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RESUMO

SALGUERO LONDONO, J. K. Anélises da expressdo de genes do sistema de secre¢do na
interacdo Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 com a planta hospedeira. 2015. 113 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2015.

O género Methylobacterium é composto por bactérias de coloracao résea, metilotroficas (PPFMs)
e que podem colonizar endofiticamente a planta. Algumas espécies deste género sdo capazes de
promover 0 crescimento, aumentar a atividade fotossintética da planta hospedeira e reduzir o
ataque de patdgenos. A linhagem de M. mesophilicum SR1.6/6 é uma bactéria isolada de ramos
de citros e devido a sua estratégia de interacdo com a planta hospedeira e com fitopatégenos, tem
sido foco de vérios trabalhos. Os mecanismos de interagdo da bactéria com a planta hospedeira
ainda ndo foram elucidados, porém andlises transcritdbmicas e protebmicas mostram que durante a
interacdo com a planta hospedeira ocorre inducdo de genes relacionados ao estresse e
metabolismo, mas a expressdo de genes que codificam proteinas associadas o transporte de
moléculas envolvidas com interagdes bidticas e abidticas no ambiente ainda sdo pouco
conhecidos. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos exsudatos da planta
hospedeira sobre o crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 e avaliar a expressdo de 25 genes
envolvidos no transporte. Os compostos secretados pela planta hospedeira (milho e citros) foram
avaliados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, enquanto a expressao
de genes anotados como pertencentes aos sistemas de secrecéo tipo I, 1, V e bomba de efluxo
multidrogas (MDR) foram avaliados no primeiro estagio da colonizacdo da planta hospedeira por
M. mesophilicum, onde a bactéria deve reconhecer os exsudados secretados pela planta e
posteriormente durante a colonizacdo da raiz da planta hospedeira, com formacdo de biofilme.
Foi observado que as plantas avaliadas secretam moléculas semelhantes, mas em concentracfes
diferentes. Estes compostos foram principalmente acucares, acidos organicos, outras moléculas
organicas, aminoacidos e lipidios, os quais induziram um maior crescimento da planta
hospedeira. Foi observado também que a expressao dos genes avaliados é regulada pela presenca
da planta hospederia e/ou de seus exsudados. Foi observado que os genes relacionados ao sistema
de secrecéo tipo 11, o complexo SEC e as bombas de efluxo de multidrogas s&o induzidos durante
a interacdo com as plantas hospedeiras, enquanto genes do sistema de secrecdo dependente de
TAT foram reprimidos. Estes resultados sugerem que durante a interagdo M. mesophilicum-
planta, os exsudados da planta promovem o crescimento desta bactéria endofitica, a qual regula
diferencialmente a expressdo de genes responsaveis pelo transporte de moléculas.

Palavras-chave: Bactéria metilotrofica. Exsudatos. Expressdo génica. PCR em tempo real.
Interacdo planta-micro-organismo.



ABSTRACT

SALGUERO LONDONO, J. K. Gene expression analysis of secretion system during
interaction of Methylobacterium mesophilicum SR 1.6/6 with the host plant. 2015. 113 p.
Master thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2015.

Methylobacterium genus is composed by pink-pigmented facultative methylotrophic bacteria that
are able to promote plant growth, increase photosynthetic activity of the host plant and reduce the
incidence of pathogens. The M. mesophilicum strain SR1.6/6 is a bacterium isolated from citrus
and due the interaction with the host plant has been the focus of several studies. The mechanisms
of interaction of the bacterium with the host plant have not yet been elucidated, some
transcriptomic and proteomic studies show the hyper-regulation of genes related to stress in the
plant interaction. Therefore, this project evaluated the expression of some genes related to the
codification of protein secretion system that could be involved in M. mesophilicum-corn (Zea
maiz) and citros (Citrus sinensis) interaction during the colonization of this bacterium through the
recognition of root exudates compounds released by the host plant. In this work, we evaluated the
bacterial cells adhered to the roots forming biofilm and bacterial cells in suspension (planktonic-
called cells interacting only with root exudates) compared to control (bacterial cells without
plant). For expression analysis, genes that encode protein from secretion system (type 1, 11, V and
VI), multidrug efflux pumps and ABC transporters related to proteins transporters were evaluated
by gPCR. Then, the M. mesophilicum SR1.6/6 genome was reevaluated and genes related to
transport systems (type I, Il and V protein secretion system, multidrug efflux pumps and related
ABC transportes, general secretory pathway SEC dependent and twin arginine translocase system
(TAT)) which allow the export, extrusion and translocation of effector molecules during
interaction with the host plant. The exsudates released by the host (mayze and citrus) roots,
identified by gas chromatography mass spectrometry (GC-MS), are composed mainly by sugars,
organic acids, organic compounds, aminoacids and lipids. Analysis of the gene expression
showed that during interaction with corn and citrus type Il secretion system, SEC complex and
multidrug efflux pumps were up-regulated while TAT pathway was down-regulated, suggesting a
differential activation of secretory machinery for translocation of protein during the interaction
between M. mesophilicum SR1.6/6 and the host plant.

Keywords: Methylotrophic bacteria. Root exsudates. Gene expression. gPCR. Plant-bacteria
interaction.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Sistemas de secrecdo em bacterias gram NegatiVas...........ccceeveerveienieesesieseesesieseeeas 24
Figura 2 — Sistemas de secrecao Sec-iNdePeNdENLE..........ccivvevierieiieere e 31
Figura 3 — Sistemas de secrecéo dependentes de SEC € TAT ......cooviiiiiiiiie i 35

Figura 4 — Organizagdo génica da bomba de efluxo de multidrogas dos genes TolC, AcrB, AcrA

Figura 6 — Delineamento experimental para o estudo da interagcdo entre SR1.6/6 e a planta

0Ty 0T [T - SRS P 43
Figura 7 — Montagem das curvas de crescimento para as plantas hospedeiras..............ccccceevennene 45

Figura 8 — Curvas de crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 em meio CHOI3 com

INETANON. ..ottt ettt et e et et e e e e e e eee e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaerererea————————— 46

Figura 9 — Porcentagem das classes de compostos obtidos por GC-MS em: 1) Citros (sem

bactéria) e 2) Citros na presenca de M. mesophilicum SR1.6/6...........c.cccceevvivieieiieiieieccceen, 47

Figura 10 — Porcentagem das classes de compostos obtidos por GC-MS em: 1) Milho (sem
bactéria) e 2) Milho na presenca de M. mesophilicum SRL.6/6...........ccccccevvveveiiieiie i 49

Figura 11 — Organizagéo génica da proteina de membrana externa TolC associada ao sistema de

secrecdo tipo | e bomba de efluxo de resisténcia a multidrogas..........cccceeevevreeierenene e 52

Figura 12 — Organizacgdo génica do transportador ABC associado ao sistema de secrecéo tipo |
com a bactéria Bradhyrhizobium elkanii WSMIL741L.........c.cccooiiiiiiiiiiiiieieeee e 55



Figura 13 — Organizacéo génica do transportador ABC associado ao sistema de secrecdo tipo | e
a proteina da familia HlyD comparando com a Methylobacterium radiotolerans JCM

2 OO U TSP PP PROPR 57
Figura 14 — Organizacdo génica do sistema TAT em M. mesophilicum SR1.6/6............c............ 59
Figura 15 — Organizagédo génica do sistema AcrAB em M. mesophilicum SR1.6/6..................... 61
Figura 16 — Organizagdo génica de AcrB em M. mesophilicum SRL1.6/6.........c.cccocevirininnnnnnn. 63
Figura 17 — Organizacdo génica de AcrA em M. mesophilicum SR1.6/6............cccccceevvernrnnnnnn. 64
Figura 18 — Organizacao génica de AcrB em M. mesophilicum SR1.6/6............c.cccccvvevvevernnennn. 66

Figura 19 - Organizacdo génica do sistema de secrecdo tipo Il em M. mesophilicum
SRLB/B....eeeeeee ettt ettt Rt R Rt et e et e re R e ReeRe e R e e e e nrenrenreereeneens 68

Figura 20 — Organizacdo génica do sistema SecF, SecD e YajC em M. mesophilicum
R3] 8L RS RS 70

Figura 21 — Organizacdo génica proteina BAM associada ao sistema de secrecao tipo V em M.
MESOPNIIICUM SRLG/B.....c..eiiiiiiiiee ettt bbb 74

Figura 22 - Modelo de Sistema de secrecdo e bomba de efluxo de multidrogas (MDR) envolvidos na

translocacdo de moléculas em M. MesOIhilicum SRL.6/6..........cccveiiiiiiiiiieiiieeiiie e 75

Figura 23 — Gel de agarose de RNA para os diferentes tratamentos em amostras de M.
mesophilicum SR1.6/6 na presenca de A) milho (Zea mays) e B) citros (Citrus

] (=] Y I USSP P PP PR 76

Figura 24 — Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema de Secrecdo tipo Il em

Figura 25 - Expresséo génica dos genes envolvidos no Sistema Sec em milho............ccccceoeenen, 78

Figura 26 - Expressdo génica dos genes envolvidos na via Twin Arginine (TAT) em



Figura 27 - Expressédo génica dos genes envolvidos na bomba de efluxo de multidroga e um
transportador ABC €M MITN0..........ooiiiii e 80

Figura 28 - Analises da expressdo génica dos sistemas de secrecéo avaliados por PRC em tempo

real para Zea mays na interacdo com M. mesophilicum SRL.6/6............ccccccevvveiviiniicnecce e, 81

Figura 29 - Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema de secre¢do tipo Il em

(o010 T OSSR 82
Figura 30 - Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema SEC em Citros.............ccccuveuen. 83

Figura 31 - Expressdo génica dos genes envolvidos na Via Twin Argininine (TAT) em

0 e 83

Figura 32 - Expressdo génica dos genes envolvidos na Bomba de efluxo de resisténcia a

multidrogas e um transportador do tipo ABC €M CItr0S........ccceevveiieiieiicieece e 85

Figura 33 - Analises da expressdo génica dos sistemas de secrecdo avaliados por PRC em tempo

real para Citrus sinensis em interagdo com M. mesophilicum SR1.6/6.............cccccvevviienivnienennnn. 86

Figura 34 - Contexto génico do sistema de secre¢do do tipo VI e proteina Hcp associada ao
sistema de secrecdo do tipo VI em M. mesophilicum SR1.6/6 locus tag
IMMSRLLE _2954.......c ettt sttt b s e be st e e b e et et e st e be st et e st e be e e e re et s 87

Figura 35 - Expressao génica do gene envolvido na codificacdo da proteina Hcp do Sistema de
SeCreGao TIPO V1 em MilN0 € CItr0OS........oiieiieieiiece et sne e 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Compostos presentes nos exsudatos de citros (com e sem inoculacdo de SR1.6/6) e

nos exsudatos de M. meSOpPhiliCumM SRL.6/6...........cccccveiiiiiiieie e 48

Tabela 2 — Compostos presentes nos exsudatos de milho (com e sem inoculagdo de SR1.6/6) e
nos exsudatos de M. meSopPhiliCUM SRL.6/6...........c.couiiiiiiiiiiiiiee e 50

Tabela 3 — Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema de Secrecéo
tipo | TOIC € SEUS GENES VIZINNOS. ......eiiiiiiiitisie sttt 51

Tabela 4 - Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema de Secre¢édo

tipo | transportador do tipo ABC e HlyD e seus genes Vizinho...........cccccveveieeieeve e, 53

Tabela 5 - Comparagdo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema de Secrecao
tipo | transportador do tipo ABC e a proteina HIyD e seus genes vizinhos em M. mesophilicum
SR1.6/6 comparados com Methylobacterium radiotolerans JCM 2831...........cccoceviveiniienvennnne. 56

Tabela 6 — Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema transporte

TAT € SEUS JENES VIZINNOS. .....cuviiuieiiiieite ettt ettt et et ste e e s te e e sseesaeenesssesbeebesaeesreeneennes 57

