (16SRNA) no estudo da diversidade bacteriana € que elgsitpp avaliar a
diversidade funcional dentro do ambiente estudad@terminando a atividade da bactéria em
diferentes ambientes e seu papel no metabolismocaiepostos importantes nos ciclos
biogeoquimicos (MCDONALD; RADAJEWSKI; MURRELL, 2005

Em plantas,Methylobacteriumspp. apresenta diferentes funcdes benéficas aaplant
hospedeira tais como fixacdo de nitrogénio (SYl.et2@01; YATES et al., 2007), producédo de
citocinina ou interagdo com patdgenos de plant&A@IO et al., 2002; LACAVA et al., 2004;
MADHAIYAN et al., 2006a, 2006b). Além disso, essa bactéria apresenta a idapacde
sintetizar enzimas que degradam a parede celolao pectinas e celulase, espécies desse género
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nao sao conhecidos como fitopatégenos. Isso patisainque essa bactéria durante a colonizacdo
da planta pode induzir resisténcia sistémica atplaonspedeira (MADHAIYAN et al., 2006a,
2006b). Com isso, esse género bacteriano podemdetara comunidade bacteriana associada a
planta (ANDREOTE et al., 2006; KNIEF et al., 20li@fluenciando o desenvolvimento vegetal.

De acordo com analises recentes do gélathylobacterium34 espécies foram descritas
(KATO et al., 2008; WEON et al., 2008; MADHAIYAN ai., 2009), a maioria nos ultimos anos,
indicando que parte da diversidade desse génerinda alesconhecida. Portanto, estudos
envolvendo isolados de plantas do géndethylobacteriunpode contribuir para o conhecimento
desse grupo. Considerando resultados prévios,as mostram que o metabolismo metilotréfico,
com papel fundamental da expressdo do gexaF, e necessario pamd. extorquengiurante a
colonizagédo da planta hospedeira (SY et al., 2005)erindo que pode ocorrer a selecdo de
genotipos metilotroficos durante a interadéethylobacteriunplanta.

Estudos de gendmica comparativa baseados em dghodde DNA gendmico de
diferentes isolados em uahip com todo o genoma pode fornecer informacdes saduesicao,
perdas e evolucdo génica em nivel de sequénciauceotideo. Além disso, pode mostrar a
evolucao, a diversidade gendmica, a plasticidadepetencial genético de viruléncia bacteriana
(SAUNDERS et al., 2004; DORRELIHINCHLIFFE; WREN 2005). Nesse estudo foi avaliada
a diversidade genética de 60 estirpeda¢hylobacteriunspp. isoladas de oito diferentes plantas
hospedeiras utilizando a analise da sequéncia de §6SrRNA e do genemxaF, buscando
entender a filogenia do grupo Weethylobacteriumassociada a plantas assim como o papel dessa
diversidade na interacdo com a planta.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Isolados deMethylobacterium

Foram utilizados 60 isolados endofiticos do gémdethylobacteriumspp. (Tabela 2.1),
pertencentes a colecdo do Laboratorio de Genétidslidrorganismo (Esalq, Usp, Piracicaba).
Estes isolados foram obtidos @effea arabica8 isolados)Saccharunspp. (8 isolados)Citrus
spp. (18 isolados)Eucalyptusspp. Eucalyptusgrandis x Eucalyptusurophylg (7 isolados),
Borreria verticillata (12 isolados) eCapsicum annuun(7 isolados). Todos os isolados foram
crescidos em meio CHOI 3 (TOYAMA; ANTHONY; LIDSTROM998) por 72 horas a 48 a
150 rpm.
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2.2.2 Extracéo de DNA total

ApGs o cultivo foi feita a extragdo de DNA tota$ bactérias foram crescidas em 5 mL de
meio CHOI 3 (1,5 g de (NDLSOy; 1,305 g de KRHPQy; 4,02 g de NaHPO,.7H,0; 0,45 g de
MgSO,.7H0; 2,0 g de CaGl H,0; 2,0 g de FeS£r H,0; 0,5 g de MnS® H,0; 0,26 g de
NaM00,.2 H0; 80 mg de CoGl6H,0; 60 mg de BBO;, 125 mM de metanol em 1000 mL)
liqguido por 72 horas (150 rpm). Em seguida 2 mlcdiura foram centrifugados e lavados em
tampéo TE (1M de Tris-HCI pH 8 e 10M de EDTA). Aegpipitado de células foram adicionados
500 uL de TE, 30uL de SDS 10% e 0,1 g de silica (Sigma) e agitaddhemogeneizador de
células para romper a parede celular, deixando A DNe. Entéo, foi adicionando 1 volume de
fenol, homogeneizado por inverséo e centrifuganté0®0 g por 5 minutos.

O sobrenadante foi coletado, acrescentado um lwea clorofane (fenol 1:1
Cloroférmio) e centrifugado novamente a 14000 g%arninutos. O sobrenadante foi novamente
coletado e a ele adicionado um volume de clorofdnovamente centrifugado a 14000 g por 5
minutos. Por fim, a fase aquosa foi coletada, adamdo um volume de isopropanol e 0,6 volume
acetato de sodio, incubada a temperatura ambient® minutos e centrifugada a 14000 g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, e o DNAdawcom Etanol 70% gelado e secado€37

por 40 minutos. A integridade do DNA foi verificadm gel de agarose (1,0%).
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Tabela 2.1 - Identificacdo de isolados Mlkethylobacteriumspp. de diferentes plantas hospedeiras a partir da
sequéncia parcial dos genes *BSIAemxaF

Grupo Filogenético

. . L
Isolado Planta hospedeira Local do isolamento Ideificacdo 16 SIRNA o
TC3-5 Café Piracicaba, SP M. populi 5 \Y
TC3-6 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 5 \%
TC3-7 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 2 |
TC3-10 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 2 |
TC3-11 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 2 |
TC3-13 Café Piracicaba, SP M. extorquens 5 \Y
TC3-14 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 2 |
MC3-1 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 1c Il
F4 Canede-aclca Piracicaba, S Methylobacterium s 1c |
F5 Cana-de-agucar Piracicaba, SP M. fujisawaense 3 |
F7 Canede-aclca Piraccaba, S Methylobacterium s 2 |
F8 Cana-de-agucar Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 2 |
F9 Cana-de-acucar Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 2 |
F10 Can«de-aclca Piracicaba, S Methylobacterium s 1c |
F11 Cana-de-agucar Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 1c |
D5 Cana-de-agucar Piracicaba, SP Methylobacterium sp. 2 |
AR1.6/1 Citros Novais, SP Methylobacterium sp. 2 |
AR1.6/2 Citros Novais, SP Methylobacterium sp. 5 v
AR1.6/8 Citros Novais, SP Methylobacterium sp. 5 \
AR5/1 Citros Colina, SP Methylobacterium sp. 2 \
AR5.1/5 Citros Colina, SP Methylobacterium sp. 2 |
ER1/21 Citros Novais, SP M. mesophilicum 4 \%
ER1.6/Z Citros Novais, SI Methylobacterium s 5 I}
SR1.6/2 Citros Novais, SP Methylobacterium sp. 1c 1
SR1.6/4 Citros Novais, SP M. radiotolerans 1b 1l
SR1.6/6 Citros Novais, Sl Methylobacterium s 4 VI
SR1.6/9 Citros Novais, SP Methylobacterium sp. 1c |
SR1.6/13 Citros Novais, SP Methylobacterium sp. 2 \
SR3/27 Citros Catanduva, SP Methylobacterium sp. 3 \%
SR5/3 Citros Colina, SP M. fujisawaense 3 \
SR5/4 Citros Colina, SP M. fujisawaense 3 \
PR1/z Citros Novais, SI M. mesophilicur 4 \%
PR3/10 Citros Catanduva, SP Methylobacterium sp. 2 \
PR3/11 Citros Catanduva, SP Methylobacterium sp. 2 \Y
TP2-1 Piment& Piracicaba, S M. fujisawaens 3 |
TP4-1 Pimentao Piracicaba, SP Methylobacterium sp. \Y)
TP4-2 Pimentéo Piracicaba, SP M. hispanicum 6 \%
TP5 Pimentéo Piracicaba, SP M. hispanicum 6 \%
TP7 Pimentéo Piracicaba, SP Bactéria metilotrofica ndo la Il
cultivavel

TP8 Pimentao Piracicaba, SP M. hispanicum 6 \Y
MP2-3 Pimentao Piracicaba, SP M. hispanicum 6 v
Aw04 Borreria verticillata Recife, PE Methylobacterium sp. 6 \
Aw05 Borreria verticillate Recife, PI M. radiotoleran: la Il
Aw06 Borreria verticillata Recife, PE Methylobacterium sp. 1c Il
Aw08 Borreria verticillata Recife, PE M. radiotolerans la Il
Aw09 Borreria verticillats Recife, Pl M. radiotoleran: 1b 1l
Aw10 Borreria verticillata Recife, PE M. radiotolerans la Il
Awll Borreria verticillata Recife, PE M. radiotolerans 1b Il
Aw12 Borreria verticillata Recife, PE M. radiotolerans la Il
Awl13 Borreria verticillata Recife, PE M. radiotolerans 1b Il
Aw15 Borreria verticillata Recife, PE M. radiotolerans la Il
Aw16 Borreria verticillate Recife, PI M. hispanicur 6 \%
Aw18 Borreria verticillata Recife, PE M. radiotolerans la Il
R1E Eucalyptus spp. Piracicaba, SP Methylobacterium spp. 3 \%
R2E Eucalyptus sp| Piracicaba, S Methylobacterium sp 2 \%
R3E Eucalyptus spp. Piracicaba, SP Methylobacterium spp. 7 |
R10E Eucalyptus spp. Piracicaba, SP Methylobacterium spp. 1c |
R12E Eucalyptus spp. Piracicaba, SP Methylobacterium spp 2 |
R14E Eucalyptus spp. Piracicaba, SP Methylobacterium spp. 4 |
R16E Eucalyptus sp| Piracicaba, S Methylobacteriumpp. 3 |

*Identificagdo baseada no banco de dados RDP /(kttpo.marsci.uga.edu/public_db/rdp_query.htm) eméise filogenética desse estudo
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2.2.3 Analise da variabilidade genética dilethylobacterium spp.

2.2.3.1 Amplificacdo dos fragmentos dos genesrB08A e mxaF

A variabilidade genética foi avaliada por meioataplificagdo dos genes 16S tRNA
com os primers R1387 (5° - CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3) e P027B"-(
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3") para a subunidade 1@85rRINA Alternativamente, foi
realizado a PCR direto de col6nia com o volume@pgl5contendo tampéao da enzima 1 X, 3,75
mM de MgCh, 0,2 mM de cada dNTP, 02M de cadaprimer, 0,1 UpL™ de Tagq DNA
Polimerase (Invitrogen, Brasil). Foi realizada udesnaturacéo inicial a 9@ por 4 minutos,
seguidas de 35 ciclos de 30 segundos°€ 9% minuto a 62,5 e 1minutos a 7Z. Em seguida,

a extenséo final foi realizada por 7 minutos 8C7Rpbs a amplificacdo, o produto de PCR foi
avaliado em eletroforese em gel de agarose (1,2%).

A variabilidade genética foi avaliada por meioastaplificacdo do genmxaF,a qual foi
realizada com oprimersmxa 1003f (5" - GCGGCACCAACTGGGGCTGGT - 3") e nb&61r
(5" - GGGCAGCATGAAGGGCTCCC - 37) (MCDONALD; KENNAMURRELL, 1995). Na
PCR, foi utilizada reagcdo com o volume final def®&Ocontendo 5Qug de DNA, 3,75 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0{M de cadaprimer, 0,1 UuL™ de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen, Brasil). Ap6s a amplificacdo, os prazkida PCR foram avaliados em eletroforese

em gel de agarose (1,2%), corado com brometo deceti observado a luz ultra violeta.

2.2.3.2 ldentificacdo de bactérias pela analisgash® 16 SRNA e mxaF

Os isolados amplificados de cada gene foram ifilgadbs por meio do sequenciamento
parcial dos genes 168NA e mxaF. Para isso, os produtos da PCR dos respectivas deram
purificados (GFX purification kit, Amershan-Pharrigg¢ sequenciados com psmersR1387 e
mxal003f para os genes 16BNA e mxaF respectivamente (MegaBACE 1000yoram
utiizadas apenas os cromatogramas com sequéneasltd qualidade (80% das bases
nitrogenadas com alta qualidade > 20) e as seq@gfmiam comparadas com o banco de dados
Ribosomal Data Project (para o gene tBSA) e o banco de dados GenBank (nr/nt) (para o gene
mxaP).

Esta analise permite a avaliagdo das espéciesnpessna populacdo amostrada. Apos

comparacao, as sequeéncias tipo do géNkathylobacteriunforam utilizadas para o alinhamento
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e a analise filogenética com o programa MEGA vers80(TAMURA et al., 2007) baseado na
maxima parciménia (MP). As seqiéncia obtidas ford@positadas no banco de dados do
GenBank com os numero de acesso EU789466 a EU78%B816SrRNA e EU789406 a
EU789465 paranxaF.

2.3 Resultados e Discussao

O géneroMethylobacteriumesta distribuido em ambientes naturais exploradge p
homem, como solo, ar, poeira, agua doce e salgattimentos e ambientes urbanos (VAN
AKEN, 2004), e recentemente tém sido descritos nibémdo ativamente a superficie
(CHANPRAME; TODD; WIDHOLM, 1996; ANDREOTE et al.,0®6) e o interior de diferentes
espécies vegetais ou em ndédulos (SY et al., 20BT;ES et al., 2007). Em associagdo com a
planta, esta bactéria poderia fixar nitrogénio (&val, 2001) e/ou induzir diversos efeitos
benéficos a plantas de soja (HOLLAND; POLLACO, 1p94ana de agucar e algodéo
(MADHAIYAN et al., 2006a).

Esse quadro pode ser resultado de uma co-evointid@ entreMethylobacteriunspp. e
a planta hospedeira. Um exemplo desse processm-égotucdo foi descrito por Cervantes-
Martinez,Lopez-Diaz e Rodriguez-Garg2004), que atribui ao endofiMethylobacteriunsp. o
aumento da atividade fotossintética em plantas,jadecbelo aumento do niumero de estdmatos,
aumento da concentracdo de clorofila e o teor o dualico na planta hospedeira. Devido a
essas interacbes, espera-se que as plantas amstittm nicho importante para avaliar a
diversidade do géneldethylobacterium

Arvores filogenéticas foram construidas usando FRISA (690-1387, de acordo com a
posicao deescherichia coli e uma sequéncia parcial do gemeaF. A arvore do gene 168 RNA
formou pelo menos 7 grupos distintos (Figura 2B&seado nessa filogenia, o grupo 1 consiste
em isolados obtidos de todos os hospedeiros degadoeEsse grupo é dividido em trés
subgrupos: 1a, 1b e 1c (Tabela 2.1), com subgrip@slc se encontram proximos a espécie tipo
Methylobacteriumradiotolerans, sugerindo que 0s subgrupos la e 1c represente igEnot
divergentes. Além disso, foram encontrados isoladivergentes no grupo 2, sugerindo a
presenca de espécies ainda ndo descritas. Ao tmgovore, outro posicionamento pode indicar
uma espécie distinta; e.g. o grupo 6, ondmatstrapde 99 separa a espécie tidohispanicum
do isolado Aw04. Esses resultados sugerem queessitiade dessa espécie nesse género néao foi

explorada totalmente, podendo existir ainda espétde descritas. Neste contexto, foi observado
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que 16 novas espécies Miethylobacteriunforam descritas recentemente (KATO et al., 2008),
mostrando que a intensificacdo dos estudos nesgpe tgm permitido essa melhor compreensao
da diversidade desse género.

Pequenos fragmentos desse gene representam teficegrie a filogenia bacteriana (LIU et
al., 2007). E importante ressaltar que o fragmemalisado é representativo para identificar
bactérias, visto que engloba regides representatiia gene 163RNA como as regides
hipervariaveis V6 e V7. Além disso, recentementadtatado que o fragmento que compreende
as regides V6 e V7 do gene 16BNA apresenta resultados semelhantes aos obtidos com
fragmento de todo o gene (YOUSSEF et al., 2009).