Tabela 7 — Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas a bomba de efluxo de
multidrogas AcrAB, seu regulador AcrR e seus genes vizinhos de M. mesophilicum SR1.6/6 e
Methylobacterium radiotolerans JCM 2831..........ccoiiiiiiiiiiiiieiee e 59

Tabela 8 - Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas a bomba de efluxo de
multidrogas AcrB e seus genes proximos de M. mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium
(o [To1 (0] LT =T o I O 1Y B PSSRSO PPRRN 61

Tabela 9 - Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas a bomba de efluxo de
multidrogas AcrA e seus genes proximos de M. mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium
[ Lo L0 (o] (=T L SR (O Y SRS 63

Tabela 10 — Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas & bomba de efluxo de
multidrogas AcrB e seus genes préximos de M. mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium
[ Lo L0 (0] (=T L SR (O 1V ST 65



Tabela 11 — Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema de secrecéo
do tipo Il e seus genes proximos em M. mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium radiotolerans
[ 2 3 PSS RSR 67

Tabela 12 - Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema SecF, SecD e
YajC e seus genes proximos em M. mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium radiotolerans
B[O SRS 69

Tabela 13 - Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema SecA e seus
genes proximos em M. mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium radiotolerans JCM

Tabela 14 — Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema de secrecao
tipo Va, BamA (outer membrane protein assembly complex, YaeT protein) e seus genes
proximos em M. mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium radiotolerans JCM 2831.............. 73

Tabelas em apéndice

Tabela 1A — Sequéncias de primers empregadas para Analises da expressao génica envolvida nos

diferentes tipos de sistema de secrecdo para Methylobacterium mesophilicum SR

Tabela 2A — Genes segundo o tipo de sistema de secrecdo que amplificaram ao serem avaliados
por PCR em tempo real para plantas de milho (Zea mays), em interacdo com M. mesophilicum
SR1.6/6 N0OS dIiferentes tratamENTOS. ........cueiierieeieieesie e e e e ee et see e seeenaesreenreeneennes 112

Tabela 3A - Genes segundo o tipo de sistema de secrecdo que amplificaram ao serem avaliados
por PCR em tempo real para plantas de citros (Citrus sinensis), em interacdo com M.

mesophilicum SR1.6/6 nos diferentes tratamentos. ..........cooviiiiiierie i 113



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABC ATP binding cassette

AcrA Acriflavine resistance multidrug efflux pump A
ArcB. Acriflavine resistance multidrug efflux pump B
BAM Beta barrel assembly machinery

GC-MS Gas chromatography—mass spectrometry

JGI Joint Genome Institute's Genome

Kb Kilobase

MDR. Multiple drug resistance

MS Murashige e Skoog meio de cultura

PCR Reacdo em cadeia da polymerase

gPCR Reacdo quantitative em cadeia da polymerase
RND Resistance nodulation cell division

SEC Secretion system pathway

TAT Twin arginine translocation pathway

T1SS Sistema de secrecéo tipo |

T2SS Sistema de secregéo tipo |1

T3SS Sistema de secregéo tipo Il

T4SS Sistema de secrecéo tipo IV

T5SS Sistema de secrecéo tipo V

T6SS Sistema de secrecéo tipo VI



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 17
2 REVISAO DE LITERATURA . .....ootieeeeeee e ves e er et isnes s sss st ses s sanssensanes 18
P Y12 )Y (o] o F= ot = U T o] o S 18
2.2 Methylobacterium mesophilicum SRL.6/6..........ccccoiiiiiiiiiieiee s 19
2.3 Interagdes planta-MmiCrorganiSIMO .........cueiierieriee et sie et ae s be e e sneenrees 22
2.4 Sistemas de secrecdo em bactérias Gram Negativas ..........cccecvvieerieereiieseese e see e 23
2.4.1 Via TAT (twin argininge transIoCase) .......ccccevveiiiiiiiiiiiie et 24
2.4.2 Sistema sec (general SECretion SYSTEIM) ......coiiiiiriiieieiee e s 25
2.4.3 Sistemas de secrecao independentes de SEC.........coiiiiiieiiiene s 26
2.4.3.1 Sistema de Secrecao tiP0 I (TLSS) .ioveverieriieiirisieee ettt 26
2.4.3.2 Sistema de secrec8o Tipo T (T3SS) .ooooriiiiiiiiieieieie e e 27
2.4.3.3 Sistema de secrecao TiP0 IV (TASS) ..oooeeiieiieieeie e sie et nee e 29
2.4.3.4 Sistema de secrecao TiP0 VI (TBSS) ..ooiveeriieiieeieiierie e sie e sie e see e 30
2.4.4 Sistemas de secrecao dependentes de SEC ........ccvoiiieiiiiie i 31
2.4.4.1 Sistema de Secrecao TipP0 T (T2SS) .ooivieiiiiiiiiiieieeee e e 31
2.4.4.2 Sistema de Secrecao TIPO V (T5SS) eevvereiiiierieeieiiesieeeestee e ie e seeeneesreesee e sneeseeenee e 33
2.4.6 Bomba de Efluxo de Multidrogas (MDR) e familia de transportadores ABC ................... 35
BOBUIETIVOS ...ttt s bttt b e bbb e bt ne et et nenre e 38
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt 39
4.1 Isolado de Methylobacterium mesophilicum e condic@es de cultivo.............cccccveveiieiinennen, 39
4.2 Material vegetal e cultivo em condiGOES aXENICAS ........ccevveverierierieiiiiese e 39
4.3 Curvas de crescimento em meio CHOIS ... 40
4.4 Analises dos exsudatos da planta por GS-MS............ccoeiiiii e 40
4.4 Anotacao manual dos genes associados ao sistema de SECreCaOD ........covvvvererreerieriiesieenens 41

4.6 Delineamento experimental para Analise da expressao geniCa..........c.ouvevvererenenesenneans 41



4.7 Andlises da expressdo de genes de M. mesophilicum na interagdo com a planta

NOSPEABITA ...t b bbbt n bbb 42
4.8 Quantificacdo da expressao de genes Por gPCR.........coc v 43
4.9 ANALISES BSTALISTICAS ....veivievieiieieie ettt bbbt e et b bbb ne e 44
5. RESULTADOS ... .ottt et e et et e e st e e st e e st e e e et e e e snbeeennneeennees 45
5.1 Curvas de crescimento em meio CHOI3 ... 45
5.2 Analises dos exsudatos da planta por GS-MS...........cccciiiieiiieii e 46
5.3 Anotacdo manual dos genes associados ao sistema de secrecdo e bomba de efluxo de
multidrogas (MDR) em M. mesophilicum SRL.6/6 ..........ccccoeiiiiiiiiiiiieeee e 51
5.4 Analises da expressdo de genes de M. mesophilicum na interacdo com a planta
Q10T o 1=To [-TT - SRS 76
5.4.1 Analises da expressao génica do sistema e secrecdo em Milho (Zea mays) ..........ccccveuene 77
5.4.2 Analises da expressdo génica em plantas de citros (Citrus SiNensis) .........cccoceeeeveeeeeenee 81
5.4.3 Analises da expressao génica de Hcp proteina do sistema de secrecéo tipo Vl................... 86
B DISCUSSAD.......cvveerreiiissessssssssses s sssss st 88
7 CONCLUSOES ....ooiieieieeeeeessseseeessss s sesss s sssss s ssss s esssssss st 96
REFERENCIAS ..ottt 97

APENDICE - INfOrmagBes a0iCIONGAIS..............ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeseee e sesesseseeese e sseeseseeees 110



17

1 INTRODUCAO

O género Methylobacterium é composto por bactérias de coloragdo rosea, metilotroficas
(PPFMs) capazes de se estabelecer em diferentes nichos na planta hospedeira. Em associagao
com a planta, algumas espécies deste género sdo capazes de promover o crescimento vegetal,
aumentar a atividade fotossintética reduzir o ataque de patdgenos ao hospedeiro.
Methylobacterium spp. podem estar envolvidas na formacgédo de nddulos e fixagdo de nitrogénio
em fabaceas (leguminosas), além de produzir os reguladores vegetais auxina e citocinina e
induzir resisténcia sistémica. Este género tem despertado grande interesse cientifico pelo fato de
possuir potencial para sintese de produtos biotecnologicos de alto valor agregado como o
polihidroxibutirato (PHB) e polihidroxialcanoato (PHA). M. mesophilicum SR1.6/6 foi isolada de
ramos de citros e devido a interagdo com diversas plantas hospedeiras e possivelmente Xylella
fastidiosa, tem sido foco de varios estudos nas ares de genémica, protedmica e transcritbmica.

A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na interacdo planta-
Methylobacterium se torna uma estratégia cada vez mais relevante no panorama da agricultura
atual, visto que a compreensdo dos processos envolvidos na colonizagdo da planta hospedeira
pelo endéfito permite estabelecer os mecanismos de respostas da planta, incluindo alteracbes
fisioldgicas associadas ao aumento da produtividade agricola. Entre estes mecanismos, cabe
ressaltar a secrecdo de proteinas ou moléculas requeridas para o reconhecimento, adesdo e
invasdo dos tecidos do hospedeiro por parte da bactéria endofitica. Sabe-se que o estabelecimento
da interacdo entre a planta hospedeira e micro-organismos do solo inicia quando os exsudados da
planta sdo reconhecidos por esta microbiota, a qual leva a ativacdo de genes que codificam
proteinas importantes durante a interacdo, incluindo proteinas envolvidas com transporte e
secrecao de moléculas.

Neste contexto, o presente projeto visa avaliar a influéncia dos exsudatos de citros (Citrus
sinensis) e milho (Zea mays) no crescimento e expressdo de genes associados ao transporte de M.
mesophilicum SR1.6/6. Para isso, os exsudatos da planta foram avaliados por cromatografia
liqguida acoplada ao espectrometro de massa, € 0 seu efeito sobre o crescimento de M.
mesophilicum avaliado. Além disso, genes envolvidos com transporte foram reanotados no

genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 e a sua expressao avaliada por PCR quantitativo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Methylobacterium

O género  Methylobacterium é composto por 51  especies  (http://
www.bacterio.net/methylobacterium.html)  pertencentes a  classe  Alfa-proteobactéria,

caracterizadas por serem Gram-negativas, bastonetes, aerdbias estritas, pigmentacao rosea devido
a sintese de carotenoides (VAN DIER, 2003) e metabolismo metilotrofico, ou seja sdo capazes de
utilizar compostos de apenas um carbono, tais como metanol e metilamina, como fonte de
energia (TOYAMA; ANTHONY; LIDSTROM, 1998). Este metabolismo metilotrofico ocorre
devido a habilidade de oxidar metanol por meio da enzima metanol dehydrogenase (MDH),
formando formaldeido, o qual pode ser utilizado no metabolismo primario da célula. Esta
habilidade confere a Methylobacteriium spp. uma importante vantagem competitiva durante a
colonizacdo da planta hospedeira em condicdo de competicdo (SY et al., 2005).

Este género pode ser encontrado em uma variedade de ambientes desde solo, agua, ar,
solo, sedimentos e ambientes urbanos (MADHAIYAN et al., 2012), podendo estar associadas a
diversas espécies de plantas (OMER et al., 2004). Methylobacterium spp. podem formar
biofilmes na superficie ou colonizar o interior de plantas (ANDREOTE et al., 2006; ROSSETO
et al., 2011), onde pode interagir de forma mutualistica com diferentes espécies vegetais
(DOURADO et al., 2013a, 2015b), tais como como soja (KUKLINSKY-SOBRAL, 2003), cana-
de-acucar (ROSSETO et al.,, 2011), algoddo (MADHAIYAN et al., 2006a), amendoim
(MADHAIYAN et al., 2006b), citros (ARAUJO et al., 2001, 2002), pinus (PIRTTILA et al.,
2000; POHJANEN et al., 2014), eucalipto (ANDREOTE et al., 2009; DOURADO et al., 2013;
FERREIRA et al., 2008), crotalaria (SY; GIRAUD; JOURAND, 2001), vinca, tabaco
(ANDREOQOTE et al., 2006), morangos (ABANDA-NKPWATT et al., 2006), arroz (DOURADO
et al., 2013; POONGUZHALI et al., 2008), tomate (POONGUZHAL.I et al., 2008) e videira
(GAN et al., 2012).