Todos os grupos contém isolados de dois ou magddeiros diferentes, mostrando que
0s genotipos dévlethylobacteriumcolonizam diferentes hospedeiros (exceto o grupoug
apresenta apenas um isolado). Porém, os isolad@oeria verticillata foram encontrados
principalmente no grupo 1. Indicando que parte idargidade devethylobacteriunmspp. dentro
da planta hospedeira é determinada por associagjExificas, porém eventos estocasticos

podem ocorrer.
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Por meio da andlise da sequéncia parcial (530pkgethemxaF foi obtida uma arvore
filogenética para alguns isolados, e embora nduateido observada uma congruéncia completa
com a arvore gerada pela analise da sequénciaabgmie 16SRNA algumas observactes
podem ser feitas. A analise do BLASTn contra o bate dados nr/nt no GenBank classificou a
maioria dos isolados comdaodctéria metilotrofica ndo cultivavebu Methylobacteriumsp.”
(Figura 2.3). A baixa sensibilidade dessa iderdféo se deve ao numero limitado de seqiéncias
de mxaF disponivel no banco de dados (total de 15). Cmun, i® estudo presente contribui
significativamente para a descricdo de diversiddelese gene ubiquo pakéethylobacterium
Além disso, a arvore filogenética obtida com asiiéagias do genexaF também ocorreu a
formacdo de seis grupos (Figura 2.3). O grupo keronapenas isolados obtidos de diferentes
hospedeiros (exceto os isoladosBleverticillata). E importante notar que na base de dados do
GenBank ndo estdo depositadas seqiiéncias do ngesile das espéciedl. fujisawaensegM.
radiotolerans M. oryzaee M. mesophilicum O grupo Il agrupou principalmente bactérias
isoladas deB. verticillata, mostrando a diversidade limitada do gengaF encontrada em
isolados associados a esta planta.

Explorando a selecé@o pela planta hospedeira, lis@rdo genanxaF evidencia que 0s
isolados de cana-de-acgucar se encontram todosupo @ os isolados dB. verticillata foram
agrupados no grupo Il (apenas 2 isolados perteacsngrupos IV e VI), os isolados de eucalipto
se encontram no grupo | (apenas dois isoladosupmogV), os isolados de pimentédo no grupo IV
(apenas dois isolados nos grupos | e Il). J& dades de citros foram encontrados em todos os
grupos (I-VI). Nao se conhece 0os mecanismos netesgdara a interacdo da planta com o
produto do genenxaF (metanol desidrogenase) dessa bactéria, fatagast@oderia orientar no
entendimento da interacdo déethylobacteriumspp. com plantas de interesse agricola. A
literatura sugere que essa resposta adaptativa meganismo adicional a resposta a mudancas
ambientais (KONSTANTINIDIS et al., 2006). O gemxaFé ubiquo enMethylobacteriunspp.

e esta associado a metilotrofia, metabolismo vastapM. extorquengdurante a colonizacao

epifitica da planta na competicdo com outros mganismos (SY et al., 2005). Além disso, a
colonizacdo epifitica é a primeira etapa para cemesvimento de uma interacdo mais forte,
como a associacdo endofitica (ANDREOTE et al., 2066gerindo que alguns gendtipos de

mxaF possam ser selecionados durante o desenvolvirdamnitanta.
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Contudo, comomxaF é um gene ubiquo erethylobacteriumspp., a discrepancia
filogenética encontrada entre os isolados deve@wsiderada como uma pequena aberracao que
ocorre durante o processo de colonizacdo induzela poexisténcia da bactéria e da planta
hospedeira. Por isso, tem que ser salientada anteeadescricdo de isolados do género
Methylobacterium pela andlise do gene 18BNA que ndo apresentam o gem&aF no seu
genoma (ARDLEY et al., 2009). Esses autores mostfaenessas estirpes ndo sdo capazes de
utilizar compostos de {Ccarbono, e também demonstram que isso ndo impedrizacao e
nodulacéo de raizes detononisspp. No presente estudo pode ser observado qéépgendo
genemxaF podem ser selecionados pela planta, reforcandéia de que o produto deste gene
participa da interagdo desta bactéria com a plasdgpedeira.

Analisando os resultados, é possivel observar gorgruéncia parcial quando foi
comparada a arquitetura das arvores filogenétiedS68rRNA e mxaF Porém, algumas excec¢des
sao observadas, tais como a posicao de algundasolgssa diferenca de posicdo pode ser devido
a. (i) diferenciagdo ecologica do isolado no amigienem que se desenvolveu
(KONSTANTINIDIS et al., 2006); ou (ii) a ocorréncide transferéncia horizontal de genes
(HGT) (HEYER; GALCHENKO; DUNFIELD, 2002). A ocorr&m de transferéncia horizontal é
evidenciada por, entre outros fatores, a discrepéattcconteddo G+C de regides de transferéncia
quando comprado com outras regides ao longo dongenbssa estimativa foi realizada nesse
estudo, porém néo foi encontrada nenhuma evidépciacipalmente devido a limitagdo da
analise realizada em apenas um género bacteriangue a variacdo do conteudo de G+C é
limitado.

Os resultados obtidos no presente trabalho mastrasma diversidade genética da
comunidade deéMethylobacteriumspp. associados a planta, sugerindo, com baseqii@rsza
parcial dos genes 16RNA e mxaF a possibilidade de aumentar o conhecimento sabre
filogenia desse grupo com estudos basead®ethylobacteriunspp. associados a planta. Além
disso, foi sugerido que parte da associacadMdthylobacteriumspp. com a planta deve ser

determinado pelo genotipo da planta, e parte oclmvalo a eventos estocasticos.
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3. EXPRESSAO GENICA NA INTERACAO DE Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6
COM ARROZ E EUCALIPTO PELA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL

Resumo

Bactérias do génendethylobacteriumapresentam a capacidade de utilizar metanol como
Unica fonte de carbono, sendo metilotroficas fatwias. Além disso, tem sido descrito que estas
bactérias também apresentam a capacidade de intdemgorma mutualistica com a planta
hospedeira, a qual necessita desta associagdoopsea crescimento e estabelecimento em
diferentes ambientes. Para que ocorra a colonizdgiama comunicacdo entre a planta e o
microrganismo, onde a bactéria reconhece compesfuecificos exsudados pela raiz das plantas
e esta reconhece moléculas produzidas pela bactEe@icamente, a planta se comunica
simultaneamente com microrganismos comensalistasyatistas e patégenos por compostos
exsudados pela raiz e atrai apenas os que benefmiplanta. Portanto, este trabalho visou
estudar genes de diferentes classes, que poderisiar envolvidos na interacdo
Methylobacteriunplanta. Foram selecionados genes relacionaddg@mita no metabolismo da
bactéria (genenxaP, ao transporte e reconhecimento de compostoseggamU e ss3, a
resposta a estresse (geoel), a interagbes com o0 metabolismo da planta (gerd§ e
patogénese de bactérias (gpatatin e pholU). Foi observado que a expressao do geraFnao
foi alterada. Ja a expressao dos gemdse acdSassociados a resposta ao estresse foi reprimida
quando em associacdo com a planta. A expressagedes relacionados a patogénese da bactéria
patatin e phoU nao foi alterada, confirmando qi# mesophilicunSR1.6/6, embora apresente
esses genes, é um endoéfito que ndo causa danta&ss @ portanto ndo apresenta um aumento
na sua expressao. Os resultados sugerem que, maigdes avaliadas, a bactéria reconhece o
ambiente da planta como um local de pouco estrpsseavelmente sugerindo que a planta ndo
ativa o seu sistema de defesa contra esta baetétdditica.

Palavras-Chave: Interacdo bactéria-planta; Enddfitoléncia
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GENE EXPRESSION ON THE Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 WITH RICE AND
EUCALIPTUS INTERACTION BY QUANTITATIVE PCR

Abstract

Bacteria ofMethylobacteriumgenus interacts symbiotically with different plasgecies,
and can use methanol as only source of carbon, dheyPPFMs pink-pigmented facultative
methylotrophic The plants need the association with the bacteratheir own growth and
establishment in different ecosystems, as occuts the endophytes associations, that are mainly
from the soil and enters in the plant by interdalitspaces or by cracks on the roots. To occur
colonization, there is a communication between tpland microorganism. The bacterium
recognizes specific compounds exuded by the ptaotsr Theoretically, the plant communicates
simultaneously with commensalists, mutualists aathg@gens by compounds exuded by the root
and attracts only microorganisms that will bendfiem ecologically. Therefore, this research
aimed to study different gene classes, that cowdd irvolved in Methylobacteriurplant
interaction. It was selected genes related to riffe bacteria metabolismmkaF gene), to
compounds transport and recognitigghqU and sssgenes), to bacteria adaptation to stressful
environment ¢rtl gene), and interactions with plant metabolisatdS gene) and bacteria
pathogenicity fatatin and phoU genes). It was observed that genes related tceerelift
metabolismmxaF were not amended. The genedl and acdS related to stress had their
expression reduced with the plant, the genes telatdacteria pathogenicifatatin and phoU
were not amended, confirming thdt mesophilicunBR1.6/6, although present these genes, is an
endophyte that do not cause damage to plants @mnefdihe do not increase the gene expression.
The results suggests that, in the evaluated comnditi the bacteria recognizes the plant
environment as a place with not much stress, piglsalygesting that the plant do not activate its
defense system against the endophyte bacteria.

Keywords: Plant bacteria Interaction; Endophyteulénce
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3.1 Introducao

O géneraMethylobacteriumé composto por bactérias metilotréficas que poudeeragir
de forma mutualistica com diferentes espécies aegdia area agricola, tem sido descrito Mue
nodulansesta envolvida na fixacdo de nitrogénio e na fomage nddulos (SY et aR001),
enquanto outras espécies podem promover crescirmantaluzir resisténcia sistémica na planta
hospedeira (ARAUJO et .al2002; LACAVA et al., 2004; MADAHAIYAN et al., 208). Além
disso, em citros, trabalhos tém mostrado Nlethylobacteriumpode apresentar interacdo com
Xylella fastidiosa,agente causal da CVC (clorose variegada dos igedRAUJO et al., 2002;
LACAVA et al., 2004). Tendo em vista esta intimaasacao déethylobacteriunspp.com a
planta hospedeira, pode ser sugerido que essarihastda capaz de atuar no interior e na
superficie da planta, influenciando o equilibriccrabiano na planta hospedeira, e participando
ativamente no estabelecimento e desenvolvimentetakeg

Bactérias metilotroficas utilizam compostos contendn carbono, tais como metanol e
metano, como fonte carbono e energia. Também gd@zes de converter compostos €n
produtos importantes, como biopolimeros, acidosamicgps, coenzimas e vitaminas. Essas
bactérias desempenham um papel importante noductarbono (JEONG et al., 2002).

Endofitos sdo na sua maioria proveniente do solengam na planta por espacgos
intercelulares ou por pequenas fissuras da raiza Rpe ocorra a colonizagdo ha o
estabelecimento de uma comunica¢ao entre a plantaierorganismo, onde a bactéria reconhece
compostos especificos exsudados pela raiz dasaplaieoricamente, a planta é capaz de
estabelecer uma comunicacdo simultdnea com miengrgas comensalistas, mutualistas e
patégenos por meio da liberacdo de compostos aiel& ratrai apenas 0S microrganismos que as
beneficiam ecologicamente (HARDOIM; OVERBEECK; VANLSAS, 2008).

Dessa forma, tendo em vista que existem diferegtapos de genes envolvidos na
interacdo bactéria-planta, este trabalho visou i@vah expressdo de diferentes genes
possivelmente envolvidos na intera¢dethylobacteriunplanta. Foram selecionados 6 genes que
foram descritos na literatura como expressos ditéaémente durante a interacdo bactéria-planta:
mxaF, phoU, sss crtl, acdSe patatin

O genanxaFé importante durante o metabolismo metilotrofmmdificando a subunidade
a da enzima dehidrogenase do metanol (MDH) (ZHAN@®RSTROM, 2003) e a sua expressao

confere vantagens adaptativas em condi¢Bes compstita superficie da planta (SUDTACHAT
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et al., 2009), ja que a planta produz metanol (dera sintese da parede celular) nas folhas e
libera pelos estdmatos (SY et al., 2005) e h& oeatnda atividade metilotréfica durante a
simbiose (JOURAND et al., 2005).

Ja os geneghoU e sssestdo associados ao transporte e reconhecimemongsostos do
ambiente (LAMARCHE et al., 2008; SCIER, 1998), mgphoU é responsavel pela regulacao da
homeostase do fosfato, porém, além disso, tambaétnota e interfere na expressao de genes de
estresse, producdo de antibioticos (GRISTWOOD .e2809; LI; ZHANG, 2007) e viruléncia
(CHENG et al., 2009a) e o gemss(sodium solute symporferealiza o transporte simpértico do
soluto juntamente com o sédjmantotenato/Na prolina/Nd, glicose ou galactose/NaSCIER,
1998).

Enquanto os genes geortl, acdSestdo associados a respostas a estresse (SANDMANN,
2009) e ao metabolismo da planta (HARDOIM; OVERBEEXAN ELSAS, 2008), o gene
fitoeno desidrogenasatl codifica a enzima que catalisa a reacdo de desgat resultando na
sintese do licopeno, que protege a célula contmagdaxidativos, diferentes tipos de radiacoes e
dissecacdao (XU et al, 2007) e o gemredS codifica a enzima acido carboxilico
aminociclopropano deaminase que degrada ACC (loxdalo 1-aminociclopropano), precursor
do etileno na planta (HARDOIM; OVERBEECK; VAN ELSA3008). As bactérias contendo o
planta pelo etileno e (ii) permitindo que AlA estila a proliferacdo celular e elongacdo sem o
efeito negativo do aumento dos altos niveis demaivegetal (GLICK et al., 2007).

O genepatatin € normalmente associado a bactérias patogéniéaateado durante o
processo de patogénese (CAMERA et al., 2009), oeegeala familiapatatin codificam
fosfolipases que hidrolisam fosfolipidios, utilizaghor bactérias patogénicas na colonizacao
eficaz do hospedeiro hidrolisando os fosfolipidide@ membrana, resultando na perda da
integridade da membrana e citotoxicidade (BANERWIRASS; FLIEGER, 2008). Quanto maior
0 numero de genes da famifiatatin, maior a viruléncia da bactéria, isso ocorre prelraente
devido a vantagem que os genes da farpgitin conferem a bactéria na (i) interacdo com o
hospedeiro, (ii)) adaptacdo aos varios ambientas) €dmpeticio com outros microrganismos
(BANERJI; FLIEGER, 2004). O gerphoUtambém esta envolvido no processo de patogénese da
bactéria (CHENG et al., 2009a).



75

Ha poucos estudos utilizando a técnica do PCRtijativo para avaliar a expressédo dos
genes de interacdo microrganismo-planta. A maiat@s trabalhos avaliam os genes
diferencialmente expressos da planta em resposten anicrorganismo patogénico, e nédo a
diferenca de expressao dos genes do microrganilgons exemplos séo as interacdes planta-
fungo patogénico comduccnia striiformis (WANG et al., 2010),Sclerotinia sclerotiorum
(WANG et al., 2009),Pyrenophora tereBOGACKI; OLDACH; WILLIAMS, 2008) entre
outros. H4& também um menor nimero de trabalhost@eacdo planta-bactéria, que também
priorizam o estudo da planta, tais como o estudoind@racdo entre batata Ralstonia
solanacearun(GAO et al., 2009) ou a validacdo do experimentargderoaranjo que avalia 0s
genes diferencialmente expressos em mandideaifiot esculenfainfectada poiXanthomonas
axonopodigv. manihotis (LOPEZ et al., 2005).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo fdiaava expressdo dos genesaF, acdS
crtl e patatin, phoU e sssa interacdo da bactéria endofitida mesophilicunSR1.6/6 com a
planta hospedeira arroz e eucalipto e na condigéo etanol, visto que esses genes podem ser

responsaveis pela colonizacao da bactéria na mantarferir no desenvolvimento vegetal.
3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Isolado deMethylobacterium mesophilicum e condi¢des de cultivo

Nos ensaios de interagcdo enttethylobacteriurrplanta foi utilizada a linhagem SR1.6/6
de M. mesophilicumpreviamente isolada d®itrus sinensiARAUJO et al., 2002). Essa bactéria
foi cultivada em meio CHOI3 (TOYAMA et al., 1998)28°C por 96 horas, para a obtencado de
um indculo inicial de 19células mr}, com a D.Qxpoa 1,0.

3.2.2 Material Vegetal

Foram utilizadas plantulas de arr@riga sativg e de eucaliptoHucaliptus citriodord.
As plantulas axénicas de arroz e de eucalipto fovhtidas a partir de sementes previamente
desinfetadas superficialmente (com &lcool 70% ediguito) e germinadas sobre meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e cultivadasvitro sob condi¢cdes axénicas.

3.2.3 Inoculacdo dev. mesophilicum

As plantulas com aproximadamente 10 cm de alte@eberam o inoculo dé.

mesophilicunpela aplicacéo de aliquotas de 5 mL da suspers@ertana (1DUFC mLY) em
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meio de cultura CHOI3 (TOYAMA; ANTHONY; LINDSTROMJ1998). A inoculacdo foi
realizada em meio MS liquido (MURASHIGE; SKOOG, 29&obre o sistema radicular da
planta. Os tratamentos foram: (1) controle SR1eB6CHOI3 (a fonte de carbono desse meio de
cultura é o metanol); (2) SR1.6/6 em CHOI3 (subistito a fonte de carbono pelo etanol); (3)
SR1.6/6 inoculada no meio de cultura MS com arr¢4) &SR1.6/6 inoculada no meio de cultura
MS com eucalipto. Todos os tratamentos foram cotopopor 3 repeticbes e o periodo de

incubacéo antes da extragdo do RNA foi de 48 horas.

3.2.4 Extragéo de RNA total

Células bacterianas foram coletadas do meio deirauliquido por centrifugacdo (15
minutos a 6000 g), e a partir gellet bacteriano o RNA foi extraido de acordo com oquoko
de extracdo da Invitrogen modificado (TRizolnvitrogen). Foi adicionado 1 mL do reagente
TRIzol" (Invitrogen), foi centrifugado a 12000 g por 15mtbs a 4°C, coletou-se o sobrenadante
que foi transferido para novo tubos de eppendo#f de.. Ao material coletado, adicionou-se 200
uL de cloroférmio (puro) em cada tubo, centrifuggunovamente a 12000 g por 15 minutos a
4°C. A fase aquosa foi, entdo, transferida para repgendorf de 1,5 mL ja contendo o mesmo
volume de isopropanol absoluto gelad8C@ A amostra foi centrifugada a 12000 g eellet
formado foi lavado uma vez com etanol 75% geladea. Ao final, 0 RNA foi ressuspendido

em 30uL de agua tratada com dietil-pirocarbonato (DEP€3tecado a -8C.

3.2.5 Avaliacao da qualidade do RNA obtido

A integridade e quantificacdo do RNA extraido ¥erificado em gel desnaturante de
agarose 1,2% em tampao FA 10X (MOPS 200 mM, ace@ateddio 50 mM e EDTA 10 mM),
contendo formaldeido (0,7%) e brometo de etidi@ (@.mL* de gel) e comparacdo com o
marcador de 2 Kb. O gel foi equilibrado por 30 niasuem tampé&o FA 1X antes da corridajeg2
de RNA mais qiL de Loading buffer 5X foram aquecidos &65o0r 5 minutos antes de serem
aplicados no gel e apGs a eletroforese o gel fodficumentado em luz UV. O RNA também foi
quantificado por D.Qg, medida em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000.oTodmaterial
utilizado para a obtencdo e tratamento de RNA $berdizado e/ou tratado com DEPC para

eliminacédo de RNAse.
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3.2.6 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA a partir do RNA foi realizadacd pg do RNA por meio ddit
SuperScript First-Strand Synthesis System for RR-@@vitrogen, Brasil) utilizando oprimers
randémicos, de acordo com as recomendacdes dodatwi

3.2.7 Deteccgdo d&. mesophilicum SR1.6/6

A fim de confirmar a presenca do isolado SR1.6farfoutilizados oprimers MMC1 e
MMC2 que amplificam um fragmento exclusivo de 399 go gene 163RNA desse isolado
(LACAVA et al., 2006). Na PCR, foi utilizada reacédom o volume final de 2L contendo 50
ng de DNA, 3,75 mM de MgG| 0,2 mM de cada dNTP, OJM de cadagprimer, 0,1 UpL™ de
Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil). Apos a difigacdo, os produtos da PCR foram
avaliados em eletroforese em gel de agarose (1,2%).

3.2.8 Desenho dprimers

O desenho dogrimers para 0s genes alvo deste estudo foi realizado case Inas
sequéncias dos seis genomas do géketbylobacteriunrecentemente sequenciados, anotados e
depositados no banco de dados NCBI (National CéoteBiotechnology Information), além das
sequéncias génicas obtidos em trabalhos anteri@apitulo 2 deste trabalho). Todas as
sequéncias obtidas foram alinhadas, buscando-saltEprimersque se anelem em uma regido
conservada do gene, para que amplifique diferesgpécies do géneldethylobacteriumPara
isso foi utilizado o programBrimer 3 (v. 0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/) resultanda nbtencao
deprimerscom as caracteristicas desejaveis, as sequénspsmersutilizados se encontram na
Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Sequéncias piemersutilizados

Tamanho
Primer Gene alvo Seqliéncia do Referéncia
fragmento
MxaFgPCRAF . 5-CGTCAACGTCATGATGCT(C/G)T-3' 2500h Este estudo
mxa
MxaFgPCRAR 5- GATGTCCTTGGCGAG(A/G)TG - 3 P Este estudo
ACC Metl f 5'- GACCGGGTCGGCAACATC - 3 Este estudo
acdS 200pb
ACC Met2r 5'- AGCCCGCCGTACTTGTGC - 3 Este estudo
PatatinF ) 5'-CTTCAACGCCAACCTGATG - 3 Este estudo
) patatin 250pb
PatatinrR 5- CCGATCCGCTCGTAGTTCT -3 Este estudo
PhyF " 5- AATACTTCAAGCCGGTGCTG - 3 18600 Este estudo
cr
PhyR 5'- GACATGCCGAGGTACTTGGT - 3’ P Este estudo
ss§ 5- ATCGACGCCCTGTACAATTC -3 Este estudo
SSs 221pb
SsR 5'- ACCGTCGCGTAGTTCGAC - 3’ Este estudo
phoUF 5'- TTCGACGGGCTGATCTACTC - 3 Este estudo
phoU 189pb
phoUR 5'- GATCAGGTAGAAGGCCACCA -3 Este estudo
RecAF 5 - CGAACTGCATGGTC(G)ATCTTC-3 Este estudo
recA 232pb
RecAR 5 - ATGTCGAACTCGACCTGCTT - 3 Este estudo
ZwfrF . 5'- AGCAGCTGGAACATGTGGTT -3 2310b Este estudo
W
ZWfrR 5'- CGACGAGAGCCAGTTCTACC- 3’ P Este estudo
rpoDrF 5'- ACGACCTCGAGAACAACGTC- 3 Este estudo
rpoD 229pb
rpoDrR 5'- ACGACCTCGAGAACAACGTC- 3 Este estudo
proCF 5'- CCAGCAGGAAGACGTAGGC- 3 Este estudo
proC 282pb
proCR 5'- ACACGCTCCTCGTCTCGAT- 3 Este estudo
MMC1 5- TACGTGGAGAGATTCACGGTG 3 Lacava et al. (2006)
16SrRNA 390pb
MMC2 5'- GTACAAGGCCCGGGAACGTAG 3’ Lacava et al. (2006)

Na PCR, para de validagdo dmsmers desenhados neste trabalho, foi utilizada reagéo
com o volume final de 2%L contendo 50ug de DNA, 3,75 mM de MgG| 0,2 mM de cada
dNTP, 0,1uM de cadaprimer, 0,1 UpL™ de Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil). Apés a

amplificacdo, os produtos da PCR foram avaliadosetroforese em gel de agarose (1,2%).

Foram testadas as especificidades plimers em nivel de espécies, isolados ou género de 16

isolados do génerdMethylobacterium(Tabela 3.2), e isolados representantes dos géneros

Rhizobiunsp, Sinorizobiunsp.e Bacillussp.
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Tabela 3.2 - Identificacdo de isolados de Methyttddum spp. de diferentes plantas hospedeirasriir pia
sequéncia parcial dos genes IBSIA

Isolado Planta hospedeira Local do isolamento |deiftcacéo*
TC3-6 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp.
TC3-7 Café Piracicaba, SP Methylobacterium sp.
F5 Cana-de-acgucar Piracicaba, SP M. fujisawaense
F7 Cana-de-acucar Piracicaba, SP Methylobacterium sp.
F8 Cana-de-agucar Piracicaba, SP Methylobacterium sp.
F9 Cana-de-agucar Piracicaba, SP Methylobacterium sp.
SR3/27 Citros Catanduva, SP Methylobacterium sp.
PR1/3 Citros Novais, SP M. mesophilicum
PR3/11 Citros Catanduva, SP Methylobacterium sp.
TP7 Pimentdo Piracicaba, SP Bactéria  Metilotrofica
nao cultivavel
TP8 Pimentao Piracicaba, SP M. hispanicum
R3E Eucalyptusspp. Piracicaba, SP Methylobacterium spp.
MA2.9 Laguncularia racemosa Bertioga, SP Methylobacterium spp.
MAS.1 Avisceniashaueriana Bertioga, SP Methylobacterium spp.
MB1.1 Rhizophora mangle Bertioga, SP Methylobacterium spp.
MB1.3 Rhizophora mangle Bertioga, SP Methylobacterium spp.

*|dentificagdo baseada no banco de dados RDP /(kitpo.marsci.uga.edu/public_db/rdp_query.htm) eandlise filogenética desse estudo

(Capitulo 2)

3.2.9 Analise por PCR quantitativo (PCR em tempo ia)

A reacdo de amplificacdo por qPCR foi conduzidatermociclador iQY5 (Bio-Rad)
programado para uma desnhaturacdo inicial por 5 tosna 94C, seguida de 40 ciclos de 15
segundos a 9€ e 1 minuto a 6. Na reacdo de qPCR a especificidadepiivsersfoi avaliada
por meio de uma curva de desnaturacdo com o gtadien60 a 98 variando 1C a cada 30
segundos. Cada reacédo de amplificacéo foi realigadam volume final de 2fL, contendo 2
uL de cDNA (100 ng), 1QuM de cadaprimer e 12,5uL da solucéo do kiPlatinunt SYBR’
Green qPCR SuperMix-UDGInvitrogen). A eficiéncia da reacdo foi calculad@ilizando o
programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003).

A quantificacdo da expressdo génica por meio deRg@i baseada na expressao de um
gene alvo em relacdo a um gene de referéncia (gene expressao reconhecidamente
constitutiva) pelo modelo mateméatico de Pfaffl qadcula a razdo da expresséo relativa de um
gene alvo baseado na eficiéncia da reacdo de gBELR (o ponto em que a fluorescéncia

ultrapassa satisfatoriamente a fluorescéncibad&ground(Ct) de uma amostra desconhecida
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um controle, e é expresso em relacdo a um genemefa, de acordo com a seguinte equacao
(PFAFFL, 2001).

(Eal ) ACFalvo (controle -amostra) (1)
VO
Razéo (RER)

ACPref. (controle - amostra)
(Eref.) ( )

3.3 Resultados e Discussao

O RNA total deM. mesophilicunSR1.6/6 foi extraido de células crescidas em etifies
condicdes, como descritas nas 4 condicoes (tratas)eestudadas. A presenca das bandas
referentes ao RNA 23S e 16S no gel de agarose tdemnti@ 1% mostra que o RNA estava
integro e de qualidade. A relacdo da absorbanc@uoprimento de onda 260/280 foi proximo a
2, indicando que néo havia impurezas no RNA tdiétlo.

Foram testados 16 isolados do géndmihylobacteriuncom osprimersutilizados nesse
estudo, a fim de avaliar a especificidade dos mesaman determinado isolado, género ou familia
bacteriana (Tabela 3.3). Todos @simers desenhados foram especificos para o género
Methylobacteriume ndo amplificaram seqtiéncia no genom&awrhizobiunsp, Rhizobiunsp.

e Bacillus cereus A Unica excecédo foi @rimer para o genecdS (ACC deaminase), o qual
amplificou este gene em bactérias do géRdraobium.
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Tabela 3.3 - Amplificacdo do genes déferentes géneros bacterianas pglamers utilizados neste

estudo
Gene Géneros bacterianos
Methylobacterium spp  Rhizobium sp.Sinorhizobium sp.  Bacillu sp.

mxaF 16 (100%) - - -
acdS 14 (87,5%) + - -
patatin 10 (62,5%) - - -
crtl 4 (25%) - - -
phoU 15 (93,75%) - - -
SSS 15 (93,75%) - - -
recA 14 (87,5%) - - -

Todos os produtos da amplificacdo dos sete genesH acdS crtl, patatin, phoU, sss e
recA) foram purificados, seqienciados e comparados @dmanco de dados do GenBank via
BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) confirmanda identidade do fragmento amplificado
(ANEXO A). Os primers foram avaliados inicialmente por meio de PCR tiadial antes da
avaliacao por PCR quantitativo.

Para utilizacdo como gene enddgeno foram testdifie®ntes genes (16RNA recA,
zwf rpoD e proC) que poderiam apresentar expressdo constanteo@os s tratamentos
(STEVENSON; WEIMER, 2005; HOLMES et al., 2005). Basforma, tendo em vista 0s
resultados observados, onde o gestd apresentou 0 menaCt e a maior eficiéncia, este gene

foi utilizado como controle enddégeno nas condig@esiadas.
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Figura 3.1 - Expresséo génica dos genesn{AaF,(B) sss,(C) acsS(D) crtl, (E) patatin, (F) phoU comparado com
o controle SR1.6/6 em meio CHOI3. Os valores aptase médias de medidas de expressédo génica
relativa ao gene normalizadoecA e as barras indicam o desvio padrdo das trésigépsetbiologicas
realizadas e a escala do gréfico é logaritmica

A expressao do gemexaFfoi reprimida apenas durante crescimentdvdenesophilicum
em meio de cultura apresentando etanol como Unicte fde carbono, mas ndo apresentou
variacado significativa em relagdo ao controle @resnto em meio de cultura apresentando
metanol como Unica fonte de carbono) e aos trattreemde esta bactéria foi co-cultivada na
presenca da planta hospedeira (Figura 3.1A). O gedd codifica a enzima responsavel pela
transformacdo do metanol em formaldeido (MCDONAIRXDAJEWSKI; MURRELL, 2005;
ZHANG; LIDSTROM, 2003), portanto, como esperadopn@senca de metanol contido no meio
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de cultura CHOI3 a expresséo deste gene foi ativeelado em vista que ndo houve diferenca
significativa entre o controle com metanol e a f@drmspedeira, pode ser sugerido que durante o
crescimento da planta, ocorre a producéo e liberdedmetanol que é prontamente metabolizado
por Methlobacterium mesophilicumiato este que poderia conferir a bactéria vantagem
competitiva em relacdo a outras bactérias que miesentam este metabolismo. De fato,
trabalhos recentes tém demonstrado que o produtgede mxaF pode conferir vantagem a
bactéria durante a associacdo com a planta hospeaai condicbes de competicdo com outros
microrganismos (SUDTACHAT et al., 2009; SY et &005) e portanto é induzido durante a
simbiose (JOURAND et al., 2005), neste estilomesophilicunfoi retirada do meio liquido,
ndo estando diretamente em interagdo com a plamspeteira, bem como ndo havendo
competicdo com outros microrganismos reforcandipétése de que a expressao desse gene é
estimulada por metabdlitos produzidos pela plam@s que confere vantagem diante de outras
bactérias. Esse fato sugere que a planta podermia fireta ou indireta selecionar a populacao
bacteriana que se manterd em associacdo com foéhdss e raizes.

A expressao do gersesSnédo apresentou diferenca significativa durantévocuem meio
de cultura com etanol ou metanol como fonte deaterbmas foi reprimida nas bactérias em
contato com as plantas de arroz e eucalipto (Figur&@). O genacdScodifica a enzima ACC
deaminase que sequestra o 1-carboxilato 1-amirmuygpano (ACC), o precursor do etileno, da
planta utilizando como fonte de carbono, quebraedo aménia (NhB) e alfa-cetobutirato
(HARDOIM; OVERBEECK; VAN ELSAS, 2008). Tendo em taésque este gene estd associado a
um aumento da capacidade da planta em suport@ssstfisico e bioldgico, a repressédo da
expressdo deste gene é&m mesophilicundurante a interagdo com a planta hospedeira pode
sugerir que este isolado ndo apresenta esta lam@lidas condi¢cdes avaliadas. Tittabutr et al.
(2008) mostraram que a introducdo de multiplasadpio genecdSaumentou a atividade da
enzima ACC deaminase @&hizobium sp.Além disso, foi demonstrado que em algumas estirp
de Rhizobiao geneacdSeé regulado pelo promotor responsavel pela ativagitranscricdo de
todos os genes de fixacédo de nitrogénidGLICK et al., 2007). Portanto, na presenca dareazi
ACC deaminase hd um maior crescimento da planteE[({H et al., 2009b). Neste contexto,
Madahaiyan et al. (2006) descreveram ddethyhlobacteriumé capaz de induzir resisténcia
sistémica em arroz e cana de acUcar. Entretantdp tem vista que nas condi¢cdes avaliadas,

houve repressao da expressado do gau§ pode ser sugerido que B mesophilicumnduz
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resisténcia sistémica nas plantas utilizadas, @&sore apenas enquanto a bactéria coloniza o
interior da planta ou esta caracteristica deveearminada pela expressao de outros genes.