Espécies deste género, como Methylobacterium nodulans, tém despertado bastante
interesse na area agricola e biotecnoldgica, devido a sua habilidade de fixar biologicamente
nitrogénio e nodular a planta hospedeira (SY et al., 2003), promovendo o crescimento vegetal.

Outras espécies de Methylobacterium sdo capazes de produzir reguladores vegetais como
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citocinina e auxina e, interagir com patogenos da planta hospedeira (ARAUJO et al., 2002;
HOLLAND, 1997; LACAVA et al., 2004; MADHAIYAN et al., 2006a). M. extorquens tem sido
usada para a expressdao de genes associados ao controle de insetos da ordem Lepidoptera
(JAYASHREE et al., 2011) ou como modelo para desenvolvimento de estratégias de controle
bioldgico, promogdo do crescimento vegetal (FERREIRA FILHO et al., 2012) ou inducéo de
resisténcia sistémica na planta hospedeira (LEE et al., 2006; MADHAIYAN et al., 2006b). Estes
estudos sugerem que embora linhagens selvagens de Methylobacterium spp. possam ser
utilizadas para o0 aumento da produtividade vegetal, a aplicacdo de técnicas de biologia molecular
com o intuido de gerar linhagens geneticamente modificadas, pode melhorar o efeito positivo
desta bactéria no ambiente.

2.2 Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 foi isolada endofiticamente de ramos de citros
(ARAUJO et al., 2002) e tem sido foco de estudos para o entendimento da sua interacio com
diferentes plantas hospedeiras, entre elas citros (ARAUJO et al., 2002), vinca, tabaco
(ANDREOTE et al.,, 2006), cana de aclUcar (ROSSETO et al., 2011), arroz, eucalipto
(DOURADO et al., 2013) e soja (ARAUJO et al., 2015). Rosseto et al. (2011) e Andreote et al.
(2006) observaram que M. mesophilicum SR 1.6/6 é capaz de formar biofilme sobre a planta
hospedeira. Além disso, esta linhagem é capaz de sintetizar pelo menos 6 tipos N-acyl-
homoserine lactones (AHLs) (POMINI et al. 2009), as quais podem modular a expressao de
genes associados a interacdo desta bactéria com a planta hospedeira (Dourado et al., 2013). De
fato, foi observado que o nivel de expressdo de genes de M. mesophilicum envolvidos com a
resposta ao estresse (acdS e crtl) e genes envolvidos com a patogenicidade de bactérias (phoU e
patatin) quando em interagdo com eucalipto e arroz ndo foi alterado, sugerindo que a colonizacao
nestas plantas ndo induz estresse nesta bactérias, e que esta interacdo pode ser considerada
simbiotica devido a auséncia da inducéo de genes relacionados a patogénese.

Neves (2015) anotou o0 genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 encontrou genes importantes
para a interagdo com a planta hospedeira. Foi observado que esta linhagem SR1.6/6 apresenta

genes de sintese de auxina, mas esta via ndo é dependente do triptofano.
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Adicionalmente, a colonizacdo por endofitos pode ser conduzida por alguns sistemas de
quorum sense (QS), através de sinais moleculares comumente encontradas em bactérias Gram
negativas, tais como N-acil-homoserina lactonas (AHLS), as quais estdo reguladas pelo sistema
Luxl/LuxR (CAMILI; BASLER, 2006). As bactérias podem trabalhar conjuntamente como um
organismo multicelular devido a que o sistema QS uma vez a populagdo bacteriana cresce e as
concentragfes de AHSLs aumentam, alcancam um nivel que pode regular a transcricdo de
diferentes genes que podem estar relacionados ao sistema de secrecdo, formacdo de biofilme,
troca de DNA, entre outros (ZHU; SUN, 2008). A linhagem de M. mesophilicum SR1.6/6 ¢é capaz
de produzir seis cadeias longas de homoserina lactonas como foi descrito por Pomini et al., 2009.
Para este isolado a molécula (S)-N-dodecanoyl-é capaz de incrementar os niveis de expressdo de
genes relacionados com interacdes bactéria-planta, tais como metabolismo bacteriano (mxaF),
adaptacdo ao estresse (crtl and sss), interacbes com compostos do metabolismo da planta (acdS e
patogenicidade (patatina), demostrando que a molécula de AHL junto com a densidade
bacteriana ativam varios genes relacionados com a interagdo (DOURADO et al., 2013, 2015).

M. mesophilicum como foi discutido anteriormente é capaz de usar compostos de um
carbono, principalmente metanol, formaldeido e formiato (MADHAIYAN et al., 2012), para suas
atividades metabdlicas além de utilizar compostos de varios carbonos. A habilidade empregar
diversas fontes de carbono permite as espécies do género Methylobacterium colonizar diferentes
ambientes incluindo as plantas as quais liberam methanol pelos estomas durante o seu
crescimento (ABANDA-NKPWATT et al., 2006). O metabolismo metilotrofico inicia no
periplasma onde a enzima metanol deidrogenase (MDH) oxida o metanol em formaldeido. A
MDH ¢ formada por um a3, tetrdmero com dois sitios ativos, um grupo prostético e um aomo
de célcio (ZHANG; LIDSTROM, 2003). A subunidade maior é codificada pelos genes mxaF e
mxal, o gene mxaG codifica o citocromo C, o principal aceitor de elétrons para a MDH. A
subunidade maior da enzima (MxaF) é essencial para a atividade da metanol deidrogenase
contendo o grupo prostético PQQ (SKOVRAN et al., 2011), esta enzima é uma quinoproteina
que usa a pirroloquinolina quinona (PQQ) como cofator de transferéncia de dois elétrons para o
citocromo C. A oxidacgdo do metanol gera formaldeido (o principal intermediério do metabolismo

metilotrofico) o qual pode ser assimilado também no ciclo da serina e usado pela célula ou
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oxidado em CO, , gerando energia; cada molécula de metanol gera 1 ATP (SKOVRAN et al.,
2011).

Outros compostos que regulam o crescimento das raizes das plantas e seu
desenvolvimento € o etileno o qual est4 relacionado com a sintese de auxina. Na biossintese de
etileno, o precursor € o0 ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato) é convertido de SAM (S-
adenosil metionina) a etileno pela acdo da ACC sintase (ACS) e a ACC oxidase (ACO) (GLICK;
PENROSE; LI, 1998, GLICK, 2013). A atividade ACS em plantas pode ser aumentada pela
producdo de Acido indol acético (IAA), mostrando estas encontram-se relacionadas e podem
aumentar o desenvolvimento da bactéria e da planta durante as interacdes Methylobacterium-
planta (DOURADO et al., 2015). Adicionalmente, os endodfitos carregam varios genes
relacionados & interacdes benéficas com as plantas hospedeiras incluindo o gene acdS
(HARDOIM et al., 2008). O gene acdS codifica para uma enzima ACC deaminase que converte
0 ACC em amonia (NHs3) e a-cetobutirato. ACC oxidase converte ACC em etileno, o qual age
como um modulador de crescimento e também como sinalizador de estresse para a planta.
Portanto o micro-organismo endofitico que possui ACC-deaminase pode diminuir os niveis de
etileno diminuindo a resposta a estresse e facilitando o estabelecimento da interacdo (GLICK et
al., 1998, 2013; HARDOIM et al., 2008).

A analise do transcriptoma da interacdo M. mesophilicum com diferentes plantas
hospedeiras mostrou que os exsudatos radiculares induzem a expressdo de genes de resposta ao
estresse oxidativo, seguido da inducdo de genes de adeséo e biofilme durante a colonizagdo da
planta hospedeira (ARAUJO et al., 2015; DOURADO et al., 2012). Adicionalmente, foram
desenvolvidos estudos da interacdo de M. mesophilicum SR1.6/6 com a bactéria fitopatogénica
Xylella fastidiosa (ARAUJO et al., 2002; DOURADO et al., 2015; LACAVA et al., 2004),
agente causal da CVC (clorose variegada dos citros). Nestes estudos foi observado que a presenca
das bacterias endofitica Curtobacterium flaccumfaciens e M. mesophilicum SR1.6/6 em tecidos
internos de plantas assintomaticas de citros pode estimular a producdo de compostos ou
influenciar de alguma forma o aumento na resisténcia destas plantas a X. fastidiosa ou competir

com este fitopatdégeno no xilema da planta hospedeira.
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Estudos in vitro demosntram que os exsudados de M. mesophilicum SR1.6/6 reduz o
crescimento de X. fastidiosa (LACAVA et al.,, 2004, 2006), da mesma forma, plantas co-
inoculadas com M. mesophilicum SR1.6/6 e X. fastidiosa apresentam menor densidade destas
bactérias (LACAVA et al., 2006), sugerindo que ocorre competicdo entre estas bactérias no
interior da planta. Tendo em vista que M. mesophilicum SR1.6/6 pode ser transmitida de planta
para planta por meio da cigarrinha Bucephalogonia xanthophis (GAI et al., 2009), a qual também
¢ capaz de transmitir X. fastidiosa, pode ser sugerido que a interacéo entre este fitopatdgeno e M.
mesophilicum SR1.6/6 poderia ocorrer em diferentes ambientes, podendo ndo somente afetar a

transmissdo de X. fastidiosa, mas também o desenvolvimento dos sintomas da CVC.

2.3 Interacdes planta-micro-organismos

Os micro-organismos associados as plantas podem colonizar tanto a superficie quanto 0s
tecidos internos destas do hospedeiro (BERG, 2009), este tipo de interacdo pode resultar em
vantagens ou desvantagens para a planta, visto que fungos e bactérias podem causar doencas ou
promover o0 crescimento vegetal, resisténcia ao ataque de patdgenos, disponibilizar nutrientes,
aumentar a toleréncia ao estresse entre outros efeitos (LUGTENBERG; CHIN-A-WOENG;
BLOEMBERG, 2002; MORRISSEY et al., 2004). A primeira etapa para que ocorra essa
interacdo planta-bactéria € o reconhecimento dos compostos exsudados pelas plantas (BAIS,
2005, 2006; DOURADO et al., 2015; LEFEVRE et al., 2013; LI et al., 2013; WALKER; BAIS;
GROTEWOLD; VIVANCO, 2003), os quais estdo compostos principalmente por acucares,
aminoacidos e acidos organicos, bem como flavonoides (LEFEVRE et al., 2013) sendo capazes
de atrair micro-organismos especificos e benéficos (HARDOIM et al., 2008), os quais podem
estabelecer a interacdo com a planta hospedeira.

Os mecanismos envolvidos nessa rede de eventos que ocorrem antes e durante a interagao
bactéria-planta ainda ndo s&o muito bem conhecidos, mas estudos de transcriptoma
(FERNANDEZ et al, 2012; KARUNAKARAN et al., 2009) e proteoma (GOURION;
ROSSIGNOL; VORHOLT, 2006) auxiliam na identificagdo de genes regulados durante as
diferentes fases da interacdo. Dourado et al., 2015, fizeram o estudo da expressdo génica
diferencial entre X. fastidiosa em co-cultivo com M. mesophilicum SR1.6/6 e outros endéfitos de

citros como controle, observaram que genes relacionados com o crescimento bacteriano,
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especificamente com replicacdo de DNA e sintese proteica (genes da proteina ribossomal 50S e
da enzima topoisomerase) presentam sua transcri¢ao reprimida quando X. fastidiosa é crescida na
presenca de do isolado SR1.6/6, indicando que a presenca de M. mesophilicum pode estar
envolvida na inibicdo do crescimento do patdgeno X. fastidiosa, sendo esto previamente
demostrado por Lacava et al., 2004, demostrando que a populacdo de X. fastidiosa foi reduzida
por M. mesophilicum durante a co-inoculagdo com planta hospedeira.

2.4  Sistemas de secrecdo em bactérias Gram negativas

O sistema de secre¢do foi descrito primeiramente como um fator de patogénese em
bactérias patogénicas, permitindo o estabelecimento da infeccdo na planta, animal ou outro
micro-organismo (CHANG et al., 2014). A infeccdo se inicia com ativacdo dos sistemas de
secrecdo, onde fatores macromoleculares de viruléncia, normalmente proteinas ou complexos de
acidos nucléicos com proteinas, sdo excretados para o citosol da célula hospedeira (no caso dos
sistemas do tipo Il e 1V), onde irdo interferir no processo celular do hospedeiro, desempenhando
assim um papel fundamental durante a infeccdo e, também, no desenvolvimento da doenca,
suprimindo os mecanismos de defesa do hospedeiro (COLLMER, 1999; CORNELIS; VAN
GIJSEGEM, 2000; GALAN; THANASSIE; HULTGREN, 2000). Porém essas proteinas
associadas ao sistema de secrecdo podem também estar envolvidas na modulagdo das interacoes
de bactérias endofiticas ou simbiontes com seu hospedeiro (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).
Os sistemas de secrecdo podem ser classificados em seis tipos diferentes (I, II, I, 1V, V e VI),
dependendo da forma como € realizada a translocacdo dos fatores de viruléncia para a célula
hospedeira (CHANG et al., 2014) (Figura 1).

Dentre os seis tipos de sistemas de secrecdo, trés deles utilizam o caminho de secrecédo
geral (GSP - General Secretory Pathway), onde o transporte das proteinas através da membrana
interna € realizado pelo sistema sec-dependente, no qual as proteinas a serem secretadas possuem
uma sequéncia sinal na extremidade amino-terminal que sera clivada no periplasma
(HENDERSON et al., 2004). Estes sistemas sd&o chamados de sec-dependentes (tipo V,
chaperone/proteina da membrana externa, tipo Il e tipo 1V) e sdo classificados de acordo com a
forma em que as proteinas a serem secretadas atravessam a membrana externa (THANASSI;

HULTGREN, 2000). Os outros sistemas de secrecdo sdo sec-independentes e sdo capazes de
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exportar o substrato diretamente do citoplasma para fora da membrana externa da bactéria. Estes
sdo compostos pelos sistemas do tipo I, Il e IV (BUTTNER; BONAS, 2002; THANASSI;
HULTGREN, 2000).

O sistema do tipo IV pode funcionar como sec-dependente e também como sec-
independente (BURNS, 2003) e apresenta algumas similaridades com o sistema do tipo IlI,
embora aparentemente os dois sistemas ndo sejam relacionados. Estes dois sistemas possuem
algumas caracteristicas em comum, por exemplo, ambos necessitam de contato fisico com a
célula hospedeira, requerem uma chaperona secretdria que se ligue a proteina a ser secretada e
espera-se que a exportacdo desta seja feita em somente uma etapa, via canal de secrec&o.
Entretanto existe uma diferenca fundamental entre eles: o sistema tipo IV pode exportar DNA fita
simples e complexo DNA-proteina até a célula e ndo ha nenhuma evidéncia de que o sistema do
tipo Il possa fazer o mesmo (CHRISTIE et al., 2005).

Figura 1. Sistemas de secrecdo. (Kegg pathway, bacterial secretion system, 2015- site:
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?ko03070).
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2.4 Via TAT (twin argininge translocase)

O complexo TAT é um sistema especializado na exportacdo de proteinas e complexos
proteicos que devem ser dobrados ou montados no citoplasma (PALMER; BERKS, 2012). Em
bactérias gram negativas este mecanismo é formado por trés proteinas TatABC; TatB e TatC

formam um complexo de proteina oligomérica na membrana citoplasmatica enquanto TatA é
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disperso na membrana citoplasmatica. TatBC reconhece o motivo de arginina sinal presente nas
proteinas que vao ser secretadas, permitindo a sua translocacdo do citosol para o espago
periplasmatico. Para isso, ocorre o reconhecimento da proteina a ser transportada com o
complexo TatBC, o qual recruta e polimeriza TatA em uma estrutura ativa para exportacao de
proteinas. A oligomerizacao de TatA distorce a membrana citoplasmatica e a extrusdo da proteina
secretada interrompe temporariamente a membrana (RODRIGUEZ et al., 2013). O complexo Tat
desmonta e sela a membrana durante a exportacdo com a finalidade de manter a integridade e
permeabilidade da membrana. A energia para a montagem do Tat e sua funcdo de exportador €
obtida da transferéncia de préton (BECK et al., 2013).

2.4.2 Sistema sec (general secretion system)

O sistema Sec é a principal via para exportacdo de proteinas e esta presente em todos 0s
dominios da vida (CHANG et al., 2014). Este sistema esta conformado pelas proteinas SecB
encarregada da exportacdo de proteinas, SecA é a ATPase que controla o transporte das proteinas
através da membrana; SecY, SecE, SecG, SecD, SecF e YajC sdo proteinas integrais da
membrana; SecY, SecE e SecG formam um complexo heterotrimérico (SecYEG) e YidC o qual
participa também na integracdo da proteina dentro da.membrana (MORI; ITO, 2001). Em
bactérias gram negativas SecYEG transloca polipeptideos desdobrados que sdo posteriormente
inseridos na membrana citoplasmatica ou exportados dentro do espaco periplasmatico. O sistema
Sec consiste de SecYEG (um complexo de proteina de canal heterotrimérico), SecB e uma
proteina dependente de ATP conhecida como SecA (LYCKLAMA; NIJEHOLT; DRIESSEN,
2012), dois fatores concorrem para reconhecer a sequencia sinal N-terminal do polipeptideo a ser
secretado que estd sendo liberado dos ribossomos durante o processo de traducdo; um deles é o
sinal de reconhecimento e identifica proteinas com sequencias transmembrana hidrofébicas e as
conduz a via de co-traducdo, sendo, posteriormente, levada ao complexo SecYEG onde a
traducéo acontece e o polipeptideo € inserido na membrana citoplasméatica (CHANG et al., 2014).
Outro fator competitivo, chamado fator desencadeante, participa na via pos-traducdo para enviar
a proteina ao SecB (uma chaperona molecular que estabiliza polipeptideos completamente
traduzidos no estado desdobrado), o qual leva a proteina a SecA para exportacdo atraves da
membrana citoplasmatica pela hidrdlise de ATP por SecA e a forga proton motiva. Apos chegar
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ao espaco periplasmatico a sequencia sinal de secrecdo N-terminal é clivada pela peptidase ligada
& membrana na face periplasmatica da membrana (CHANG et al., 2014).

2.6.3 Sistemas de secrecdo independentes de SEC

2.6.3.1 Sistema de secrecao tipo | (T1SS)

O sistema de secrecdo tipo | em bactérias Gram negativas (T1SS, type 1 secretion system)
permite a secrecdo de proteinas de varios tamanhos e funcbes do citoplasma até o meio
extracelular em uma Unica etapa sem a presenca de intermediarios periplasmaticos. Este sistema é
utilizado por uma ampla gama de bactérias para a secrecdo de toxinas, proteases e lipases. Os
substratos do T1SS variam em tipo e tamanho, desde pequenas proteinas de 20 kDa como a
proteina HasA de Serratia marcescens cuja funcdo é a varredura do ferro (LETOFFE; GHIGO;
WANDERSMAN, 1994), a hemolisina HIyA de 110kDa, até proteinas de maior peso molecular
como a LapA de 900 kDa, proteina de adesao de Pseudomonas fluorescens (HINSA, 2003).

O sistema de secrecdo tipo | requer trés proteinas de secrecao: uma ATPase de transporte
na membrana interna (denominada proteina ABC de ATP-binding cassete) o qual fornece energia
para a secrecdo dessas proteinas; uma membrana de fusdo de proteinas (MFP) que esta ancorada
na membrana interna e atravessa o espaco periplasmatico e uma proteina de membrana externa
(KANONENBERG; SCHWARZ; SCHMITT, 2013). Membros da familia de transportadores
ABC estdo presentes em todos os dominios da vida e tem como fungdo o transporte de uma
grande variedade de moléculas. A familia de transportadores ABC consiste em dois dominios
transmembrana os quais contribuem para a especificidade e translocacdo do polipeptideo,
proteina ou efetor que vai ser secretado. Na auséncia de um desses compostos o transportador
ABC encontra-se localizado na membrana citoplasméatica associado & proteina de fusdo de

membrana que faz parte deste sistema (CHANG et al., 2014).

Cabe ressaltar que os componentes da membrana interna exibem um elevado grau de
especificidade para seus substratos, porém as proteinas de membrana externa estdo envolvidas em
varios processos de exportacdo. Por exemplo, a proteina de membrana TolC de E. coli esta
envolvida na secrecdo de HIyA (MACKMAN et al., 1985) e na secre¢do da colicina VV de Mcc V
(GILSON et al., 1987), e na extrusdo de compostos citotoxicos (NAKASHIMA et al., 2011), que
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confere resisténcia a drogas em bactérias (POS, 2009). Em todos esses casos TolC interage com
diversos conjunto de proteinas da membrana interna (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

Em estudos recentes tém sido identificados varios exemplos do papel do T1SS nas
interagBes  planta-micro-organismos (DELEPELAIRE, 2004). No patégeno do arroz
Xanthomonas oryzae pv. Oryzae a expressao do efetor AvrXa2l requer o complexo de secrecédo
tipo | conformado por RaxA, RaxB and RaxC. Andlises filogenéticas sugerem que RaxB
funciona como um transportador ABC (SILVA et al., 2004), equivalente a proteina HlyB de E.
coli. foi sugerido que moléculas AvrXa21 consistem em um pequeno polipeptideo sulfatado que
é secretado pelo T1SS e que pode ser detectado por plantas hospedeiras (SILVA et al.,2004).
Outros patdgenos de planta como Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae pv tomato,
Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. citri and Xylella fastidiosa podem
secretar factores de viruléncia tais como metaloproteases, adesinas e glucanases pelo sistema de
secrecéo tipo | (DELEPELAIRE, 2004; REDDY et al.,2007).

Adicionalmente foi reportado que um mecanismo da simbiose rizobio-leguminosa
depende de proteinas secretadas de rizobios com um motivo repetitivo para determinar a
especificidade do hospedeiro (DELEPELAIRE, 2004; FAUVART; MICHIELS, 2008). Algumas
dessas proteinas sdo exportadas pelo T1SS e estd também envolvida na formacéo de biofilme
(RUSSO et al., 2006). Sendo possivel, pois o T1SS pode secretar exopolisacarideos para a
formagdo de biofilme. A proteina TolC de Sinorhizobium meliloti também pode afetar a
simbioses ao diminuir a fixacdo bioldgica de nitrogénio em alfafa, Medicago sativa (COSME et
al., 2008). Proteinas secretadas por o T1SS foram também encontradas nos simbiontes
Mesorhizobium loti e Bradyrhizobium japonicum (DELEPELAIRE, 2004), mas o papel deste

sistema durante a interagcdo ndo foi confirmado para estas bactérias.

2.6.3.2 Sistema de secrecao Tipo 111 (T3SS)

O sistema de secrecdo tipo Il (T3SS) esta presente em bacterias Gram-negativas que
interagem de forma mutualistica ou patogénica com hospedeiros animais e vegetais (MOTA,
CORNELIS, 2005; CORNELIS, 2006). A principal funcdo do T3SS é injetar efetores tipo Il

diretamente na célula hospedeira. O sistema de secre¢do tipo Il é constituido por
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aproximadamente 20 proteinas, as quais estdo localizadas na membrana interna, requerendo
provavelmente uma ATPase associada & membrana para fornecer energia ao sistema
(CHARKOWSKI; HUANG; COLLMER, 1997). A maquinaria do T3SS, denominado injectissomo,
parece ter uma origem evolutiva comum com o flagelo bacteriano (CORNELLIS, 2006), e essa
estrutura esta encarregada de liberar proteinas efetoras através da membrana da célula hospedeira,
diretamente no citosol, modulando uma ampla gama de funcdes da celula infectada (MOTA,;
CORNELLIS, 2005; GRANT et al., 2006).