Nas condicOes avaliadas a expressao do geinedo apresentou diferencas significativas
em relacdo ao controle no tratamentos com etagradot apresentado uma variagdo muito grande
durante o cultivo dé&l. mesophilicumem meio CHOI3 com etanol. Entretanto, em associacao
com a planta hospedeira, foi observado que houpeessido da expressdo desse gene,
principalmente durante a interacdo com plantasudeligto (Figura 3.1D). O gereztl codifica a
enzima fitoeno desidrogenase precursora do licgpgne € responsavel pela biossintese de
carotendides, responsaveis pela protecao da lmatéritra danos oxidativos causados por
estresses ambientais (SANDMANN, 2009; XU et alQ7Z)0A repressdo da expressao do gene
crtl resulta na auséncia do pigmento e afeta a radithesia e reduz a sobrevivéncia do
microrganismo na presenca dgldd e raiosy, assim, os carotenos (antioxidantes) contribuena pa
o sistema de defesa da bactéria (XU et al., 20D@&ssa forma, os resultados apresentados
sugerem que a repressao desse gene nas condigbadas/ estd associada ao fato de que durante
esta interacdo a planta hospedeira ndo ativa siseama de defesa e portanto, a bactéria ndo
reconhece a planta como um ambiente estressanti® @anto importante € que nas condi¢des
avaliadas a expressao do gene bacteriano foi deatia células que, embora estejam crescendo
em contato com a planta hospedeira, ndo estadderminda planta, fato este que também poderia
alterar o padrdo de expressao desses genes.

Dessa forma, tendo em vista resultados anteriguesdescrevem que a expressdo dos
genescrtl e acdSestdo relacionados a resposta da bactéria assestrexidativos (XU et al.,
2007) ou resposta ao estresse da planta hospéd@dRDOIM; OVERBEECK; VAN ELSAS,
2008), pode ser sugerido que nas condi¢cdes avsliaalabactérias ndo percebeu estresse
ambiental, fato este que poderia ocorrer se hoavessiacdo do padréo de expressao de ceélulas
obtidas do interior da planta hospedeira.

O gene da familigpatatin PLP patatin like proteif codifica fosfolipases que quebram
fosfolipidios da membrana celular da planta, amtaselo um papel importante na patogénese
bacteriana (CAMERA et al., 2005). Bactérias queesigxpressam esse gene no hospedeiro sdo
geralmente intracelulares, secretando as PLP pidakizpelo sistema de secrecéo tipo IV,
degradando sua membrana celular (BANERJI; AURASEEGER, 2008). No presente trabalho,

foi observado que a expressao do gestatinndo apresenta diferenca significativa nas condicde
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avaliadas. Este resultado, confirma estudos amtsrigue demonstraram gle mesophilicung

um endofito, ndo patogénico e que no interior dafal coloniza preferencialmente os espagos
intercelulares (ANDREOTE et al., 2006), indicande apéo apresenta atividade lipoliticas, como
ocorre em patdgenos.

Similarmente, a expressao do gam®U também ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos (com etanol e plantas). O gkead tem como funcao principal regular a
homeostase do fosfato na célula, mas também irderfa expressdo de genes de estresse,
producdo de antibiéticos e viruléncia (CHENG et aD09a; GRISTWOOD et al., 2009; LI;
ZANG, 2007). A auséncia de variacdo na expressaésedgene nos diferentes tratamentos mostra
que essa bactéria endofitica ndo expressa genasildacia, confirmando assim como observado
para o geneatatin,uma limitada capacidade de patogénese nas condigaksdas.

A expressdo do genass (sodium solute symporferndo apresentou diferencas
significativas em relagdo ao controle com metanaoeco-cultivo com plantas de arroz e
eucalipto, mas apresentou inducdo na presencaadel dFigura 3.1B). O gensssrealiza o
transporte simportico de diferentes solutos (a@s;aminoacidos, vitaminas, anions ou inositol)
juntamente com o sédio (LOLKEMASLOTBOOM, 2008; SCIER, 1998; SEVERI et al., 2010).
Esse resultado sugere que os exsudados das plastadas ndo interferem nesse sistema de
transporte bacteriano, que provavelmente utilinaeama fonte de carbono nos tratamentos com
plantas e controle. J& na presenca de etanol hégpex expressdo desse gene, aumentando o
transporte de solutos por esse transportador,and@ alteracdes metabdlicas nutricionais nas
bactérias nesta condicéo.

Os genephoU e sssestéo relacionados ao transporte de compostaseando padroes
de expressao semelhantes. A Unica diferenca éajtratamento com etanol foi super expresso o
gene sss e ndo alterou a expressdo @boU. Isso mostra que o etanol pode utilizar
especificamente o sistema de transpssge ndo ophoU para entrar nas células da linhagem
SR1.6/6. Este estudo permitiu compreender melhmapeel dos genasixak acdS crtl, patatin
phoU e sss na interacdo bactéria-planta. Foi observado qugere mxaF relacionados ao
metabolismo diferencial ndo foi alterado jA queaatéria utiliza a mesma fonte de carbono
(metanol) nos tratamentos (exceto com etanol),rswye que a planta pode induzir a expressao
desse gene e de forma indireta aumenfénessdesta bactéria durante a interacdo com a planta

hospedeira. Este resultado pode ser confirmadorppl@ssdo dos genesl e acdSdurante a
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interacdo com a planta hospedeira. Tendo em visteegtes genestl e acdSestdo associados a
resposta ao estresse, este resultado indica geeaedtiente gera um estresse reduzido para a
bactéria endofitic. mesophilicumOs genegatatine phoU, relacionados a patogenicidade, ndo
foram alterados, confirmando giethylobacteriun® um enddfito que ndo possui caracteristicas
similares a bactérias fitopatogénicas. Os resuitapwesentados no presente trabalho mostra que
a linhagem SR1.6/6 dd. mesophilicunapresenta uma intima associagdo com plantulagale ar

e eucalipto, onde a planta hospedeira pode aumentifmess desta bactéria, favorecendo-a
durante a interacdo. Em contrapartida, a bactépaime genes associados ao estresse e nao
expressa genes que podem estar associados a Ea®génostrando que a interachb
mesophilicuntdeve ocorrer sem estresse para ambas as partdgigsmsoTendo em vista que a
planta seleciona esta bactéria endofitica, estddeem ser focados para entender o papel desta
bactéria na planta hospedeira.
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4. EXPRESSAO GENICA DE Xylella fastidiosa EM CO-CULTIVO COM A BACTERIA
ENDOFITICA Methylobacterium mesophilicum

Resumo

O Brasil € o maior produtor mundial de citros,téam natura como industrializado.
Entretanto, a sua producdo tem apresentado umgaedievido a incidéncia de doencas nos
pomares de laranj&Citrus sinensis Entre essas doencas, destaca-se a Clorose &mieps
Citros (CVC), a qual produz lesbes cloroticas mdlafls e frutos, maturacdo precoce dos frutos
com uma reducdo do tamanho dos mesmos e enrijecirdancasca que pode causar danos as
maquinas utilizadas na producédo de suco. A CVGditeelo da interrupcdo do xilema da planta
hospedeira devido a presenca da bactéfidella fastidiosa Entretanto, sabe-se que o
aparecimento dos sintomas também esta associadorasf ambientais, pois plantas resistentes a
CVC, também chamadas de assintomaticas ou escgpderam relatadas, mas estas sao
geneticamente iguais as plantas susceptirgasiymando a hipotese da importancia das variacdes
ambientais. Até o presente momento, pouco € camhbesbbre todos os possiveis fatores
envolvidos nesse fendmeno. Bactérias endofiticasdsdinidas como aquelas que podem ser
isoladas do interior de tecidos vegetais desintestatiperficialmente, e que ndo causam danos as
plantas. Estas bactérias colonizam um nicho eamdgiemelhante aquele ocupado por
fitopatdbgenos e, portanto, podem ser importanteslidatas para o controle dos mesmos. Em
estudos préviosylethylobacteriunspp foram isoladas endofiticamente de plantas assutioas
de Citrus spp. e a correlacdo entre a presenca desta baetddfitica e a intensidade dos
sintomas da CVC ja foi proposta. Para melhor emtera$sa relacdo, este trabalho teve por
objetivos identificar genes d¥. fastidiosadiferencialmente expressos quando associados a
bactéria endofiticaM. mesophilicuma qual estd associada a reducdo do crescimend. de
fastidiosa Por meio da analise de expressao géniwitro de X. fastidiosaem co-cultivo conM.
mesophilicumfoi observado que esse fitopatdgeno vasculasapteu diminuicdo da expressao
de genes envolvidos com o crescimento e a formagidbiofiime. Esses resultados podem
explicar parcialmente o fato de qe fastidiosaestar presente em algumas plantas, sem no
entanto manifestar os sintomas da CVC.

Palavras-chave: Microarranjo; Expresséo génicapfimncb; Quorum sensingBiofilme
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STUDY OF GENE EXPRESSION OF Xyldla fastidiosa IN CO-CULTIVE WITH
ENDOPHITIC BACTERIUM Methylobacterium mesophilicum

Abstract

Brazil has the world’s greatest citrus productimnnaturaand industrializated). However,
the production can decrease due to the high incelef diseases on tl@trus sinensidields.
The citrus clorosis variegated (CVC) is an impari@trus disease, that produces clorotic injuries,
on leaves and fruits, fruits colostomy reducingsitee and the peatiffening, that can damage the
machines used to produce the orange juidee CVC occurs due to the presence of Xyella
fastidiosabacteria in the affected plant xylem, causingrinfation of this vessel. The symptoms
occur depending on environmental factors, since C&&stant plants, also called asymptomatic
were described and are genetically the same aastléseased plants, reaffirming the importance
of environmental changes. However, until now, neicmis known about the possible factors
involved in it. Endophyte bacteria are definedtasse microorganisms that can be isolated from
the vegetal inner tissues superficially disinfectaad that do not cause any damage to the plant.
This bacterium occupies the same ecological nidhthe phytopathogen and, therefore, can be
important candidates to control them. In previouglies, the bacteriurivl. mesophilicumwas
endophyticaly isolated from asymptomatic plantCafus spp. and was observed a correlation
between this endophytic bacteria and the reductidhe growthof X. fastidiosain asymptomatic
plants. To a better understanding of this relatitmis work had the aim of identify thx.
fastidiosa differentially expressed genes in association ke tendophytic bacteriaM.
mesophilicumUsing a genetic expression analysisxoffastidiosain vitro in co-cultive withM.
mesophilicumit was seen that this phytopathogen presentedeithection growth and biofilm
formation gene expression. This result can exphdig X. fastidiosacan be in some plants and,
therefore, not express CVC symptoms.

Keywords: Microarray; Gene expression; Endoph@eorum sensingBiofilm
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4.1 Introducao

O Brasil é o maior produtor mundial de citros,d®nesponsavel por mais de 35% desta
producéo, 53% de suco de laranja e 80% de suceewcwado distribuido no mercado mundial
(DE SOUZA et al.,, 2003), gerando divisas de 1,hdsk de ddlares anuais, provenientes
principalmente da exportacdo de suco de laranjecettrado congelado (NEVES, 2008).
Entretanto, dados de 2009 mostraram que 46,8% dommes no estado de Sdo Paulo e no
triangulo mineiro, maior area de producao, apresersintomas da Clorose Variegada dos Citros
(CVC), conhecida também por “amarelinho” e caugesela bactéri. fastidiosa totalizando 74
a 79 milhdes de plantas infectadas (FUNDECITRO®920No estado de S&o Paulo, cerca de
cinco milhdes de arvores sintomaticas sdo dessudd@almente (BRLANSKY; HARTUNG,
2002). Em pomares de laranja doce afetadas por &Merdas de producdo podem chegar a 60-
80% (BOVE; AYRES, 2007). Em citros, os sintomas @4C incluem clorose internerval,
reducdo no tamanho da folha, frutos duros e menkrasfolhas maduras, sdo observados ainda
pequenos pontos marrons na face inferior, na regiicespondente a area clorética na face
superior. Esta area pode, com a evolucdo da do¢ogegr-se marrom escura ou necroética
(ALVES, 2003; ROSSETI et al., 1990). Os aspectamémicos mais importantes da CVC dizem
respeito a maturacao precoce dos frutos com adedim; tamanho dos mesmos, e principalmente
0 enrijecimento da casca, que pode causar danosgsinas utilizadas na producao de suco,
tornando tais frutos ndo comercializaveis (BRLANSKMRTUNG, 2002).

O fitopatégenaX. fastidiosaé uma bactéria Gram negativa, sem motilidade ddiaiao
xilema (ROSSETI et al.,, 1990; BRLANSKY; HARTUNG, CHEN et al., 2005). Ela &
transmitida naturalmente por insetos sugadores {jptera: Cicadellidae) que se alimentam da
seiva bruta do xilema (PURCELL; HOPKINS, 1996; ROBI et al., 1996). Diferentemente de
outras bactérias patogénicas tais coXamthomonasspp., Ralstonia solanacearura Pantoea
stewartii as quais se espalham por toda a planta via vésmatico, aX. fastidiosavive
exclusivamente nos vasos xilematicos, por isscatisds de viruléncia sao diferentes de outros
patégenos vasculares que também interagem conosecedetais (CHATTERJEE; ALMEIDA,;
LINDOW, 2008). Em citros essa bactéria € capaznéeciar especialmente laranja doce, mas é
encontrada também em outros hospedeiros como taagetangor, tangelo e liméo
(LARANJEIRA et al., 1998).
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Segundo Alves (2003), ainda ha divergéncias nodipieespeito ao modo de acao Xle
fastidiosa causando patogénese em citros. Contudo, a hipétese aceita foi proposta por
Hopkins (1989), o qual sugere que a infeccdo X.ofastidiosaleva a disfungcdes no sistema
condutor de agua em plantas de citros. O pringipadanismo de patogénese seria a falta de
translocacdo de agua e nutrientes resultando nséamlde vasos do xilema por agregados
bacterianos, devido a deposicdo de pectina e dea dastidiana (SOUZA, 2002), em conjunto
com reacgOes de resisténcia da propria planta. ¢gdcede resisténcia mais comum das plantas de
citros a CVC é formacao de tiloses pelo hospedeiro, resultami@sresse hidrico (ALVES,
2003; FRY; MILHOLLAND, 1990). Outras reacfes tambébservadas de resisténcia da planta a
entrada do patdgeno bacteriano sdo: (a) formacacocridéais de calcio em vasos, que
possivelmente levariam a destruicdo das membramasmtuacdo, causando cavitacdo nos vasos
com embolia (ALVES, 2003; SHULTZ; MATTHEWS, 1988);(b) formacdo de agregados de
células deX. fastidiosacom liberacdo de polissacarideos extracelularedapilitariam a adesao
célula-célula (COSTERTON; IRVIN, 1981). De acordmcAlves (2003) e Leite, Leite Junior e
Ceresini (2002), a ocorréncia de plantas com dgfaas nutricionais, ainda que apresentem
poucos vasos oclusos, pode ser devida a propriemga de agregados e fastidiosa.Tais
agregados poderiam funcionar como uma rede atrdiog® nutrientes para si nessas plantas
afetadas.

Os sintomas normalmente aparecem muitas semadasapoculacdo do patdégeno e sdo
visiveis no campo no fim do verdo, quando had umamtemanda de agua pela planta que ndo &
suprida devido a oclusdo dos vasos. O desenvolinddsm doenca depende da capacidade de
disseminacdo do patdgeno a partir do ponto degéatedEm muitos casos, a disseminacaXda
fastidiosaé minima e esta se comporta como um enddfito. Bilidade de disseminacao do
patbgeno e a susceptibilidade do hospedeiro detarmi a manifestacdo da doenca
(CHATTERJEE; ALMEIDA,; LINDOW, 2008). Souza et aR@05) apontam que a formacao de
biofilme porX. fastidiosadentro dos vasos e o bloqueio no sistema de éapthe agua € a causa
da patogénese dessa bactéria em citros. Outragsusiagerem que a interacdo edtréastidiosa
e bactérias endofiticas pode resultar nos sintotipgsos da CVC (ARAUJO et al., 2002;
LACAVA et al., 2004; SANTOS, 2005).

Pesquisadores tém definido endofitos de variaeder as quais dependem da perspectiva
de onde esses organismos tém sido isolados e éstu@BAN; ZOU, 2001; LODEWYCKX et
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al., 2002). De acordo com Strobel e Daisy (2003ytdrias endofiticas sdo aquelas isoladas de
tecidos vegetais internos e que nao causam damiatbeao hospedeiro. Mais recentemente,
Azevedo e Arauljo (2007) definem endéfitos como @3 microrganismos que habitam o
interior da planta hospedeira, sem causar danesrdpa ou produzir estruturas externas visiveis.

O estudo da interacdo entre bactérias endofiéicpatogenos de citros teve inicio com
pesquisas sobre a comunidade bacteriana de powma@rde citros. As principais bactérias
endofiticas isoladas foramlcaligenessp., Bacillus spp., Burkholderia cepacia, Curtobacterium
flaccumfaciens, Enterobacter cloacae, Methylobagter extorquensg Pantoea agglomerans
(ARAUJO et al., 2001). Posteriormente, a associagdie a comunidade bacteriana endofitica de
C. sinensig(laranja natal) e a presenca de plantas resistenteVC, foi também avaliada por
técnicas moleculares e microbiolégicas (ARAUJO let2002). Os autores observaram que as
bactérias endofitica€. flaccumfaciene M. mesophilicumforam isoladas principalmente de
plantas resistentes (assintomaticas ou escapegla®io que o géneitdethylobacteriunspp foi
isolado principalmente de plantas afetadas pela,@€@do assim, pela primeira vez, foi cogitada
a possibilidade do controle biolégico da CVC porianee bactérias isoladas de plantas
assintomaticas, como M. mesophilicum(isolado SR1.6/6). Recentemente, foram estabegcid
hipéteses a respeito da interagdo entre bactéridsefidicas eX. fastidiosasuportadas por
experimentosin silico, in vitro, e in planta (ARAUJO et al., 2002; LACAVA et al., 2004;
SANTOS, 2005). Segundo os autoresX.afastidiosacausando a CVC poderia influenciar no
estabelecimento delethylobacteriunmspp. na planta hospedeira. Essa hipotese serisssautio
pela andlise da diversidade iethylobacteriunspp. pois este género foi 0 mais freqiientemente
isolado de plantas sintométicas e em menor freggi@me plantas assintométicas. Além disso, foi
observado um efeito sinergistico déethylobacteriumspp. no crescimento d¥. fastidiosa
(LACAVA et al., 2004). Por outro lado, a presenegas thactérias endofitic& flaccumfacieng
M. mesophilicumem tecidos internos de plantas assintomaticasitdes,cque hospedanX.
fastidiosa,poderia estimular a producéo de compostos oualide alguma forma, um aumento
na resisténcia destas plantasXa fastidiosa. Assim, esses endofitos poderiam limitar o
estabelecimento d¢. fastidiosaem plantas assintomaticas. Contudo sdo necessdisstudos
para compreender 0s mecanismos envolvidos nesteqsm.

Em citros, Methylobacteriumspp. tém sido consistentemente isoladas como iboslof
(ARAUJO et al., 2002; LACAVA et al., 2004). Laca(2000) e Lacava et al. (2004), em estudos
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de interacadn vitro entre X. fastidiosae Methylobacteriumspp. eM. mesophilicumsoladas
endofiticamente de plantas assintomaticas Gleus spp., observaram uma reducdo no
crescimento desse fitopatdgeno vascular. Estestades de interacam vitro, assim como 0s
dados de isolamento de bactérias endofiticas descitealizados por Aradjo et al. (2002) e
Lacava et al. (2004), sugerem que a presencMdenesophilicume X. fastidiosae suas
concentracdes dentro das plantas pode ser resaléadma interacdo ondé fastidiosaé inibida
por Methylobacteriunspp. durante o desenvolvimento de sintomas entgsadma das hipéteses
€ a inibicdo da formacdo de biofilme p#r fastidiosa pela M. mesophilicumdurante a
colonizagéo da planta.

Estudos de expressdo génica diferencial sdo dedgramportancia, pois permitem
identificar quais genes sdo mais expressos oursigms em uma determinada condicdo. Esses
conhecimentos foram inicialmente adquiridos atrale#cnicas que analisavam as diferencas de
expressao dos genes individualmente. A técnicardajas de DNA surgiu como ferramenta para
monitorar a expressao génica em larga escala, @nawe permite avaliar simultaneamente o
nivel de expressao de milhares de genes, posailitita inferéncia de funcdes génicas a partir da
analise das variacfes globais observadas no tiaosoa da célula, revelando também interacdes
entre diferentes vias de sinalizacdo (HOFMANN, 3005

Microarranjos de DNA tém sido Uteis para desvewngdanecanismos de patogenicidade de
bactérias fitopatogénicas (OKINAKA et al., 2002;1S# al., 2009) e também para o estudo de
interacdes benéficas entre bactérias e plantasKBRC:t al., 2004; VAN RIJ et al., 2005; YAN
et al., 2010). No caso dé fastidiosamicroarranjos de DNA tém sido importantes paragarar
estirpes e espécies desse género mostrando dderestire espécies patogénicas e nao
patogénicas (KOIDE et al., 2004) e a ocorréncisralesferéncia lateral de genes (DA SILVA et
al., 2007; NUNES et al., 2003), aléem de caracterizacdes génicas e rotas metabdlicas
envolvidas na viruléncia e formacdo de biofilme ($Hal., 2007; SHI et al., 2009; DA SILVA
NETO et al., 2008). No entanto, nenhum trabalhoocatdomento avaliou por meio de técnicas
moleculares baseadas em expressao génica, astasspedactérias fitopatogénicas a presenca de
bactérias endofiticas. Assim sendo, tendo em estados anteriores, o presente trabalho busca
avaliar a resposta @€ fastidiosa(9a5c) avl. mesophilicun{SR1.6/6), com o objetivo de propor
mecanismos genético-moleculares envolvidos nesémaigéio no interior da planta hospedeira,

preenchendo uma lacuna no conhecimento sobreaaagiies bacterianas no interior das plantas,
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e em especial, a importancia destas interacbessendolvimento da CVC. Dessa forma, este
projeto teve por objetivo identificar genes Xe fastidiosaexpressos diferencialmente em co-
cultivo com a bactéria endofitidd. mesophilicumpor meio da técnica de microarranjos de DNA
e assim avaliar a respostaXidastidiosa@a5c) aM. mesophilicun{SR1.6/6).

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Linhagens bacterianas e condi¢des de cultivo

A linhagem 9a5c d&. fastidiosa,previamente isolada d@. sinensigL.) Osbeck., foi
crescida em meio PW (DAVIS; FRENCH; SCHAAD, 198hyeanto que a linhagem SR1.6/6 de
M. mesophilicumpreviamente isolada dg. sinensifARAUJO et al., 2002), foi cultivada em
meio SPW modificado (ARAUJO et al., 2002). Ambashastérias foram cultivadas a 28°C sob
agitacao (150 rpm) por até 96 horas.

4.2.2Co-cultivo de X. fastidiosa e M. mesophilicum

Foi montado um experimento com 3 tratamentosSR).6/6; (2) 9a5c; e (3) co-cultura de
SR1.6/6- 9a5c. No tratamento de co-cultura o0 messhone de cultura liquida de 9a5c e SR1.6/6
foram misturados (Figura 4.1) com aproximadamentmesmo numero de células em cada
cultura, cerca de faélulas mr'. Sendo a densidade éptica Qdpde SR1.6/6 0,5 e a de 9a5c¢
0,3. Os trés tratamentos foram mantidos por 24shm28C com agitacdo de 150 rpm.
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Figura 4.1 - Experimento montado um 250 mL de calliquida nos 3 tratamentos: (1) SR1.6/6; (2) eltuca de
SR1.6/6- 9a5c e (3) 9a5c¢

4.2.3 Extracao de RNA total

Células bacterianas foram coletadas por centgm#15 minutos a 10000 g), e o0 RNA
total foi extraido com 1 mL do reagente TRiz@Invitrogen), a mistura foi centrifugada a 12000
g por 15 minutos a 4°C, coletou-se o sobrenadamémsferiu-se para novo tubos de eppendorf de
2 mL, foi adicionado 200 pL de cloroférmio (purap eada tubo, centrifugou-se novamente a
12000 g por 15 minutos £@. A fase aquosa foi, entdo, transferida para repgendorf de 1,5
mL ja contendo o mesmo volume de isopropanol abs@ealado. A amostra foi centrifugada a
12000 g e gelletformado foi lavado uma vez com etanol 75% geladea. Ao final, o RNA
foi ressuspendido em 30L de &gua tratada com dietil-pirocarbonato (DEPG¥reazenado a
80°C.

4.2.4 Avaliacdo da qualidade do RNA obtido

A integridade e quantificagdo do RNA extraido foreerificadas em gel desnaturante de
agarose 1,2% em tampéo FA 10X (MOPS 200 mM, ace@ateddio 50 mM e EDTA 10 mM),
contendo formaldeido (0,7%) e brometo de etidi8 (iy mL" de gel) e comparado com o
marcador. O gel foi equilibrado por 30 minutos empao FA 1X antes da corrida qué da
suspensdo de RNA maigul de loading buffer5X foram aquecidos a 66 por 5 minutos antes
de serem aplicados no gel, e apos a eletroforegel, foi fotodocumentado em luz UV. O RNA

também foi quantificado por D.&s, medida em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000oT@d
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material utilizado para a obtencgéo e tratament&®NA foi esterilizado e/ou tratado com DEPC

para eliminacdo de RNAse.

4.2.5 Purificacdo do RNA

Apés a extracdo, o RNA foi purificado utilizand®&sy Mini Kit (Quiagen), de acordo
com o protocolo do fabricante. Essa etapa € nat@gsia a eliminacdo de pequenas quantidades
de proteinas que possam ter permanecido na amasttando apenas o RNA, o qual foi
quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1008ssa leitura, foi utilizada a razdo das
leituras 260nm/280nm como parametro para avaligghgrau de contaminacdo do RNA por
proteinas, e as amostras que apresentaram razéaleéhe 2,0 foram utilizadas para a obtencéo

de cDNA marcado com os fluoréforos (descricéo aiaix

4.2.6 Sintese de cDNA marcado com Cy3-dCTP ou Cy&d@P para hibridagdo competitiva
A sintese do cDNA a partir do RNA foi realizadac80pg do RNA total deX. fastidiosa

(9a5c) e do co-cultivX. fastidiosat M. mesophilicunpela incorporagdo de dCTP acoplado a um
fluoroforo (Cy3 ou Cy5) na sintese da primeira & cDNA. A este RNA foi acrescentado um
controle positivo, 0 RNA de lambda Q, juntamentenco primer de lambda Q e @rimer
randémico (dN6). O RNA foi desnaturado a 70°C gdmiinutos, em seguida foram acrescidos
tampdo, dNTP com menos citosina, o fluoréforo (@B Cy5) e a enzima SuperScript I
(Invitrogen), a sintese da primeira fita ocorred28C por 2 horas, apos a sintese do cDNA, o
RNA restante foi degradado com 1M de NaOH. A pcaiffo do cDNA para retirar 0s
fluoréforos nédo incorporados foi realizada comtddiiScribe GFX Purification (Amersham).

4.2.7 Chip do microarranjo de DNA

Foi utilizado obiochip Xf9a5c foi previamente construido no laboraté@oGendmica do
Nucleo Integrado de Biotecnologia-Universidade degMias Cruzes. Foram espotados na lamina
de microarranjo 2205 fragmentos representativosrdonossomo de Xf9abc e do plasmideo
pXF51 em duplicata, carregando cerca de 90% das @&E relevantes desse fitopatdgeno.
Como controle externo positivo, 0 gene Q do fagfmi amplificado e distribuido em locais
especificos por toda biochip, como controle negativo foram utilizadas amostasstituidas
apenas de solvente (sem DNA) (COSTA DE OLIVEIRAlet2002).
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4.2.8 Hibridagdo de microarranjo de DNA em camara tida

As amostras de cDNA marcadas com Cy3 ou Cy5-d@id¥venientes de duas condicbes
experimentais testadas, foram ressuspendidas ein @d®igolucdo de hibridizacdo 6X SSC (1X
SSC contendo 0,15M NaCl e 0,015M citrato de so&i®)Solucdo de Denhardt’s, 25 mg.ihtde
DNA de esperma de salmao, e 0,5% dodecil sulfateddiéo (SDS) e submetidas a hibridacdo
com a lamina de microarranjo a’€2 por um periodo de 20 horas.

Foram realizadas duas marcacgOes independentes agpsrimento, com inversdo de
fluoréforo (“Dye Swap”), ou seja, na primeira mayé@a foi utilizado Cy3 para amostra controle
(X. fastidiosa)e Cy5 para o tratamentX.(fastidiosaem co-cultura conM. mesophilicurne na
segunda marcacédo foi utilizado Cy5 na amostra cente Cy3 na tratada. Além disso, foi
realizada a marcacdo do RNA M mesophilicumma lamina deX. fastiodiosapara verificar se
poderia ocorrer hibridacéo.

Apbs o periodo de incubacédo, as laminas forandbsano qual cada etapa é repetida duas
vezes. A primeira etapa foi realizada 2@2m solucdo de média estringéncia contendo 0,5X
SSC, 0,01% SDS, a etapa seguinte foi realizadasodimgédo de alta estringéncia contendo 0,06X
SSC, 0,01% SDS, a etapa final foi feita com 0,066CSCada etapa de lavagem foi constituida
por 2 minutos e 30 segundos de incubacéo, de raame# a lamina permaneceu em contato com
a solucdo de lavagem durante cinco minutos. Aol fde lavagem a lamina foi seca por
centrifugacéo a 106 g durante 2 minutos.

4.2.9 Aquisicdo e andlise de imagens

O biochip hidratado foi submetido a deteccédo de fluoreseéapiscanneréptico GMS
418 (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA), nos compemos de onda 532 nm e 635 nm para 0s
fluoréforos Cy3 e Cyb, respectivamente, sendo guegens independentes foram geradas para
cada fluoréforo. Como os genes estao presentesiphicata nochip, foram totalizadas 8 leituras
para cadaspot sendo 4 leituras de cada condigdo (controle atartrento). Para a leitura, a
poténcia do laser e o ganho do fotomultiplicadoario ajustados para minimizambackgrounde
evitar a saturacdo de sinal em diferesfastspor excesso de mRNA da bactéria na amostra.

A quantificacdo dos valores de intensidade de spadafoi realizada por meio de um
processo de segmentacdo de histograma com o pdgfréBR Spotfinder (v.3.1.1), o qual

delimita a rea dospotsa partir de uma imagem bruta. Wrid de identificacdo foi definido e
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spotsforam delimitados pela medida do raio (minimo Ihaximo 20). Os pontos pertencentes a
cadaspotsforam identificados e quantificados, gerando gada marcacao (representado por um
fragmento de DNA) um valor integrado de intensidatkscontando a fluorescéncia de fundo
(background), descartando todos os sinais que epsFs valores medianos de intensidade
inferiores ao observado para a fluorescéncia ddoflatrescido de dois desvios-padréo. Dados
relativos a experimentos diferentes foram salvos mamilha gerada pelo programa TIGR
Spotfinder (arquivo.MEV), para anotacédo de inteadéldas leituras e controle de qualidade de
cada hibridizagéo.

Os arquivos.MEV produzidos para cada experimeottanfi compilados em um banco de
dados e analisados pelo prograialti-Experiment Viewer - TIGR MEW.3.1.1) que permite
trabalhar simultaneamente com os resultados dasvéibridacdes, sejam elas réplicas de um
mesmo experimento ou de multiplos experimentosrefites. Todos 0s programas utilizados
neste projeto foram obtidos em http://www.tgr.ooftisare.

A variacdo do tratamento em relagdo ao contralenfistrada em funcéo do logaritmo na
base 2 da razdo das médias das intensidades desfiéocia entre Cy5 e Cy3. As diferentes
réplicas do experimento foram normalizadas para ajuietensidade de fluorescéncia em Cy3
corresponda ao controle e a intensidade de CyEatortento. Dessa forma, quando o logaritmo é
menor do que zero (Cy3>Cy5), indica um gene comespaessao diminuida (ou sub-regulada)
pelo tratamento, a representacdo na cor verdeoserais intensa quanto maior for a sub-
regulacdo do gene, quando o logaritmo € maior gue Cy3<Cy5), indica um gene com sua
expressdo aumentada (ou super expresso) e é mpdsaa cor vermelha, aumentando de
intensidade proporcionalmente ao aumento da suypergséo do gene.

Os genes gque apresentaram modulacao estatistimsignificativa foram agrupados de
acordo com o seu perfil de expressdo. Inicialmgras definir 0 nimero ideal de grupos
(“clusters) foi feita a anélise por meio de um algoritmo kenido como figura de mérito (FOM -
“Figure Of Merit”). O algoritmo FOM é calculado csiderando a variagdo média entre os valores
de cada linha de super expresséo ou sub regulacg@mduster O operador indica no programa
0 numero maximo de agrupamentos a serem calcul@dalgioritmo divide os genes em numeros
crescentes delusters comecando por um e chegando ao nimero maximcedolm pelo

operador, agrupando-os por suas semelhancas recamrda expressdo. Cabe ao operador
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selecionar o numero ideal de grupos, a partir dag&o média da expressao entre 0s genes nao

diminui significativamente.