A estrutura e funcédo do injectissomo tém sido bastante estudadas e foi bem caracterizada
nos patégenos Salmonella typhimurium e Yersinia pestis e no fitopatdgeno Pseudomonas
syringae (BLOCKER et al., 2008; CORNELIS, 2006). O injectissomo é formado por uma série
de anéis basais que se iniciam na membrana interna e se extendem até a membrana externa
formando uma extrutura similar a uma algulha no caso da Yersinia, filamento em Salmonella ou
pilus em P. syringae. Cada estrutura pode inclinar-se junto com o poro de translocacdo o qual é
inserido dentro da membrana plasmatica da célula alvo (BLOCKER et al., 2008; CORNELIS,
2006;). Dois tipos de chaperonas auxiliam na montagem do injectissomo em quanto um terceiro
tipo ajuda na translocacao de proteinas efetoras. A ATPase na base do injectissomo € usada para
a hidrélise de ATP favorecendo o transporte (CORNELIS, 2006).

As proteinas a serem secretadas via T3SS sdo direcionadas a maquinaria de secre¢ao por
um conjunto de sinais que garantem a sua especificidade (ARNOLD; JEHL; RATTEI, 2010). Um
dos sinais secretdrios compreende 0s primeiros 20-25 aminoacidos da proteina a ser secretada
(MICHIELS; CORNELLIS, 1991; SORY et al., 1995). Esta sequéncia ¢é altamente variavel e pode
tolerar alteragGes significativas sem afetar a sua funcdo (ANDERSON; SCHNEEWIND, 1999;
RUSSMANN et al., 2002).

Em bactérias fitopatogénicas, o sistema de secrecdo do tipo Il é codificado pelos genes
hrp (hypersensitive response and pathogenicity) os quais sdo requeridos para a patogénese em
plantas suscetiveis e elicitar a resposta hipersensitiva em plantas resistentes (BUTTNER;
SHENG, 2009; LINDGREN et al., 1986). A resposta de hipersensibilidade é uma rapida morte
celular no local onde acontece a infec¢éo, restringindo a multiplicacdo do patdgeno. Esta resposta
é ativada pelas proteinas efetoras da bactéria, a qual é reconhecida pelo produto dos genes de
resisténcia correspondente (DANGL; JONES, 2001). Genes hrp foram encontrados em quase

todas as bactérias Gram-negativas patogénicas de plantas (Pseudomonas syringae, Xanthomonas
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spp., Ralstonia solanacearum e Erwinia spp.), sugerindo assim a importancia do T3SS na
modulacéo das interagBes planta-bactéria (ALFANO; COLLMER, 2004; BUTTNER; BONAS,
2006; HE et al., 2004).

2.6.3.3 Sistema de secrecdo Tipo 1V (T4SS)

O sistema de secrecéo tipo IV (T4SS) esta presente em bactérias Gram-positiva e Gram-
negativa e arquéia (BHATTY; LAVERDE GOMEZ; CHRISTIE, 2013), entre estas bactérias os
patdégenos Agrobacterium tumefaciens C58 (VirB), Helicobacter pylori (CAG; ComB), P.
aeruginosa (TraS/TraB), Bordetella pertussis (Ptl), E. coli (Tra), Legionella pneumophila (Dot)
(CHRISTIE; CASCALES, 2005) e a bactéria fixadora e N, Mesorhizobium lotti. O T4SS é o
unico sistema que tem a habilidade de transportar acidos nucleicos, além de proteinas, para o
interior das células hospedeiras (CHRISTIE; CASCALES, 2005). Embora este sistema possa
compartilhar funcGes similares, pode ocorrer variagdo no nimero e genes presentes nos cluster ja
descritos para essa funcdo (SAIER, 2006). Cabe ressaltar que este sistema de secrecdo tem
recebido bastante atencdo pelo seu papel na patogenesis de diversos micro-organismos, porém é
importante salientar que nem todas as bactérias apresentam T4SS (TSENG; TYLER; SETUBAL
2009).

O T4SS possui trés ATPases no citoplasma que proporciona a energia para a) montagem
dos outros componentes do sistema, b) abertura do poro de translocagéo e c) secre¢do da proteina
a ser traslocada (WALLDEN et al., 2012). Uma ATPase (proteina de ligacdo tipo IV) tem a
funcdo de recrutar a molécula a ser secretada, e coordenar com outra ATPase a transferéncia
dessa proteina ao resto do sistema (ZECHNER et al., 2012). As ATPases interagem com a
membrana citoplasmatica que funciona como uma traslocase que estd embebida dentro do nucleo
do complexo que forma o canal que atravessa o envelope celular (FRONZES et al., 2009). As
bactérias Gram-negativas apresentam diferentes tipos de apéndices na susperficie celular
associados ao sistema de secregdo tipo IV (ZECHNER et al., 2012). Por exemplo, em A.
tumefaciens o pilus é o apéndice mais comum e esta relacionado com a membrana citoplasmatica
e se extende através do espaco periplasmatico até a superficie celular com uma adesina na sua
ponta. O mecanismo pelo qual o T4SS trasloca as moléculas e a funcdo do pilus séo ainda
desconhecidos (CHRISTIE et al., 2014).
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A diversidade estrutural do T4SS confere flexibilidade quanto ao tipo, estado e destino
das moleculas secretadas, sendo possivel translocar desde polipeptideos, complexos de
nucleoproteinas a até complexos proteicos macromoleculares completamente montados que sao
secretados dentro do meio extracelular ou traslocados directamente dentro do hospedeiro celular
(BHATTY; LAVERDE GOMEZ; CHRISTIE, 2013).

2.6.3.4 Sistema de secrecdo Tipo VI (T6SS)

O sistema de secrecdo tipo VI (T6SS) foi recentemente caracterizado e seu mecanismo de
secrecdo ainda esta sendo estudado (SILVERMAN et al., 2012). O nucleo do T6SS consiste em
13 proteinas que se regulam e sdo necessarias para seu funcionamento (SILVERMAN et al.,
2012). Trés proteinas, duas das quais apresentam homologia com componentes do T4SS, se
autorregulam, formando o complexo que abrange o envelope celular e a membrana. Outras
proteinas exibem homologia com componentes da cauda contratil de bacteriéfagos. O T6SS €
formado pela proteina co-reguladora de Hemolisina (Hcp- Hemolysin coregulated protein) a qual
forma um anel hexamérico que se assemelha a uma estrutura de cauda oca com o potencial de
alterar a estrutura de proteinas dobradas e/ou ndo dobradas (LEIMAN et al., 2009). A proteina G
com repeti¢cBes de valina/glicina (VgrG) é similar as proteinas rigidas na forma de agulha de
bacteriéfagos, a qual serve para perfurar a membrana da célula alvo (BROWNING, 2012;
LEIMAN et al., 2009; PUKATZKI et al., 2007). Outras duas proteinas formam uma estrutura
dindmica com forma de bainnha pode ser rapidamente montada e contraida, seguida da
desmontagem da estrutura (BASLER et al., 2012). O comprimento da bainha pode abranger
quase toda a largura de uma bacteria e tem o diametro suficiente para acomodar a cauda Hcp.
Assim, o principal modelo sugere que a contracdo da bainha exterior ejeta a cauda interna Hcp
para fora da célula. A proteina VgrG forma uma cobertura na parte terminal da proteina Hcp e
apos ejecdo da agulha perfura a célula alvo. A liberagdo de VgrG na célula hospedeira poderia
levar a uma abertura suficiente para secretar outras moléculas no interior da célula alvo
(BROWNING et al., 2012). A contragdo da bainha e a separacdo do sistema, utilizam uma
ATPase da super-familia AAA+ como fonte de energia (BASLER; MEKALANOS, 2012).

Este sistema € requerido para a viruléncia de patégenos animais tais como Vibrio

cholerae, Edwardsiella tarda, Pseudomonas aeruginosa, Francisella tularensis, e Burkholderia
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mallei e também para os fitopatdgenos Agrobacterium tumefaciens, Pectobacterium atrosepticum
e Xanthomonas oryzae (BINGLE et al., 2008; WU et al., 2008). Adicionalmente T6SS é
requerido para uma eficiente colonizagéo da raiz por siombiontes fixadores de nitrogénio como:
Mesorhizobium loti e Rhizobium leguminosarum, além de contribuir na formacdo de biofilme
(TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

Figura 2. Sistemas de secre¢do sec-independente .
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Sistema de secrecdo: a. tipo I, formado por um transportador do tipo ABC, uma proteina de fusdo de
membrana e uma proteina de membrana externa b. Sistema de secrec¢do tipo 11, formado por uma ATPase,
0 injectissomo e o complexo de translocacdo na membrana externa. c. Sistema de secre¢do tipo IV,
formado por uma ATPase, um complexo nucleo no periplasma e o pilus que se estende até 0 meio
extracelular. d. Sistema de secrecdo tipo VI, formado por uma ATPase, proteina Hcp no periplasma e uma
estrutura em forma de agulha para transportar as moléculas efetoras (CHANG et al., 2014).

2.6.4 Sistemas de secrecao dependentes de SEC

2.6.4.1 Sistema de secrecao Tipo Il (T2SS)

Bactérias Gram-negativas podem utilizar o sistema de secrecdo tipo Il (T2SS) para
traslocar uma ampla variedade de proteinas a partir do periplasma através da membrana externa
(KOROTKOV; SANDKVIST; HOL, 2012). Este sistema é também conhecido como sistema
dependente de Sec e muitas proteinas translocadas pelo T2SS devem chegar ao periplasma pela



32

via Sec (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009) ou também em alguns casos pela via Tat
(VOULHOUX et al., 2001).

Ainda que o sistema Sec-dependente seja universal (CAO; SAIER, 2003), o T2SS ¢
encontrado principalmente em bactérias do filo Proteobacteria, sendo observado em espécies
simbiontes (mutualistas, comensais e patdgenos) e/ou espécies de vida livre. E um sistema
especializado que promove funcbes especificas na interacdo das espécies com seus ambientes
bidticos ou abidticos. Espécies bacterianas podem apresentar mais de um T2SS (CIANCIOTTO,
2005; FILLOUX, 2004) sendo necessario para a viruléncia de patégenos humanos (Vibrio
cholerae, Legionella pneumonphila e E. coli) e fitopatégenos (Ralstonia solanacearum,
Pectobacterium atrosepticum (Erwinia carotovora subsp. atroseptica) e Xanthomonas campestris
pv.campestris) (CHANG et al., 2014; TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

A parede celular vegetal € uma barreira que consiste de uma matriz de polissacarideos,
proteinas e compostos fendlicos que podem ser remodelados em resposta ao ataque dos
fitopatdgenos. O T2SS € empregado pelas bactérias para secretar grandes quantidades e varios
tipos de enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular da planta hospedeira,
favorecendo o processo de patogénese (CHARKOWSKI et al.,, 2012; KAZEMI-POUR,;
CONDEMINE; HUGOUVIEUX-COTTE-PATTAT, 2004). As enzimas encarregadas de
degradar pectina sdo os tipos de proteinas mais secretadas pelo T2SS variando em tipo e nimero
(TOTH et al., 2003). A molécula a ser translocada dever estar na forma de proteina dobrada
(FILLOUX, 2010).