4.3 Resultados e Discussao

Em experimentos de microarranjos, a obtencédo dé &Nboa qualidade € indispensavel.
Para os trés tratamentos investigados neste tmalf@R1.6/6, 9a5c e co-cultura SR1.6/6- 9a5c),
as amostras apresentaram qualidade satisfatornay pode ser observado a partir da integridade
das bandas do RNA ribossémico 16S e 23S (Figuja 4.2

Motz ys

_—
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Figura 4.2 - Padrdo de migracdo de RNA totaKdéastidiosaem eletroforese em gel de agarose desnaturante. M
Marcador 2 Kb. 1 - RNA de SR1.6/6. 2 - RNA de 9a&5eRNA da co-cultura de SR1.6/6- 9a5c

Foi observado que n&o ocorreu hibridagcdo do RNAVidanesophilicummarcado na
lamina deX. fastiodiosamostrando que os RNA d¥. mesophilicuntranscritos nessa condigéo
ndo apresentam similaridade com as sequéncias de d¥NX. fastidiosautilizadas para a
obtenc&o da lamina de microarranjo. Os dados abtidchibridacdo dX¥. fastidiosa(com e sem
M. mesophilicuin permitiram a identificacdo de 49 genes com ea@sestatisticamente
diferentes (andlise por meio do Teste t) duranteo-@ultivo X. fastidiosa-M. mesophilicum
sugerindo que podem estar associados a respoXtdaitidiosaa presenca da bactéria endofitica
M. mesophilicum Por meio da figura de mérito (Figura 4.3A), osage diferencialmente
expressos devem ser agrupados entlusters em seguida, foi realizada a clusterizacédo
hierarquica com o auxilio do algoritmo “K-means”goal gerou Zlustersdivididos de acordo

com o padrao de expressao dos 49 genes (Figura 4.3B



105

1----»2.056
FOMvalue vs. #of clusters 2-—=1.064
3----»0.968
40552
5----»0,399
6----»0.287
7-—>0.256
8----#0.246
9....>0.228
10---0.166
11---»0.157
12--=0.157
13---»0.214
14--+0.136
15--->0.139
16----»0.151
17—-=0.132
18---->0.067
19--+0.119
20-—-->0.121

Adjusted FOM

Details

14 Genes 9 Cemes 3 Genes

9 Genes 7 emes 4 Bemes

Figura 4.3 — (A) Grafico gerado pelo algoritmo FOGMrigura de mérito. O valor representado no ei¥oaymédia
entre as variagfes de expressao dos genes loaadeeda cluster. No eixo x, estd o nimeraldsters
de 1 a 20. Na coluna a direita, é representadalistaacom os numeros ddustersem ordem crescente,
e 0 valor médio obtido da variagdo de expressceendr genes de cada um. O numero de cluster
selecionado pelo operador € mostrado no grafico pelizamento das ordenadas em rosa e (B)
Agrupamento de 49 genes com variagdo estatistidensegnificativa, totalizando @lusters
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A sequenciamento do genoma Xafastidiosa9a5c, agente causal da CVC, facilita a
andlise da interacdo desse patdgeno com microrgasisndofiticos potenciais moduladores dos
sintomas da CVC. A sequUéncia completa do genonestilpeX. fastidiosadasc € composta de
2,679305 bp de cromossomo circular, com 52,7% déddo GC, e dois plasmideos de 51,158
bp e 1285 bp. Das 290#pen reading framefORF) descritas, 47% apresentam homologia a
proteinas conhecidas e sdo descritas 147 ORF cogdda de patogenicidade, viruléncia e
adaptacao (SIMPSON et al., 2000; LAMBAIS et al.0@0 Nesse trabalho foi utilizado uchip
com cerca de 80% das ORFXlefastidiosa(NUNES et al., 2003).

Os genomas dos fitopatogenos geralmente sdo nsederado ao seu estilo de vida,
provavelmente sdo provenientes de bactérias ddividajue se adaptaram ao interior das plantas
e perderam genes. Entretanto, esse processo ddatigpedo ainda ndo € bem compreendido
(MIRA; KLASSON; ANDERSSON, 2002; MERHEJ et al., )0 Devido a existéncia de um
ancestral comum, a comparacédo de sequéncias dendée genomas bacterianos mostra que ha
rotas metabdlicas conservadas entre diferentes@grmmo o sistema de sinalizacdo DSF que é
conservado entre espécies de bactérias, ¢tanthomona campestrise X. fastidiosag que esta
associado a mecanismos de patogenicidade (HE; ZHANB8). Estes dados da literatura
permitem comparar mecanismos de sinalizacéo, pa¢sgée de interacdo &e fastidiosacom
outras bactérias por meio de mecanismos ja desqd@ outras espécies.

Em videiras (principalmente na Califérnia), ost@mas da doenca de Pierce, também
causada poX. fastidiosasé ocorrem quando hé falta de agua, normalmeméeessidade hidrica
€ maxima na metade para o fim do veréo, e quandorhalto nimero de células da bactéria na
planta, impedindo a passagem de agua pelo xilethBATCERJEE; ALMEIDA; LINDOW,
2008). Essa colonizagéo do xilema p¢ldastidiosaainda ndo € bem compreendida e, portanto, o
entendimento dos mecanismos envolvidos com colga@gode contribuir na elucidacdo do
desenvolvimento da doenca e conseqientemente atemcanétodos de controle. J& foram
relatadas a existéncia de varias plantas assintanaia presenca deX. fastidiosa
(CHATTERJEE; ALMEIDA; LINDOW, 2008) e a interagaoigrobiana foi sugerida como um
dos fatores que inibem a colonizacioXddastidiosa(ARAUJO et al., 2002). Além disso, este
estudo de expressao génica embasa a nivel molé@ldathos anteriores de Araujo et al. (2002) e

Lacava et al. (2004), que isolarakh. mesophilicum(SR1.6/6) de plantas assintomaticas e
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posteriormente comprovaraim vitro que M. mesophilicunpode interferir de forma negativa no
crescimento desse fitopatdgeno vascular. Dessafdando em vista estes resultados anteriores,
o presente trabalho buscar avaliar a resposk thestidiosa(9a5c¢) aM. mesophilicun{SR1.6/6),
com o objetivo de propor mecanismos genético-mddees envolvidos nesta interacao no interior
da planta hospedeira. Nesse contexto, foi obsergagdoos genes diferencialmente expressos
pertencem a diferentes familias génica, com difeseriungdes. O maior nimero de genes
diferencialmente expressos estao relacionados taboissmo de DNA, RNA e proteina, seguido
de proteinas hipotéticas e logo de genes relacienadpatogenicidade, viruléncia e adaptacao
(Figura 4.5 e Tabela 4.1).
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Figura 4.4 - Agrupamento de 49 genes com variagatigticamente significativa, totalizando glusters. Cada

“cluster” apresenta genes com padrdo de express@ellzantes. (A) Genes dé& fastidiosasuper
expressos no tratamento cdvh mesophilicune (B) genes dX. fastidiosareprimidos no tratamento
comM. mesophilicum



Tabela 4.1 - Relagdo de 49 genes com variagdo isistahente significativa classificados em oito egatias génicas de acordo com
http://www.Ibi.ic.unicamp.br/xf/. Os genes em velimeforam super expressos e os em verde reprimgdoX. fastidiosano tratamento em co-
cultivo comM. mesophilicunfcontinua)

A Razéo
Classes Categoria génica Genes XE+Mm/X
| Metabolismo intermediario
'\E"ﬁéfgi‘;"smo de Carbono - 05 e FUMC - fumarato hidratase (50.5 kDa) - orf 1554 194202
Ciclo TCA LPD, dihidrolipoamida desidrogenase-52.1 kDa(o#8&)5 0.6590899
. CYOB - cytochromo O ubiquinol oxidase, subunidade |
Transporte de elétrons 75.4 kDa (orf 1389) 3.5746431
Transporte de elétrons
Funcao regulatéria
Il Biossintese de Pequenas Moléculas
Cofator Biotina
Piridoxina
Biossinese de aminoacid amiacido aromatic
Familia Glicina-serina
Biossintese de nucleotideos Purinas
IIl Metabolismo de Macromoléculas
Metabolismo de DNA Restricdo/Modificacdo
Replicacio I./Zl)é\lo?G ou DNAP ou PARB, DNA primase-65.7 kDa(orf 0.9398372
N Segregacao cromossomica e condensacao da preigina
Replicagao ~37.9 kDa(orf 2451) 1.3481789
Replicagao
Replicagao
Metabolismo de RNA Proteinas Ribossomais
Proteinas Ribossomais
Transcricdo do DNA
Maturacéo e modificagéo dos rimP fator de maturacédo ribossomal - HI1282- 228& korf
. 0.9591459
ribossomos 0233)
. . e x x Cadeia de liberacéo de peptideo fator 3 - PRFC QR33
Metabolismo de proteina Moadificagao e translacéo -60.9 kDa (orf 0174) 1.4547925
Degradagao da protel clpP peptidase (80.4 kC-orf 511 1.365812!

Degradagao da proteina
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Tabela 4.1 - Relagdo de 49 genes com variagdo isistahente significativa classificados em oito egatias génicas de acordo com
http://www.lIbi.ic.unicamp.br/xf/ Os genes em vermelho foram super expressos enogle reprimidos erX. fastidiosano tratamento em co-
cultivo comM. mesophilicunfconcluséo)

A Razéo
Classes Categoria génica Genes XE+Mm/X
IV Estrutura Celular
Estrutura de superfic PilY1 produto genic- pilY1 -132.4 kDa (orf 122- 5" 1,618961
- SLT ou SLTY - mureina litica soltvel precursor da
Componentes de Membrana Outro constituinte de meerab transglicosilase - 80.0 kDa (orf 1363) 2,0029955
Outro constituinte de membrana
Outro constituinte de membrana
Membrana interna
V Processos Celulares
P Transportador ABC proteina ligada ao sulfato- sBp.0
Transporte Anions kDa(orf 1344) 1,6055375
Proteina, peptideos de secrecio Transportador Heme ABC/ proteina de ligagao ATErmA 077919966

(24.3 kDa)-orf 2455
Carboidrato/acido organico/ alcoois PHBI/sistema de fosfotransferase (65.3 kDa)-orf2140 0,511184
Diviséo celular ZIPA - proteina de diviséo celular -27.3 kDa(or6Z% 0,6199535
VI Elementos genéticos mév
Funcdes relacionadas ao fago e
profago
VII Patogenicidade, virulencia e

adaptacgéo
Producéo de toxinas e detoxificagdo Transportssut \Z(QI,EE%N/protelna de resisténcia acriflavina (116.1 JDd 1,3020734
EglPl? proteina hemolisina-ligada ao calcio-173.8(kkf 1,5402875
Proteina de resisténcia hidroperoxido organico-bh.9
kDa(orf 1827) 1,6493855

receptor dependente de TonB - 103.0 kDa (orf 2237) 2,6398678
Proteina de tolerancia ao tolueno- ttg2B - (26.3)kDorf

Adaptacgao, condigéo atipica 420 1,75569
Z%tema de tolerancia ao tolueno- ttg2D - (24.8)kDorf 2017376
Qutro factor de viruléncia(26.4 kDa) - orf 591 0,8129868
VIl Proteina hipotética
Proteina hipotética (9.5 kDa) - orf 0028 1,4203246
Proteina hipotética (18.7 kDa)-orf 700 1,010623
Proteina hipotética (19.4 kD- orf 005¢ 3,425311
Proteina hipotética (22.0 kDa) - orf 0054 1,2025653

Proteina hipotética-11.6 kDa(orf 1808) 0,85570693
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B Metabolismo intermediario

M Biossintese de Pequenas

Moléculas
B Metabolismo DNA, RNA e

proteina
B Estrutura Celular

B Processos Celulares
B Patogenicidade, virulenciae

adaptacao
Elementos genéticos moveis

Proteina hipotética

Figura 4.5 - Representacdo grafica da distribuighs funcdes presumidas pelos genes estatisticamnete
diferencialmente expressos ¥efastidiosana presenca dd. mesophilicum

Na presente andlise, foi possivel observar um atoneos niveis de expressao de genes
relacionados a geracdo de energiaxerfastidiosa como por exemplo os genes codificadores de
fumarato hidratase e dihidrolipoamido desidrogemseiclo de Krebs (Tabela 4.1 e Figura 4.4),
durante o co-cultivo corM. mesophilicumO ciclo de Krebs, ou ciclo do acido tricarboxdlic
engloba uma sucessédo de oxidacdes que resultaragiigede energia para a célula. Diferentes
enzimas participam desse ciclo, entre elas, a enfiimarato hidratase que cataliza reacdes
envolvendo a captura de; lexdgeno na reducdo do fumarato como aceptor d®reléxdgeno
(LIN; IUCHI, 1991), que cataliza a hidratacdo donfrato a L-malato. Além disso, o fumarato
ativa o motor do flagelo bacteriano, além de quéesoherichia coliHalobacterium salinarune
Salmonella typhimuriupo fumarato é essencial na mudanca da rotagdeldlado sentido anti-
horario para o sentido horario (VAN VUGT-LUSSENBURE& al., 2009). A enzima
dihidrolipoamido desidrogenase (LPD) também é esakpara o funcionamento adequado do
ciclo de Krebs. Em mutantes do gene lipoamido deg&hase, o nivel de fumarase foi diminuido
pela metade, indicando que LPD participa da proalulgf fumarato na célula (ROY; DAWES,
1987). Em contraste, genes de armazenagem de oaidisrcomo a ORF125 (gene regulador do
estoque de carbono) foram reprimidos efn fastidiosa durante o co-cultivo comM.
mesophilicum Este resultado sugere que, embora ocorra um aunmentmetabolismo de.
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fastidiosa,durante a interacdo coM. mesophilicumeste fitopatdégeno deve alocar esta energia
para o metabolismo de protecao, diminuindo o seazenamento, provavelmente em resposta ao
estresse causado pela presenca da bactéria ezadofiti

Foi observado também, como o resultado da interagéaM. mesophilicum@correu uma
mudanca nos niveis de expressédo de genes quecaatifiroteinas associadas a formacéo de
biofilmes. Em geral foi observado superexpressagaiteclp peptidase na presenca da bactéria
endofitica, fato este que pode resultar na dimé&ia formacédo de biofilme. O produto de gene
clp peptidasequebra a proteina CLP, a qéalm regulador com dominio de ligagcdo de DNA e
esta associado a regulacao de uma série de geragi@ms com a formacao de biofilme (Figura
4.6). EmXanthomonas campestifisi descrito que a mutagdo no gene que codifica® diminui
a sintese de EPS (exopolissacarideos) e celuldsscalular. Dessa forma, espera-se que
fastidiosacom repressao do geolp peptidasaleve apresentar um menor crescimento na planta,
visto que nao devera produzir EPS para formacdnafémes. Tem sido observado que mutantes
para 0 geneclp apresentam fenotipos similares aos mutantes relados ao sistema de
sinalizacéo -DSHdiffusible signal factor(HE et al., 2007), visto que a expressao destegp €
influenciada pelos genes relacionados ao DSF endep&ee do componente de dois sistemas
sensor e regulador RpfC e RpfG, respectivamerde, sagere que CLP desempenhe um papel
fundamental na rota regulatoria de DSF (Figura.4/¢m disso, analises de microarranjo
mostram que reguladores de DSF e CLP apresentarigsade expressao similares (HE et al.,
2007). Porém, nédo esta claro como o CLP deteaaponde aos sinais do regulador RpfG. (HE;
ZANG, 2008). Dessa forma, os resultados sugeremnquiaterior da planta, a presencaMe
mesophilicum pode induzir uma menor formacdo de biofilme, commseglente maior
disseminacdo na planta. Entretanto, tendo em gt a patogénese d¢ fastidiosaesta
associada a interrupcdo de agua e ions no xilenpdadta hospedeira (LAMBAIS et al., 2000;
SOUZA, 2002), a presenca Ne mesophilicunpoderia diminuir a intensidade dos sintomas.
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Figura 4.6 - Um modelo proposto para a sinalizagdolar DFS enX. fastidiosarpfF codificao DSF sintaserpfC
codifica um hibrido de dois componente sensord3%fe. A concentragdo de DSF regula negativamente
a expressdo depfF. O DSF se liga ao sensor de dois componentes rqie ia autofosforilagdo e
fosforila o regulador de dois componentes, comoGRfue regula positivamente os genes necessarios
para a adesdo e formacéo de biofilinef4& hxfB, fimA e gumJ) modulando reguladores transcricionais
como -sigma 54 ou CLP. O repressor “R” possivelmaeprime genes de viruléncia tais cotult,
pglA, e PD0279 (codifica proteina do dominio GGDEF)ge ¢ necessaria para colonizacdo e a
movimentagao d¥. fastidiosana planta (CHATTERJEE; ALMEIDA; LINDOW, 2008)

Além disso, tendo em vista que foi observado re@ieslos genes ribossomais 50S e

topoisomerase lll, envolvidos com o crescimentoXddastidiosa durante a interagdo com.

mesophilicum(Tabela 4.1 e Figura 4.4pode ser sugerido que ocorra uma diminuicdo da

densidade d&. fastidiosana planta. As proteinas ribossomais 50S particigarsintese protéica

da célula (BROUWER; PLANTA, 1973) e a enzima topaoisrase € essencial para a replicacédo

do DNA circular, ja que é responsavel por evitauperenrolamento gerado pela forquilha de

replicacdo. Hiasa e Marians (1994) mostraram geeaga topoisomerase Il é capaz de suportar

a elongacao da cadeia nascente durante a replidacBblA tao eficientemente quanto a enzima

girase. Com base nisso, é possivel sugerir uanesophilicuminibe o crescimento di.

fastidiosae formacao de biofilmesesultando também em um menor nivel de sintomasamia

hospedeira



114

Newman et al. (2008) mostraram que a severidaddifdeentes doencas (inclusive a
doenca de Pierce em videira que apresgntastidiosacomo agente causal) pode ser reduzida
quando o patégeno é co-inoculado com uma bactégadggrada DSF, mostrando o papel desta
molécula para a ativagdo de genes de patogéneste. thabalho ndo foi estudado os geneblde
mesophilicumdurante a interacdo, portanto ndo foi observadcegaete M. mesophilicum
responsaveis pela degradacédo de DSF produzidoX pfstidiosa que poderiam ocorrer durante
a interacadvl. mesophilicum- X. fastidiosalém da superexpressaodia petidase, que também
resulta em um menor nivel de expresséo nesta \firib@céo de biofilmes.

Genes relacionados ao estresse ambiental foramresqgessos enX. fastidiosana
presenca d&1. mesophilicumtais como os gengslY, tonB, da familia de transportadores de
membrana, de resisténcia a acriflavina e toleraagi#olueno, todos sao ativados pelo estresse
ambiental (CHATTERJEE; ALMEIDA; LINDOW, 2008; CURSD et al., 2009; HE et al., 2006;
LAMBAIS et al., 2000; LLAMAS et al., 2009; SIMPSOBI al., 2000). Dessa forma, pode ser
sugerido que a presenca e mesophilicungera estresse ek fastidiosa Este fitopatdogeno é
uma bactéria ndo flagelada que coloniza o xilemafatma eficiente, para isso deve se
movimentar pelos vasos xilematicos (CHATTERJEE; AIMA; LINDOW, 2008). A analise do
genoma deX. fastidiosarevelou a presenca de genes ortdlogos que codifipesteinas
envolvidas na biogénese e funcdo do pili tipo Ve qeodifica um sistema de quimiotaxia
relacionado ao direcionamento ou controle da rdatile em resposta a variacdo ambiental
(LAMBAIS et al., 2000), esse pili esta localizada am polo da célula. Além do pili longo, esta
relacionado & motilidade e migracaa, fastidiosaambém apresenta o pili curto (pili tipo 1) que
esta envolvido na adeséo e formacéo de biofimeNCHERJEE; ALMEIDA; LINDOW, 2008).

Mutantes pilY de X. fastidiosa apresentam motilidade reduzida (LI et al., 2007)
demonstrando queilY esta envolvido na formacgédo de pili longo do tiph & este atua na
motilidade bacteriana. No presente estudo, a esgoedo gen@ilY de X. fastidiosafoi ativado
quando este patogeno foi co-cultivado ddmmesophilicun{Tabela 4.1 e Figura 4.4), indicando
que este gene pode participar da interacdo conosouticrorganismos no interior da planta
hospedeira. A ativacdo desse gene poderia prowaaispersdo do patdgeno pelos vasos do
xilema, fato este corroborado com a possivel remldgébiofiime bacteriano.

A homeostase de ferro € um fator importante paragalacdo da expressdo de genes

envolvidos na patogenicidade da bactéria. Difeeetipps de siderdforos sdo responsaveis pela
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aquisicao de ferro pelo patégeno (LAMBAIS et al00@). O produto do gen®mnB € uma
proteina de membrana que transporta ativamenteleragpdo sideroforos - ferro e vitamina B12
para dentro da célula de bactérias Gram negaif@ammplexo TonB é formado pelas proteinas
ExbB, ExbD e TonB. TonB é ancorado na regidao N-teainda membrana citoplasmatica e se
estende ao periplasma, assumindo uma conformagigizada que interage com o receptor da
membrana externa e leva a mudancas conformaciapeasabrem o canal receptor para o
transporte de ferro ou vitamina B12 (CURSINO et2009). Recentemente, Schauer, Rodionov e
Reuse (2008) relataram que outras moléculas contaisneclcares e oligossacarideos que
necessitam de transporte ativo também utilizamamsportador TonB para ser internalizada.

Na anélise do genoma e fastidiosa apesar da anotacdo de varios homélogosk, as
fungbes nao foram bem elucidadas. Cursino et @09Rdescreveram que uma mutagao no gene
tonB1 deX. fastidiosaresultou na perda da motilidade e diminuicdo §icativa na formacéo de
biofilme quando comparada a linhagem selvagem; esgacao afetou também a viruléncia da
bactéria. Llamas et al. (2009) descreveram a prat&€bnB receptor de membrana do sistema
cell-surface signalindCSS) um mecanismo regulatério gieorum sensingtilizado pela bactéria
para perceber os sinais do meio extracelular moplesma. Entretanto, apenas as proteinas TonB
dependente de transdutores estdo envolvidas emsisESS. Portanto, além da funcdo conhecida
de captacao de ferro, a proteina TonB é responpaéleetransducéo de sinal, efluxo de solventes
organicos, motilidade e formacédo de biofilme pedatéria e consequentemente pela viruléncia.
Na presenca dl. mesophilicuma bactériaX. fastidiosateve a expressao do gene codificador da
proteina TonB aumentada (Tabela 4.1 e Figura 4idersndo queX. fastidiosa durante a
interacdo conM. mesophilicumativa genes de motilidade (como ocorreu tambémumeento da
expressdo do gen@lY descrito acima) e genes relacionados ao transgerteoléculas, para a
maior captacdo de nutrientes pelo patégeno, cowlierassim vantagens na competicdo por
nutrientes.

Apos a analise de diferentes estirpeXdtastidiosa curiosamente, foi observado que néo
h& o maquinario do sistema de secrecdo do tip@dHe sistema é muito diverso em patdgeno,
podendo ndo ser encontrados genes homologos desgatos enX. fastidiosaO papel principal
desse sistema é o combate pelo patdgeno do sideedefesa da planta (SIMPSON et al., 2000).
Buscando genes que poderiam desempenhar o papistelma de secrecao do tipo lll, Meidanis,

Braga e Verjovski-Almeida (2002) analisaram os gea® de diferentes estirpesXlefastidiosae
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encontraram 23 transportadores da superfamilia ABGistema de secrecado do tipo |, que estédo
envolvidos em vias de resisténcia a multiplas dspgacrecao de hemolisinas e até respostas de
resisténcia deX. oryzaepv. oryzaea arroz, masinda nao se sabe se é utilizado o sistema de
secrecéo tipo | para secrecdo de efetores ou toxjuna desencadeiem sintomas da doenca ou
modulem o sistema de defesa da planta (CHATTERMBEEIDA; LINDOW, 2008). Neste
contexto, as ORF 1344 e 2455 da superfamilia despmtadores ABC foram superexpressas na
Xylella em co-cultivo conM. mesophilicumEstes transportadores estdo presentes em déderent
formas e usam a energia liberada pela hidréliséA@B para promover o transporte ativo de
substancias pela membrana citoplasmética, sendalgues sistemas capturam enquanto outros
exportam moléculas. Os sistemas ABC de capfaram classificados em nove sistemas:
membros para importar o acglcar, o glutamato e suamminoacidos polares, aminoacidos
hidrofébico, sulfato, fosfato, vitamina B12, niquel bicarbonato (MEIDANIS; BRAGA;
VERJOVSKI-ALMEIDA, 2002). Portanto, quatro genes sistema de transporte celular foram
superexpressos eKylella na presenca do endofito (Tabela 4.1 e Figura dugjerindo que haja
um aumento na producdo de moléculas de resist@nnmaltiplas drogas (como o tolueno e a
acriflavina, descritos a seguir), a secrecdo deoheimas e respostas de resisténciaXda
fastidiosaa M. mesophilicum

O sistema fosfotransferase (a qual pertencem al@®; e outros transportadores
relacionados a ligacao fosfato (ORF1224-5") tamfyam super expressos no tratamento em co-
cultivo com enddfito. O sistema fosfotransferase t@do descrito em diferentes bactérias e é
utilizado principalmente para importar carboidratpogra dentro das células (MEIDANIS;
BRAGA; VERJOVSKI-ALMEIDA, 2002), reforcando a hipgge de aumento do metabolismo de
X. fastidiosaem interacdo corivl. mesophilicumO reconhecimento do patdgeno pela planta ativa
um conjunto de mecanismos de defesa, que inclusmperexpressao de genes de estresse. Neste
contexto, foi observado um aumento da expressa@edes de resisténcia a acriflavina (proteina
YEGN), tolueno (genetg2B e ttg2D) e hidroxiperéxido ¢hr) (Tabela 4.1 e Figura 4.4). Esses
genes sdo ativados por sinais mediados pela mal&S$i, a qual possui um papel fundamental
na adaptacdo da bactéria no ambiente estressartte da planta (HE et al., 2006). Bactérias
Gram negativas, comBseudomonas E. coli apresentam mecanismos de tolerancia a solventes
organicos como tolueno, tais como: (1) modificag@@&nvelope celular que aumentam a rigidez

da membrana celular e diminuem a permeabilidadedajnisomerizagéois-transda membrana
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dos acidos graxos pela isomerass-trans, (b) diminuicdo da hidrofobicidade da superficie
celular e (c) mudancas na composicdo e proporcalipidieos e proteinas na membrana; (2)
aumento da taxa de enzimas reparadoras de membp(@8ha®lvente que inativa enzimas; (4)
efluxo ativo de solventes por bombas de solvengesgstol C/mar/rob/sox S/acr AB (5)
liberacdo de vesiculas da membrana com solveni@sproducao de proteinas fagos de choque
(proteinas de estresse éin col) (SARDESSAI; BHOSLE, 2002). O padréo de express@o
patégenoXylella na presenca ddlethylobacteriumé semelhante ao padrdo de expressao da
Xylella na presenca de tolueno, jA& que o aumento da dentEn@aergia devido ao estresse
causado pelo tolueno resulta em mudancas trarsuais, genes envolvidos na armazenagem de
acucar sao reprimidos, enquanto genes envolvidgersgao de energia sdo ativados na presenca
de tolueno, genes relacionados a flagelos tem>quassédo aumentada (VOLKERS et al., 2009).
Assim, o endofito apresenta 0 mesmo efeito quearesse causado pelo tolueno, diferindo apenas
em relacdo a expressao de genes transportadorggeena presenca déethylobacteriunesses
genes tem sua expressao aumentada (Tabela 4.@ra Big) e na presenca de tolueno reprimida.
Isso indica quél. mesophilicuninduz um resposta d¢ fastidiosa semelhante aquela observada
em resposta ao solvente organico tolueno, sugeriundomesmo padrdo de resposta. Os
transportadores da familia ABC, também superexasesa presenca déd. mesophilicumesta
relacionada a resisténcia ao tolueno, esse € edptyelo sistema de transporte da familia ABC
(VOLKERS et al., 2009), corroborando a hipotesepsta.

Portanto, a andalise da expressdo dos genes di@raante expressos el fastidiosa
sugere queM. mesophilicuminduz a expressdo de um conjunto de genes de agefes
superexpressando genes do ciclo de Krebs e reglamgenes relacionados ao estoque de
carbono, ribossomos e topoisomerases, diminuinsilmaseu crescimento e direcionando grande
parte de sua energia para o sistema de defesadaidaAlém disso, a superexpressdo dos genes
que codificam proteinas transportadoras, proteib#, proteina TONB, proteinas de resisténcia
a acriflavina e proteinas de tolerancia ao tolumogtram que a bactérl. mesophilicuninduz
também uma resposta de estresse. Também foi oldleeavaa ativacdo da expressao do gene
clpP, o qual pode interferir na via de formacédo dediitese d. fastidiosasugerindoque deve
haver uma reducdo da formacdo de biofilme e posamuinte a viruléncia do patégeno. Estes
resultados confirmam a hipotese, sugerida por Aratipl. (2002) e Lacava et al. (2004) de que
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M. mesophilicunrpode inibir o crescimento d¢. fastidiosae, consequentemente reduzindo os
sintomas da CVC na planta hospedeira.
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5. CONCLUSOES

O géneraViethylobacteriumapresenta grande potencial biotecnolégico, visetgm sido
descrito como agente de controle biolégico de matdg, producdo de moléculas e fitohorménios.
Entretanto, para que esta possibilidade se torméidage, se faz necessario uma maior
compreensdo da diversidade desse género no ambadéte de conhecer os mecanismos
genéticos envolvidos nas interagdedvidhylobacteriurplanta eMethylobacteriurpatégeno.

O estudo a diversidade genéticaMethylobacteriumspp., por meio do sequenciamento
parcial dos genes 163RNA e mxaF mostrou uma resposta adaptativa diferente de
Methylobacteriumspp. nas diferentes plantas. Porém, a clustedzde&dsolados de um mesmo
hospedeiro foi observado em um subgrupo de isoladmgerindo que essa diversidade se deve a
eventos estocasticos, apesar de o genétipo vegetzibuir para essa diversidade.

Na andlise de alguns genes responséaveis pelagatedaviethylobacteriuntom a planta
hospedeira por meio da técnica de PCR quantitdtvebservado que o gemexaF é ativado na
planta hospedeira, indicando que deve haver metamgilanta durante o seu crescimento. Os
genescrtl e acdS de resposta ao estresse, apresentaram repreas@oesenca da planta
hospedeira, indicando que ndo houve condi¢cdo desestpara a bactéria em associacdo com a
planta hospedeira. Os germsdatin e phoU, relacionados a patogenicidade, ndo foram altsrado
confirmando queMethylobacteriumé um enddfito que ndo possui caracteristicas aviesl a
bactérias fitopatogénicas.

Com a andlise de expressédo géimceaitro de X. fastidiosa(patdégeno) em co-cultivo com
M. mesophilicun{endofito), foi observado que este fitopatogenpaade a presenca da bactéria
endofitica expressando genes de resposta ao estmissinuindo crescimento, ativando o
metabolismo e reduzindo a formacao de biofiimee&sesultados sugerem que pode ocorrer

reducdo dos sintomas da CVC quanddastidiosae M. mesophilicunestdo no mesmo ambiente.
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ANEXO A: Sequéncias dos genes utilizados na analigor PCR quantitativo do isolado
SR1.6-6 M. mesophilicum)

>patatin SR1.6/6-1

TAGGCACGMT TCTCGACGGEGCT GATCGAGGAGGGECGT CCTCGGT CAGGECGAGT ACCGCCGEGTCCTGET G
CACCGGAT CGACGEGACCGACGCGECT GGAGGACT ACAACGCCGCCTCCAAGCT CGATGCCCGCTGGACCGT
GTTCAAGCGCCT GCGCGACAAGGGECCGECEECECCECECAGACCT GGCTCECCGAGAACTACGAGGCGGATC
GGAACSTATAGGCGCGACGGGECT AGCGEMI GT CCKCAMGGAGSGGCT TGARCACGGT CCAGCGGGACT YGAG
CTTGGTGGCAGAGT TCYAGCTGACTACCGCGT TCGAGCACCTAT CAGARGYCCCRGGGATCGGAGGTCTCC
GTTCTCTAMGAGGCGGECACCCGT AGGT CAGYGGGT GCRAGGAT TCTTCMCRT YGAWCKAAYACCCTCTGCC
RTTATTGCCRCCRGAGCAT GCGACGEEEEEEEEEEEEECCACCATACCCT TAWT CMGATTACAATATATTG
GCAATAATTTAMCAATATTTTATTTCATTTCATTTCTCAACACACCACCACAACCAAYAACAAGCAAATCA
ACACCCAGCCAACAACACVWATAACTAAAVAAAAAAAAT AAAAAAAAAAAAAAAAAANT ATAT AAGAKTAKT
KT

>patatin SR1.6/6-2

TAGCACGMI TCTCGACGGGCT GATCGAGGAGGECGT CCTCGGT CAGGGCGAGTACCGCCGGEGT CCTGGTGC
ACCGGAT CGACGGGACCGACGCGCT GGAGGACTACAACGCCGCCT CCAAGCT CGATGCCCGCTGGACCGT G
TTCAAGCGCCT GCGCGACAAGGECCGECEECGCCECECAGACCT GBCTCGCCGAGAACT ACGAGGECGGATCG
GARACCTATGAGCGGASGGGACCGMGATTGT TGT AACGCAGGGGECTAGGACCCGGT CCMGT GGGCATCGAG
CCTGGAGTWGACGT TGCACT CGCTRAGCGCGT CGCTGT GBCCGAT CAGGT GTACCTGGWCCGT GCAGGCAC
TCCTCCTTACCAAAAGACGCCSTACGCGAYCAGCT CGT TGTGGAAAATTARYCCAGCWATTARSGCATTAR
TAAAATTWAAA