Sabe-se que T2SS ¢ formado por 12 a 15 diferentes tipos de proteinas e, embora o sistema
totalmente montado ndo foi determinado, as estruturas para cada uma das suas quatro
subestruturas foram visualizadas, mas tem sido sugerido que se encontram em VAarios
compartimentos da célula bacteriana (KOROTKOV; SANDKVIST; HOL, 2012). Uma ATPase,
quando ativada se associa & membrana interna e fornece a energia para a translocacao, através de
uma plataforma localizada na membrana interna que esta ligada as quatro subestruturas. T2SS
possui uma estrutura periplasmatica similar ao pilus denomida pseudopilinas devido a sua
localizac&o no interior do envelope, em vez da superficie da célula, esta subestrutura consiste em
uma das principais quatro pilinas menores que sdo identificadas com base na sua abundancia
relativa. O complexo da membrana externa ou secretina forma o canal de secrecdo, na auséncia

da molécula que vai ser exportada, as pilinas menores sdo montadas como um complexo
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pseudopilus localizado na membrana citoplasmatica (CISNEROS et al., 2012). A ligacdo da
proteina secretada ao T2SS estimula a atividade da ATPase e desencadeia a polimerizagdo das
pilinas principais no complexo do pseudopilus. O crescimento do pseudopilus sugere a proteina é
empurrada através da secretina localizada na membrana externa (KOROTKOV; SANDKVIST;
HOL, 2012).

2.6.4.2 Sistema de secrecao Tipo V (T5SS)

O sistema de secrecdo tipo V (T5SS) é um sistema relativamente simples em composi¢ao
e geralmente especifico para uma molécula em particular (LEO; GRIN; LINKE, 2012), sendo
expressos como polipeptideos simples e posteriormente envolvidos na secrecdo de uma Unica
proteina cognata. O T5SS estd subdividido em cinco tipos T5aSS-T5eSS com base nas
diferencas estruturais e mecanismos de secre¢cdo. O T5aSS e T5bSS correspondem a
autotransportadores monomeéricos e sistemas de secrecdo em duas vias, T5aSSs sdo expressas
como polipeptideos individuais e estdo dedicados a secrecdo de uma Unica proteina cognata. Os
T5cSSs sdo autotransportadores triméricos e sdo basicamente adesinas que medeiam a adeséo
celular. O T5cSSs apresenta um mecanismo de secre¢do similar aos T5aSSs, porém consiste em
trés polipeptideos que contribuem a formar um transportador simples que simultaneamente
secreta trés polipeptideos. O T5dSSs esta fusionado com o sistema de secre¢do em duas vias que
codificam dominios homdlogos pertencentes ao subtipo T5bSS, mas € expresso em um Unico
polipeptideo. Finalmente, 0 T5eSSs tem a ordem dos dois dominios invertidos proximo com o
T5aSSs, mas 0 mecanismo de secrecdo também é diferente (CHANG, 2014). Este sistema,
independentemente do subtipo secreta grandes proteinas que adotam uma estrutura 3-helicoidal
(LEYTON; ROSSITER; HENDERSON, 2012).

O T5aSS apresenta uma sequéncia sinal N-terminal necessario para o reconhecimento e
exportacdo pelo sistema SEC, um passageiro com dominio central que confere uma Unica funcgéo
e um dominio transportador com um C-terminal na barreira-p (LEO; GRIN; LINKE, 2012). No
geral, apds a exportacdo pela via Sec-dependente, os T5aSSs interagem com chaperonas
periplasmaticas que adotam o estado necessario para sua inser¢do do dominio transportador
dentro da membrana externa e para a secre¢do do dominio passageiro (IEVA; BERSTEIN, 2009).

O dominio transportador do T5aSS interage posteriormente com a maquinaria BAM (B-barrel
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assembly machinery), um complexo de proteinas que insertam proteinas dentro das membranas
externas em bactérias Gram negativas (KNOWLES et al., 2009). Sugere se que o dominio
transportador forma um poro na membrana externa e contém uma estrutura em grampo a partir da
porcdo C-terminal do dominio passageiro (LEO; GRIN; LINKE, 2012). Devido a auséncia de
uma forca préton motora ou uma ATPase, o dobramento sequencial do passageiro no meio
extracelular provavelmente fornece a forca necesséria para enrolar uma cadeia no sentido C-
terminal ao N-terminal. O complexo BAM permanece associado com o T5aSS para ajudar a
traslocar o dominio passageiro através do poro (PAVLOVA et al., 2013). Ap0s a secre¢do 0 poro
¢ fechado por uma a-hélice que enlaca o passageiro secretado & barreira-p (VAN DEN BERG,
2010). A grande maioria dos T5aSSs pode ser liberada pelos passageiros dentro do meio devido a
presenca de proteases autocataliticas (LEO; GRIN; LINKE, 2012).

A funcdo dos dominios passageiros do T5SS é varidvel e envolve serina proteases,
lipases, citotoxinas, invasinas e adesinas que coletivamente influenciam o fitness bacteriano,
agregacdo, formagdo de biofilme e viruléncia (GRIJPSTRA et al., 2013). As proteinas secretadas
pelo T5SS envolvem as adesinas AIDA-1 e Ag43 de E. coli, Hia de Haemophilus influenzae,
YadA de Yersinia enteroliticola e Prn of Bordetella pertussis; toxinas como VacA de
Helicobacter pylori; proteases IgA de Neisseria gonorrheae e Neisseria meningitides, proteases
of SepA de Shigella flexneri e PrtS de Serratia marcescens e proteinas de camada S tais como
rOmpB de Rickettsia sp. e Hsr de Helicobacter pylori (HENDERSON et al., 2004; JACOB-
DUBUISSON; FERNANDEZ; COUTTE, 2004). O T5SS também esta implicado com o
fendmeno denominado inibicdo do crescimento dependente de contato, onde ap6s o contato

fisico, proteinas toxicas sdo direcionadas para a bactéria alvo (RUHE; LOW; HAYES, 2013).
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Figura 3. Sistemas de secrecdo dependentes de SEC e TAT.
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a.Sistema de secrecdo tipo Il dependente de SEC ou TAT e seus componentes: proteinas de membrana
interna, pseudopilinas e proteina de membrana externa (secretina). b. Sistema de secrecdo tipo V,
dependente de SEC e a proteina de membrana externa BAM (CHANG et al., 2014).

2.6.6 Bomba de Efluxo de Multidrogas (MDR) e familia de transportadores ABC

As bombas de efluxo de multidrogas (MDR) séo importantes elementos que contribuem
na aquisicao e resisténcia a compostos toxicos nas diversas formas de vida, incluindo os seres
humanos onde estes transportadores tém um papel na resisténcia a drogas anticancer (WU,
HSIEH; WU, 2011), e encontrados nas bactérias onde estdo envolvidas na resisténcia a
antibidticos (LI; NIKAIDO, 2004, 2009; POOLE, 2005, 2007; WEBBER; PIDDOCK, 2003;). As
bombas de efluxo de resisténcia a multidrogas bacterianas podem ser agrupadas em cinco tipos
de familias estruturais: a superfamilia Adenosina trisfosfato (ATP)-binding cassete (ABC)
(LUBELSKI; KONINGS; DRIESSEN, 2007), a famia de extrusdo de multidrogas e compostos
toxicos (MATE), a superfamilia MFS (Major facilitor superfamily) a familia SMR (small
multidrug resistance) e a superfamilia RND (resistance/nodulation/division) (ALVAREZ-
ORTEGA,; OLIVARES; MARTINEZ, 2013). A atividade das bombas de efluxo depende de
diferentes fontes de energia segundo os requerimentos de cada sistema: transportadores do tipo
ABC utilizam a hidrolisis de ATP; MFS, RND, e SMR utilizam a forga préton motiva e 0s
transportadores MATE utilizam o sistema antiportes Na*/H* (PIDDOCK, 2006).

A familia RND envolve varios membros que sdo muito importantes na resisténcia aos

antibioticos em bactérias Gram-negativas enquanto a familia MATE é associada principalmente
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com resisténcia em bactérias Gram-positivas (PIDDOCK, 2006; VILA; MARTINEZ, 2008). A
proteina AcrB pertencente & familia RND forma um homotrimero que se associa com um
complexo de trés componentes junto com a proteina de membrana externa TolC e uma proteina
de fusdo de membrana (AcrA) (ALVAREZ-ORTEGA; OLIVARES; MARTINEZ, 2013).
Usualmente os genes que codificam para estas proteinas sdo encontrados em um Gnico operon
(figura 4), porém o gene que codifica para a proteina de membrana externa pode ser encontrado
em qualquer regido do cromossomo como acontece com TolC em E. coli (KORONAKIS et al.,
2000, 2004); ou fazendo parte de um operon que codifica para uma bomba de efluxo diferente
(figura 5).

A bombas de efluxo RND além de outorgarem viruléncia bacteriana (PIDDOCK, 2006b)
estdo envolvidas em interacdes planta-microrganismo (MAGGIORANI VALECILLOS;
RODRIGUEZ PALENZUELA; LOPEZ SOLANILLA, 2006), transporte de moléculas de
quérum sensing (EVANS et al., 1998; KOHLER et al., 2001) e processos de detoxificacdo de
intermediarios metabdlicos e compostos toxicos tais como mateais pesados, solventes ou
antimicrobianos produzidos por outros microrganimos (AENDEKERK et al., 2002, 2005;
BURSE et al., 2004; NIES, 2003; RAMOS et al., 2002; SEKIYA et al., 2003).

Figura 4. Organizacdo génica da bomba de efluxo de multidrogas dos genes TolC, AcrB, AcrA e acrR
(ALVAREZ-ORTEGA,; OLIVARES; MARTINEZ, 2013).
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Figura 5. Estrutura da bomba de efluxo de multidrogas do sistema AcrAB-TolC de E. coli .
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O sistema esta conformado pela proteina de membrana interna AcrB, a proteina de membrana externa
TolC e a proteina de fusdo de membrana AcrA. A forca préton motiva fornece a energia ao sistema
(BLAIR; PIDDOCK, 2006).

A familia de transportadores ABC constitui uma das principais classes de proteinas
envolvidas na maquinaria de translocacdo extracelular e estdo presentes nos dominios da vida
(LLAMA-PALACIOS; LOPEZ-SOLANILLA; RODRIGUEZ-PALENZUELA, 2002). Estas
proteinas sdo definidas por duas caracteristicas importantes: o dominio de ligacdo de
nucleétideos, o qual energiza o processo de transporte através do seu acoplamento com a
hidrolisis de ATP ou GTP e o dominio que atravessa a membrana o qual esta envolvido em
processos de transferencia a traves das membranas biologicas (HIGGINS, 1992). Varias
subclasses de transportadores ABC tem sido definidos e existe uma correlacdo entre similaridade
de sequencias e tipo de moléculas transportadas, em alguns casos, transportadores ABC
bacterianos estdo envolvidos em resisténcia a antibidticos pelo bombeo da molécula antibidtica
ao espaco extracelular (SCHONER et al., 1992). Por tanto genes que codificam transportadores
ABC sdo bons candidatos de participarem em mecanismos de viruléncia ou sobrevivéncia em

outros hospedeiros.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o efeito dos exsudados de milho e citros
sobre o crescimento e M. mesophilicum SR.16/6 bem como sobre a expressdo de genes
envolvidos com sistema de transporte. Assim, para alcancar os objetivos gerais, o presente
projeto apresentou os seguintes objetivos especificos:

« ldentificar e reanotar genes envolvidos no transporte de moléculas (sistemas de secrecéo
dos tipos I, II, I, 1V, V, VI e bombas de efluxo multidrogas) que poderiam estar
associados a interacdo entre a bactéra endofitica Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6
com a planta hospedeira;

« Auvaliar o efeito dos exsudatos produzidos pelas plantas de milho e citros no crescimento
da M. mesophilucum SR 1.6/6;

« ldentificar compostos exsudatos pela planta hospedeira durante a interagdo com M.
mesophilucum SR 1.6/6;

« Auvaliar a expressdo de genes associados a transporte de moléculas de M. mesophilicum
SR1.6/6 durante a interagcdo com plantulas de citros (hospedeiro original) e milho
(hospedeiro alternativo) por gPCR.
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4  MATERIAIS E METODOS
4.1 Isolado de Methylobacterium mesophilicum e condi¢6es de cultivo.