>nxaF SR1.6/6-1

CGCAGMGCAGT GAGGAGCT CCTCACCCAT CCGGACCGCAACGGCATCGTCTACACCCT CGACCGGACCGAC
GGCTCGCT GGTCTCGGCCAACAAGAT CGACGACACCGT CAACGT GT TCAAGT CGGT CGATCT GAAGT CCGG
CACCCCGGTCCGCGAT CCGGAAT ACGGCACGCGGAT GGACCACCT CGCCAAGGACAT CAMERTCGACCGAC
TTGAACACGT TGACGGT GT CSTCGATST TGT TGECCGAGACCAGCGAGCGT TSACGSCGT CGECGRAYACG
GTGGATGRCGRYTKGGEGAGCGGET GAGGAGAGT CCCGTCTTCCTCCTGYSCTTCTGYTGGAACWGATATGACT
TTAACGAKGAATTGACGAGT CCCWIACAVWAGCCGTSTTTTTTTTATTATACTCCMMCCTTTACCCCGSSTA
CACCASAAAGCGACACYCKGGGAGGGECGEGAGACAWTACCCCCCYA

>nxaF SR1. 6/ 6-2

CKCAGMGECAGT GAGGAGCT CCTCACCCAT CCGGACCGCAACGGCATCGTCTACACCCT CGACCGGACCGAC
GGCTCGCT GGTCTCGGECCAACAAGAT CGACGACACCGT CAACGT GT TCAAGT CGGT CGATCT GAAGT CCGG
CACCCCGGT CCGCGAT CCGGAAT ACGGCACGCGGATGGACCACCT CGCCAAGGACATCAAGATCGASCGAC
TTGAACACGT TGACGGT GT SSTCGGATCTTGT TGGCCGAGACCAT GCGCGCGT TACCGYCGEKCGGTGAKYA
TGATGCCTTCCSTCCSGI GCGGT GEEGAGGT TCECTTCTCCATCTTGTKCTTCTTTKGGATCGAKCTTGAA
CTTGACGAKGACTTGACGAGYTYCASAATACWCCCCCCTTCCCACTCCACWI TTAMKTTTMCTGGAGRTTT
GAKGAAGGGATATTTT TGEGGAGGGAGCWEMCCCCCCWEAGT

>acc SR1.6/6-1

GYTRGGCGCGCAGACCAGCT CGT GGAT GACGGGT TCGACAT CGGCAT CCGCGAT TCGT GGAAGCGGEGECECT
CGCCGAGGT CGAGGECCGAGGECGGRCAAGCCCT ACGCGAT CCCGECCGECECCTCGGT GCACAAGT ACGECG
GGCTYGKGGAAGCKTCCGT GACT GCCCACGT GATTAT CT GCKGGGAAAT GASCCCCGCGCGCAACAGMNAG
TTCAAGCACCTGGECGTACTACTACTTCCACAACTTCGT CTAT GAGT TAGT GTGGAATAT CRACSAGCCCCG
SGGCTCCGAGCGCTACTCCYCCCAMGY GCTGCT GCACAAGT ACGGAGGT GACGATGAMI TCCTGAGT GTCS
STTCCRATGATCGCTGGCCGACCGGAATCCGGT TGSATGAATTTCCATCCGT CAAGGATCTGCARTSAGT G
CGGI CCCCKCTGTGRCGACGGT CGEGATGGARGT GCGAGGT GCATGGT CGBCCACCAAAGCYATTGAAGT C
TGGT GGAGTAACGVIT GCACAT GGAACT TCCAT GMCCAGCGCGEGCACCEKT GGGACACAGYKATCGAWCAAC
YTAGCASGACGAAGATCAYGAGCTGATTGYTGCCGT CGGTAGCCTGTACT CGAT GCGRTACWCTCATGAAR
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WWATTGRCGATCTGACGMCT GCT GGCCMRCGGT YGAT GGT GGKASMRGT MRGATGKAASASTCTGGCRAAM
ATGCCGYKTMRAGWCCT STAT CGACCRYGSGACRT CCAGACCWEKCAGSKCGNASCMNGRKGNKYAGCRKRG
WCTCATACCYRSAAYTGAAGATGCYCSGTI CGACGANGRCRT SKGCT TKTGCOW GSCATCRTGCAGT CAGMIG
MCMYKTWCKCTSMYYKRAYGT ACGACGGEVAGCGCAT GTAST CGAT YWCGAKT MCGCAT TCAVWKT GCGAACT
GGT GTGATCT TRMI CAWGCCAYGMGAGY CVB TGWGECACTRGATGCCGCCTYATCVAG

>acc SR1.6/6-2

GRCYRGGCGCGECAGACCAGCT CGTGGAT GACGGGT TCGACATCGGCATCCGCGAT TCSTGGAAGCGEEECEC
TCGCCGAGGT CGAGGCCGAGGECEECAAGCCCT ACGCGAT CCCGECCEECECCT CGGTGCACAAGTACGEC
GGGCTAGKGGAAGGEKT CCGT GTATGCCCACGT GATKAT CT GCKAGGAAAT GASGCCCGCGCGCAAGAGNNA
GT TCAAGCACCTGGCGTACTACTACTTCCACAACT TCGTCTATGAGT TAGT GTGGAARAT CAACGT GCCCC
TGGECT CCGAGCGCTACT CGACCCAAGAGCTGCTGCACAAGT ACGGECGGGEGTGATGAMI GATGAAGT GTCC
STTCCRATGAT CGCTGECCGWMCGCGAAACGCATGSATGAAT TTCCGT CCGTCAAGGATCTTCARTGAGT GC
GGTCCCCRCTGIGGCGACGT TCGGGAT GGWEGT GCGATGT GTATGGT CGCYCACCAAAGCYATTGAAGT CT
GGTGGAGTAACGMITACACAT GGAACCT CCAT GMICSAGCAT GACCACCGT TGGGACVACMGGTATCGAWCAA
CTTATGCSGACGAAGAT TTMIGGCTGCAT TGT TCCGGTCGGYAGCCTKTACTATGATCSWIACTCTCATGA
AATCATTGRCGACCAGACGACT GCT MECCAGCGGEGET GATGSTSAGWESMRGKMRGAT GKAASASTCTGGGEM
AAMACGCGYKTMAAGWNCCT STATCGACCGGECGY GACGT CSAGACCWSTCRGGEKCTASCWEGGEGAT YAGAGG
KGAWCT CATACYRSAACGAAMAT GCTCSGCGACRWEASAKSKGCTKTGCTKGGVITATGCARTAAGMITGCAC
TWAGCT GWKRAYGACGACGVAGGCGCAWT GASTCGATWECAKTCSCATCATGT GCCGAACTGGTGKGRTC
TRMICATGCCAYGQVAGAGCTCGTGARSACTGRSTGCTGCT

>phy SR1.6/6-1

ARAGCT GCGCAGCAT GBCGAGCCCGECGAT GCTGECCECCCTGCCCTACCT CCAT CCCGGACGGAGCGT CG
ACCGCGACCT GAAACGCCACT TCBCCGACCCGCGGEGET GCECCTCGCCTTCTCATTCCAGACCAAGTACCTC
GGCAT GTCCMGERGT ACCT MEGCCGGGAGCAGCT GCMEGT TTCGEGT GAACGT CTTGYGGACGAYSACGTTTT
GAGGGCCCTTACCCTGGEGECT CGTGEEEEGWT CTCCCT CCCACCAGGT CGATCGEKTTCTGGGCATTTCTGA
GACGGCCATAGCCGGT CGTGCAAGT CTCCCCGGT TAAGT GGCCEEEECCECGCT CCAGGCAATTGATCACC
TTGCTGARGATCAAGCTCCGGATATACT TTTCGGGGT TTGGT TGGAGT TATRGSGAT CGGCGCCGEECGEA
ATTATTAGACSTKGACGCAGGT GACRKGAT MECCCGCCT CWNWNCRAYCACGGCCT CTTCATGGSGSAGGAT
TAGCAGCAGGTGATTTGCGCGCT CAACT TSAAGGT SATGAACCT GGT TGAATGT TACAGCAACACCCASAT
GAASACTGWEMVAGT TCATCGGCAAT GCSATGGCKAAT TCAGACAARCCCT TGSGCRTGSTGATCACGT CGY
GGGTCAVIGT GCGCATCACT CTCKCCGEGT GT GSCGGY GAT CRAGMIT CACRAAAGCWCAGGACT TCTTTGAT
CACTASGCCGCCT TGWGT CAAGGEGRGT CCWEGAGRSAYCAYGAAGCTGAYCWCT TGTAMACCAGMGVATTG
CTRCTRCACT CGACACRCARSTGRKMCMT MKGCTAAGGACT TCACTWKAMI TCAGSAAGSCATGCCCCAAG
WAASCTCGCSTTTCYYAKKCSCTWECCWECGKSAAKGRCTTAYMGRTCTGTMMI TRGCYTCRASCTTKMIA
RYAMI TMSCVAGAY SCGT GAAGT YGMCCRAMAWAGRACSMI GCGCCYYGWCRAGT

>phy SR1. 6/ 6- 2

CRAAGCT GOGCAGCAT GACGAGCCCGRCGAT GCT GECCGCCCT GCOCT ACCT CCAT COCGGACGGAGCGTC
GACCGCGACCT GAAACGCCACT TOGCCGACCOGOGRGT GCGCCTCGOCT TCT CATTCCAGACCAAGTACCT
CGGCAT GTCCOGRGGACCCMBGOOGGGAGGROCT GCMGGT CCTGGTMACCAT TGAT CAGGACGT CATGCAT
TTGAGGAAGGAATACCWEGGGCT GATTTT TGGT GTCTCOOGCCCCCT CGACWI GT CGGTGTCTGGGCATTT
CTGACCAGGCCTAAGCCGGT GGTGCARGT CATCGOGGT TGAAT GGOOGGRGT AAWGCT CGAGGCCAATGAG
ACCT GGCKGAKGACCT GGGT CCGGAKAAACCGGT CGGGGAGAGGGGT GGAGT TATCGYCAATTAGCGCCGG
GCAGAAATCGTAGACCT GGACGCARGT GACAAAAAAGT CAGCCT CTTAGGAGGSGGCATTTTTATGGGGSA
GGATCAGOCGCAGYYGATATGCTCGMI SAACT TGARGGT GATGAACCAGGT TCGAACT GT TACGCAGCACC
CGCATGAASACT GASSAGCT CACCGKCAAT GOCT TGCOWGT ATAAGAGAAST ACWT CGOWAGCT GACCAMG
TGAGGGGT CAAGT GART GAKCACKT SKCCGGGCT GCAMBCY GGT CRASSTCACGATASCGVMCT GAAMT TC
TTTGATCACTACGKCGSGCKTAGASRT CAARGGRKT TOWI SACKGYMYCGYGRACATCGAKCTGCTTSTAC
ACSAGCRVCGT GCTRCTRCKCT CGACARYAASKTRT SMMIKWCT GCTAAGACT TTATYRTMIMGSSAT GCA
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TGCCVAGTWMCCTSYKSRTTCYTWI GCTTGCTGCGGCAKGACTWCAGY TTAMCTWGECCTCAGMIGTACTRC
TGACTMCSAGGT CGT GAGT GGCCRAVAWGASCWCGCCT GGTMRKAT GCMGCCG

>phy SR1. 6/6-3

GT TMGCT GCGCAGCAT GGCGAGCCCGECGAT GCTGECCGCCCT GCCCTACCT CCATCCCGGACGGAGCGYC
GACCGCGACCTGAAACGCCACT TCGCCGACCCGCGEGT GCBCCTCGCCTTCTCATTCCAGACCAAGTACCT
CGGCATGT CACTGTACCTCGGCATGT CACCAAGT ACCT CGECWI GT CCCCAAGT ACCT CGECATGT VACCA
AGTACCT CGECATGGCACCAAGT ACCT TGGAATGCCACCAAGT ACCT CGGAAT GTCGGGGACAAAAAGGAA
TCTCCCCACTAAGAGT TCASAGATCCACKCTCTCCSGYGYTTGGGCT TTAGBCGGCGATCCGCCBCCCCAC
GTGITCCTCGAMTAGT TGCAAARGTATTYTTGT CACATTATCRT CTATCACTAGAGCACCAGMCGMCANVAG
GARCAAGAGSRT GCTGTGOWGAGT CGGATCACCT CTCAGGATYTATYCRTACATGCTAGCGGGCTTATATR
TGCCA

>phoU SR1. 6/ 6-1

GATCTGACTACATGAT GGAGGT CCGCGCAACATCTCGT TCTGCACGCATCTCCT GT TCTGCGCCAAGAACG
TGGAGCGGAT CGGCGACCACACGACCAACAT CECCGAGACCAT CCACTACCT CGCCACCGEEGAGACCCT G
GCGGGCGACCGEECCGAAGAACGAT GCGT CGAACTACGCGACGGT YAAGTARAACT TCGECTTGGTGT TGYG
GATTGTACCCGACT TGAT GGWCCT GGT GM CACGCT GAT CCACT GCAT CGGGT GCCAGT AGGCTAAGCCGC
CCCGGTCGAACTACSCSACGGTATC

>phoU SR2

GATCTGACTAMI GATGGAGGT CCGCGCAACATCTCGT TCTGCACGCATCT CCTGI TCTGCGCCAAGAACGT
GGAGCGGATCGGCGACCACACGACCAACAT CGCCGAGACCAT CCACTACCT CGCCACCGGGGAGACCCT GG
CGEGGECGACCGECCGAAGAACGAT GCGT CGAACT ACCCGACGGT YRAGTAAGECT TCRGT TTGGT GT TGMGG
ATTGTACCCGASTTGMI GGTCCTGGYGT TCACGCT GATCCACT GCAT CGGGKGCCAGTAGGCTAASCCGCC
CCGGTCGAACTACGCMACGGTYTAWC

>sss SR1.6/6-1

AGAYGCTGTGATCGT GCTGI TCTCAT CGCCGAGCGCCTGCGCAACCT CGGCAAGT TCACCT TCGCCGACGT
GGCGAGCT TCCGCCTCGACCAGACCGCCATCCGCATCAT CTCGECGEGET GGGCACCCT CGTGGT GGT SGCCT
TCTACCTGATCAGGCGTAAGAAT GAGT GAT CAGT GGGGRGKCKAMMRGSCRYAKATTATYGTGT GCAAGG
AACCGC

>sss SRI1. 6/6-2

ATGACGGCTGCGATCGT GCTGT TCTCAT CGCCGAGCGECCT GCGCAACCT CGRCAAGT TCACCT TCGCCGAC
GT GGCGAGCT TCCGECCTCGACCAGACCGCCATCCGCATCAT CT CGECGGT GEGBCACCCTCGT GGTGGTSGC
CTTCTACCTGAT CAGGGT GGGT GGGGT GECKGT GAT CGGGT GT GGGGEAW CGTWIAGWCCCCGCCCACTG
CCCGACAGATAAAGCAGAA

>recA SR1.6/6-1
GGGAGCCCCGAGACCACCACCGGECEGECAACGCECT GAAGT TCTACGCCYCGGTGCGTCTCGATATCCGCCG
CGTCTCGACGCT GAAGGACCGGEGACGAAGCCAT CGRCAACT CGGT CCGCGT CAAGGT CGT CAAGAACAAGG
TCGCGCCGCCCTTCAAGCAGGT CGAGT TCRACAAT GACAT GT CGAGT TCGACATACGCAGGT CGAGTTCGA
GATAATGAGGTCGAGT TCGACT TAMI CGSRACCGGT TAGAGGGECGT CTGGAACGGECTGCAGCCACCCAGAT
CTTTCAGAMGCCGGECMIKGCTGVIAAGGCCCCTCCCAAAACT TCATCGMTTSAGATTAC

>recA SR1.6/6-2

CMT GAGAT CGGCGT GATGI ACGGGAGCCCCGAGACCACCACCGGECGGCAACGCGCTGAAGI TCTACGCCYC
SGTGCGTCTCGATATCCGCCGCGT CTCGACGCT GAAGGACCGGGACGAAGCCAT CGBCAACT CGGT CCGCG
TCAAGGT CGTCAAGAACAAGGT CGCGCCGCCCTTCAAGCAGGT CGAGT TCGACAACACT GCGAGT CGACTA
CGACGT CAGVIGT CGAAT AGGGGGEEGCGAGT TCTACTACT TCATTCGCGCACT GRSCTGAAGSCGGGACCAAC
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CTCAGTATCCGT GCGT CCCGT CAKGAGAAAGGCCGEECCCTCCTTCAGGT TAATTGCATGAGECGGYCCCTC
CCCCT GT CGGEEEEMECGAGACCAGCGACAAACGACAGAAAGAAAGAGACAACT AMCCACT CGACCCCCECG
GCTTTCVACWIAAACAT