Foi utilizada a linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum, previamente isolada de Citrus
sinensis (ARAUJO et al., 2002). Esta bactéria foi cultivada em meio SPW modificado (4 g. L™ de
peptona de soja; 1 g.L™* de triptona; 2,4 g.L™ de extrato de malte; 10 g.L™de sacarose; 1,2 g.L™*
de KoHPO,; 1 g.Lt de KH,POy; 0,4 g.L*de MgSO,.7H,0, 0,4 g.L ™ de glutamina; 0,2 g.L™de
histidina; pH 6,6) a 28 °C por 72 horas, 180 rpm.

4.2 Material vegetal e cultivo em condicdes axénicas

Para o estudo da interacdo com a planta hospedeira, plantulas de milho (Zea mays) e citros
(Citrus sinensis) foram obtidas de sementes gentilmente cedidas pelo Departamento de producao
vegetal e Genética da ESALQ/ USP (Piracicaba, SP). A desinfeccdo superficial das sementes foi
realizada por imersdo em alcool 70% por 1 minuto, seguida de imersdo em solucdo de hipoclorito
2% por 2 minutos, lavagem com alcool 70% por 1 minuto e finalmente duas lavagens com agua
destilada autoclavada. Apds desinfeccdo estas sementes foram colocadas em papel filtro
autoclavado para a remoc¢éo da umidade. As sementes de milho foram germinadas em 10 mL de
meio agar-agua (7 g.L™) por 5 dias a 28 °C, com fotoperiodo de 12 h, enquanto as sementes de
citros foram germinadas em frascos contendo 10 mL de meio de cultura agar-MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) por 30 dias, a temperatura ambiente no escuro por 30 dias. Ap6s
germinacao, as plantulas foram mantidas em fotoperiodo de 12 h de luz por 30 dias.
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4.3 Curvas de crescimento em meio CHOI3

Para avaliar o efeito dos exsudados de milho e citros sobre o crescimento de M.
mesophilicum SR1.6/6, a bactéria foi crescida em meio SPW modificado por 72 horas a 29°C,
centrifugada, o sobrenadante descartado e o precipitado de células lavado com meio CHOI3 +
metanol (1%) (TOYAMA; ANTHONY; LIDSTROM, 1998), centrifugado novamente, e as células
novamente ressuspendidas em meio CHOI3. Para obter os exsudados, plantulas de milho e citros
(item 4.2) foram colocadas em tubos separados com as raizes imersas em 30 mL de meio
CHOI3+metanol por 72 horas a 28 °C, com fotoperiodo de 12 h luz. Apés este periodo, M.
mesophilicum SR1.6/6 obtida de acordo com a descri¢do acima, foi adicionada, para uma D.O.
inicial de 0,05, ao meio CHOI3+metanol contendo os exsudados das plantulas de milho ou citros.

Para essa analise foram considerados 3 tratamentos, sendo i) Controle: SR1.6/6 inoculada
em meio CHOI3+metanol sem exsudados das plantulas; ii) SR1.6/6 inoculada em meio
CHOI3+metanol contendo somente os exsudados das plantulas (as plantulas foram removidas
apos as 72 horas) e iii) SR1.6/6 inoculada em meio CHOI3+metanol contendo os exsudados € a
plantula. Apos inoculacdo da bactéria endofitica, as plantulas foram mantidas a 28 °C, sob
agitacdo (150 rpm) por 12 dias. Para construcdo das curvas, 1 mL das culturas foi coletado a cada
24 horas e a D.O. a 600 nm avaliada em espectrofotdmetro. Todos os experimentos foram

realizados com 4 replicatas em pelo menos 2 experimentos independentes.

4.4 Andlise dos exsudatos da planta por GS-MS

A identificacdo dos compostos exsudados pelas plantulas de interesse, foi utilizada a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-MS Agilent 5975C). Para isso, as
plantulas (milho e citros) foram mantidas em &gua, na presencga ou auséncia da M. mesophilicum
SR1.6/6 (obtida como descrito no item 4.3), por 6 dias. Apés este periodo, os exsudatos foram
liofilizados e derivatizados com metoximagéo e trimetilsililacido (BROECKLING et al., 2005).
As condigdes de corrida foram realizadas de acordo com Badri et al. (2008), para isso, 1 pL de
cada amostra foi injetado em um cromatdgrafo a gas (Agilent 6890) acoplado a um espectrémetro
de massas (5975) e uma taxa de divisdo de 1:1. A temperatura inicial do forno de 80 °C foi

mantida por 2 minutos e foi aumentada em uma taxa de 5 °C/min a uma temperatura final de 315
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°C mantida assim por 12 min. A separagéo foi obtida utilizando uma coluna de 60 m DB-5MS (J
& W Scientific; 0.25 x 0.25-mm) em um fluxo de 1.0 mL/min. A deteccdo e deconvolugdo dos
picos foi realizada com AMDIS, cada tratamento, e as listas dos picos foram compiladas em
MET-IDEA (BROECKLING et al., 2006). MET-IDEA foi usado para extrair os valores
quantitativos das areas do pico para amostras polares e ndo polares. Picos redundantes foram
removidos do pacote de dados, e os valores de area do pico foram escalados entre zero e 1.0. Esta

analise foi realizada pela Dra. Juliana M. Sciani (Instituto Butantan).

4.5 Anotacdo manual dos genes associados ao transporte de moléculas

Foi realizada a anotacdo manual dos genes, no genoma da M. mesophilicum SR1.6/6, que
codificam proteinas envolvidas com transporte. Para isso, foram utilizadas comparagdes com
genes ja descritos e consolidados em outras espécies de Methylobacterium, utilizando as
ferramentas BLASTp, BLASTx (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) e para a analise e

comparacdo de possiveis clusters génicos foi empregada base de dados do Joint Genome

Institute’'s Genome Portal (JGI) (https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi). Para o JGI foi

sempre utilizada M. radiotolerans JCM 2831 como linhagem padréo devido a sua priximidade
filogenética com SR1.6/6. Adicionalmente foi desenvolvido um modelo esquematico dos
sistemas de secrecdo encontrados na M. mesophilicum SR1.6/6 por meio do programa
ChemBioDraw Ultra 14.

4.6 Delineamento experimental para analise de expressao genica

Plantulas foram obtidas (item 4.2) e transferidas para frascos contendo 20 mL de meio
CHOI3 (item 4.3) e mantidas por 72 h a 28 °C com fotoperiodo de 12h de luz. A bactéria
endofitica foi inoculada nas mesmas condic@es utilizadas no item 4.3, mas em volume de 20 mL
de meio CHOI3+metanol. Foram utilizados 3 tratamentos, sendo i) controle: células planctonicas
de SR1.6/6 em meio CHOI3+metanol sem os exudados das plantulas; ii) plancténico: células
plancténicas de SR1.6/6 na presenca de exsudados da planta; iii) interagdo: células de SR1.6/6
em interacdo (epifiticas e endofiticas) com raizes das plantulas de interesse. Apds inoculacdo da
bactéria, as plantulas foram mantidas a 28 °C por 120 horas sob agitacdo (150 rpm), quando


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi
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entdo o RNA total foi extraido. Todos os experimentos foram realizados com 4 replicatas em pelo

menos 2 experimentos independentes.

4.7 Analise da expressao de genes de M. mesophilicum na interacdo com a planta hospedeira

Para extracdo do RNA total de M. mesophilicum SR1.6/6 (controle, plancténico e
interacdo — Figura 6), as células planctonicas foram centrifugadas por 15 minutos a 4.000 G a
4°C. Este precipitado de células e as raizes das plantulas hospedeiras colonizadas por SR1.6/6
foram maceradas em N liquido e 0 RNA total foi extraido com o kit PureLinkRNA (Ambion), de
acordo com as instrucdes do fabricante. A qualidade das amostras obtidas foi avaliada em gel de
agarose 1% e a concentracdo determinada por espectrofotometria com absorbancia a 260 nm e

280 nm, com o auxilio do NanoDrop (Spectrophotometer ND-1000).
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Figura 6. Delineamento experimental para o estudo da interagéo entre SR1.6/6 e a planta hospedeira.

CONTROLE B> PLANCTONICO

INTERACAO

O RNA total obtido foi tratado com DNAse | (Invitrogen), seguindo as instrucdes do
fabricante e em seguida 2 pg deste RNA foi convertido em cDNA com o kit SuperScript 11
(Invitrogen) utilizando o random hexamer primer, de acordo com as recomendagfes do
fabricante. Este cDNA foi utilizado nas analises de gPCR para 0s genes de interesse.

Incialmente foi avaliada a expressdo de 25 genes previamente identificados como
codificadores de proteinas relacionadas ao transporte (NEVES, 2015). Para tanto, primers foram
desenhados com auxilio do programa Primer3 (v.3.0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu) e avaliados
quanto a similaridade com sequéncias de outras espécies (Tabela 1A em apéndice) por meio da
ferramenta BLAST no sitio do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Posteriormente
estes primers foram validados por meio de PCR convencional, sequido de sequenciamento para
confirmacdo das sequéncias alvo. Somente aqueles confirmados foram usados nas analises de
gPCR.

4.8 Quantificacdo da expressdo de genes por gPCR

A reacdo de amplificagcdo por gPCR foi conduzida em termociclador StepOne Plus
(Applied Biosystems, NY, EUA) programado para uma desnaturacéo inicial por 3 min a 95 °C,
seguida de 40 ciclos de 15 s a 95 °C e 30 s a 60 °C. Na reacdo de qPCR a especificidade dos
primers foi avaliada por meio de uma curva de melt com o gradiente de 72 a 96 °C variando 0,5

°C acada 15 s. A reacdo de amplificacéo foi realizada separadamente para cada um dos genes em
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um volume final de 20 ul, contendo 2 ul de cDNA (25 ng/ul), 1 ul de 10 uM de cada primer e 12
ul da solucdo do kit Platinum® SYBR® Green gPCR Master Mix (Applied Biosystems, NY,
EUA). A quantificacdo da expressao relativa foi baseada na expressdo de um gene alvo em
relagdo a um gene de referéncia (gene com expressdo constitutiva, neste caso o gene zwf, que

codifica a enzima glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase). De acordo com a férmula abaixo:

2 ACPalvo (controle —amostra)

Razao =

2AC Pref. (controle — amostra)

4.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas das curvas de crescimento foram feitas usando o pacote de dados
"Laercio” (Silva, 2008) no programa R.3.1.1, usando o teste de Tukey (p < 0,05), para
comparacgdo das médias observadas. Foram também realizadas analises estatisticas da expresséo

de todos os genes avaliados por gPCR utilizando o teste t de Student (o = 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Curvas de crescimento em meio CHOI3

O efeito dos exsudados de raizes de plantulas de milho e citros sobre o crescimento de M.
mesophilicum SR1.6/6 foi avaliado em meio de cultura CHOI3, no qual foi observado um
crescimento intenso desta bactéria endofitica (figura 7). Foi observado que na presenca dos
exsudatos das plantulas de citros e milho (na presenca ou auséncia da planta) M. mesophilicum
SR1.6/6 apresentou um maior crescimento. Na presenca dos exsudados, a fase log iniciou entre
48 e 72 horas para citros e entre 24 e 48 para milho, enquanto na auséncia dos exsudatos esta fase
parece iniciar apenas apds 144 horas (Figura 8). Entretanto, a cultura bacteriana onde as plantulas
foram mantidas durante todo experimento apresentou maior crescimento quando comparado
aquelas onde as plantulas foram removidas, mantendo apenas os exsudados tanto para citros

como para milho.

Figura 7. Montagem das curvas de crescimento para as plantas hospedeiras

A CONTROLE [SR1.6/6+Citrus| EXSUDATOS CONTROLE |SR1.6/6+Citrus| EXSUDATOS

B contrOLE SR1.6/6+Milho| EXSUDATOS CONTROLE [SR1.6/6+Milho| EXSUDATOS

— - _ Q

Frascos utilizados para a realizacdo das curvas de crescimento das plantas. Pode se observar a montagem
inicial do experimento e apds trés dias para A) Citros (Citrus sinensis) e B) Milho (Zea mays); tratamento
controle (M. mesophilicum SR1.6/6), tratamento SR1.6/6 + Planta, e tratamento SR1.6/6+Exsudatos,
onde foi possivel visualizar a coloracdo rosa da suspensdao em meio CHOI3 com metanol, evidenciando
um grande nimero de células de M. mesophilicum SR1.6/6, especialmente interagindo com os exsudatos
(na presenca e auséncia da planta).
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Figura 8. Curva de crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 em meio CHOI3 com metanol

A Curva exsudatos Citros+M. mesophilicum SR 1.6/6 CHOI3
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Curva de crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 em meio CHOI3 com metanol como fonte de carbono
para: A) planta de citros e seus exsudatos, B) planta de milho e seus exsudatos, sempre comparadas com o
tratamento controle M. mesophilicum SR1.6/6 crescendo em meio CHOI3 sem planta.

5.2. Analise dos exsudatos da planta por GS-MS

Os compostos exsudados pelas plantulas de citros e milho na presenga ou auséncia de M.
mesophilicum SR1.6/6 foram identificados (Tabelas 1 e 2). Para citros foi observado que o0s
principais compostos foram acucares (d-galactose, d-glicose, d-mannose, d-turanose, inositol,
myo-inositol, hexopiranose), lipidios (acido hexadecanoico, &cido octadecanoico, acido
tetradecanoico, acido araquidonico), aminoacidos (L-asparagina, L-acido aspartico, L-isoleucina,
L-lisina, L-fenilalanina, L-prolina, L-treonina, L-tirosina, serina), compostos nitrogenados (ureia,
glicina) e compostos organicos (glucitol, glicerol, benzo-nafto[1,2-d]Jtiofeno) (Figura 9). Na

presenca da bactéria foi observado apenas acucares (galactose, glicose, mannose, turanose,
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inositol, myo-inositol, hexopiranose, frutose, maltose e arabinose) e compostos orgéanicos (N-
Acetil glicosamina metoxima, butano e glicerol) nos exsudados de citros. Alguns agtcares como
Galactose, Glicose, Manose e Turanose foram detectados também nos exsudatos da bactéria M.
mesophilicum SR1.6/6 (Tabela 1). Alguns compostos como frutose, maltose e arabinose
(acucares) e N-Acetyl glucosamine methoxime e butano (compostos organicos) foram
observados apenas nos exsudados da interagdo. J& os lipidios e aminoacidos foram observados

apenas quando citros foi mantido sem a bactéria (Tabela 1).

Figura 9. Porcentagem das classes de compostos obtidos por GC-MS em: 1) Citros (sem bactéria) e 2)
Citros na presenca de M. mesophilicum SR1.6/6.

Composi¢do dos exsudatos Citrus sinensis
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Tabela 1. Compostos presentes nos exsudatos de citros (com e sem inoculacdo de SR1.6/6) e nos
exsudatos de M. mesophilicum SR1.6/6.

Classe de compostos Compostos detectados % da area
Citros  Citros + SR1.6/6 SR1.6/6*

Acucar d-Galactose 1,21 2,45 +

Aglcar d-Glicose 2,89 3,49 +

Acucar d-Mannose 0,78 n.d. +

Acucar D-Turanose 1,37 4,61 +
Acucar Inositol 0,16 0,58 n.d.
Aglcar Myo-Inositol 2,4 0,78 n.d.
Acucar Hexopiranose 0,27 2,94 n.d.
Aclcar D-Frutose n.d. 1,7 n.d.
Acucar Maltose n.d. 4,32 n.d.
Aclcar Arabinose n.d. 1,34 n.d.
Lipidio Acido hexadecanoico 2,48 n.d. n.d.
Lipidio Acido octadecanoico 1,7 n.d. n.d.
Lipidio Acido tetradecanoico 0,21 n.d. n.d.
Lipidio Acido araquidénico 0,05 n.d. n.d.
Aminoacido L-Asparagina 0,12 n.d. n.d.
Aminoécido L-Acido aspartico 3,58 n.d. n.d.
Amino4cido L-Isoleucina 0,13 n.d. n.d.
Aminoécido L-Lisina 0,24 n.d. n.d.
Aminoé4cido L-Fenilalanina 0,34 n.d. n.d.
Aminoécido L-Prolina 0,21 n.d. n.d.
Aminoé4cido L-treonina 0,34 n.d. n.d.
Aminoécido L-Tirosina 0,15 n.d. n.d.
Aminoé4cido Serina 0,46 n.d. n.d.
Acido organico &cido butanoico 0,3 n.d. n.d.
Outras moléculas organicas Glucitol 0,29 n.d. n.d.

Outras moléculas orgéanicas Glicerol 31,7 6,33 +
Outras moléculas organicas Licopodan-5-ona n.d. 0,08 n.d.

N-Acetyl glucosamine

Outras moléculas organicas methoxime n.d. 0,15 n.d.
Outras moléculas orgéanicas Butano n.d. 3,22 n.d.
Outras moléculas organicas Benzo-nafto[1,2-d]tiofeno 0,29 n.d. n.d.
Composto nitrogenado Ureia 17,79 n.d. n.d.
Composto nitrogenado Glicina 0,51 n.d. n.d.

Outros compostos - 30,03 68,01 -

+ detectado; nd: ndo detectado



49

Para plantulas de milho (Zea mays), os acucares foram 0s compostos em maior
quantidade, porém compostos organicos e compostos nitrogenados foram também detectados em
menor quantidade. Aminoacidos e lipidios foram observados em quantidades muito reduzidas
(Figura 10). Para milho na presenca da bactéria, foi observado principalmente agUcares, alguns
acidos e compostos organicos e um lipidio (&cido n-Pentadecanoico), enquanto na cultura de M.
mesophilicum SR1.6/6 foram detectados acUcares tais como Galactose, Manosse, Ribose,
Turanose, Glicopiranose e Glicose; e os Compostos organicos Furanona e Trimetilsilil éter de
glicerol (Tabela 2)

Figura 10. Porcentagem das classes de compostos obtidos por GC-MS em: 1) Milho (sem bactéria) e 2)
Milho na presenca de M. mesophilicum SR1.6/6.
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Tabela 2. Compostos presentes nos exsudatos de milho (com e sem inoculacdo de SR1.6/6) e nos
exsudatos de M. mesophilicum SR1.6/6.

Classe de compostos Compostos detectados % da area
Milho Milho + SR1.6/6 SR1.6/6
Acucar d-Galactopiranoside, 0,07 0,09 n.d.
Acucar d-Galactose 1,51 2,89 +
Acucar D-Manitol 0,12 n.d. n.d.
Acucar d-Manosse 0,83 n.d. +
Acucar d-Ribose 0,13 0,26 n.d.
Acucar d-Turanose 0,68 n.d. +
Acucar Dulcitol 0,94 n.d. n.d.
Acucar Frutose 15,31 5,55 n.d.
Acucar Glicopiranose 3,56 5,36 +
Acucar D-Glicose 3,68 4,2 +
AcUcar I-(-)-Arabitol 0,4 n.d. n.d.
Acucar d-(-)-Arabitol 0,43 n.d. n.d.
AcUcar Inositol 1,84 0,66 n.d.
Acucar Melibiose 2,33 0,82 n.d.
AcUcar Pentitol 1,26 n.d. n.d.
Acucar R-DL-Arabinopiranose 0,2 5,76 n.d.
AcUcar R-DL-Lixopiranose 0,42 0,42 n.d.
Acucar R-D-Xilopiranose 1,26 4,5 n.d.
Lipidio Acido n-Pentadecanoico n.d. 0,14 n.d.
Lipidio Acido Hexadecanoico 0,14 n.d. n.d.
Aminoécido L-Acido Aspartico 0,05 n.d. n.d.
Aminoécido L-Prolina 0,14 n.d. n.d.
Aminoéacido L-Valina 0,06 n.d. n.d.
Acido organico Acido alpha-D- 0,12 n.d. n.d.
) Glicopiranuronico
Acido organico Acido beta-D- 1,42 n.d. n.d.
) Glucopiranosiduronico
Acido organico Acido a-D- 1,54 n.d. n.d.
) Glicopiranosiduronico
Acido organico Acido Butanedioico 0,4 n.d. n.d.
Acido organico Acido Butanoico 0,42 n.d. n.d.
Acido organico Acido Cinnamico 0,28 0,78 n.d.
Acido organico Acido D-Glicuronico 0,65 n.d. n.d.
Acido organico Acido D-Gliconico 0,18 1,5 n.d.
Acido organico Acido Etanodioico 0,32 n.d. n.d.
Acido organico Acido Galactarico 0,57 n.d. n.d.
Acido organico Acido Propanoico 0,02 n.d. n.d.
Acido organico Acido 2-Furanacetico n.d. 0,07 n.d.
Outras moléculas organicas Butano 2,48 1,5 nd.
0,01 n.d. +

Outras moléculas organicas

2(3H)-Furanona
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Outras moléculas organicas Trimetilsilil éter de glicerol 2,73 0,78
N-Acetyl glucosamine 0,15 n.d. n.d.
Outras moléculas organicas methoxime
Composto nitrogenado Ureia 0,11 n.d. n.d.
Composto nitrogenado 1,4-Butanodiamina 0,54 n.d. n.d.
Outros compostos - 52,63 64,68 -

+ detectado; nd: ndo detectado

5.3 Anotacdo manual dos genes associados ao sistema de secrecdo e bomba de efluxo de
multidrogas (MDR) em M. mesophilicum SR1.6/6

Genes que codificam proteinas associadas ao transporte de moléculas foram anotados
manualmente no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 (Tabelas 3 até a 14). Foram observados 25
genes possivelmente pertencentes a diferentes sistemas de secrecao, posteriormente esta anotacao
foi confirmada manualmente.

O gene que codifica uma proteina de membrana externa TolC foi identificada na locustag
MmSR116 0126. Esta proteina pertence ao T1SS e na bomba de efluxo de multidrogas, e é um
transportador importante que pode ser recrutado para qualquer um desses sistemas de transporte;
esta proteina também foi observada no genoma de M. radiotolerans JCM 2831 (Tabela 3),
estando presente em uma regido conservada entre estas espécies bacterianas (figura 11).

Tabela 3. Comparagéo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema de Secregdo tipo | TolC
€ seus genes vizinhos.

Codigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacdo Numero COG e nome da
radiotolerans SR 1.6/6 proteina
JCM 2831
1 MmSR116_0117 Mrad2831_5422 Acucar epimerase COGO0451 Nucleosideos
hopanoide associada difosfato-agucar epimerase
2 MmSR116_0118 Mrad2831_5423 Esqualeno sintetase COG1562 Fitoeno/esqualeno
HpnC sintetase
3 MmSR116_0119 Mrad2831_5424 Esqualeno sintetase COG1562 Fitoeno/esqualeno
sintetase
|4 MmSR116_0120 Mrad2831_5425 Dessaturase esqualeno- COG3349 Proteina
associado FAD- conversava ndo-caracterizada,
dependente contém dominios de ligacéo
NAD e grupo Fe-S
5 MmSR116_0121 Mrad2831_5426 Esqualeno-hopeno COG1657; Esqualeno ciclase
ciclase
6 MmSR116_0122 Mrad2831_5427 Proteina hipotética Superfamilia fosforilase
7 MmSR116_0123 Mrad2831_5428 protease Do COG0265 Serine protease

periplasmatica, sub-familia
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S1-C, contém dominio PDZ

C-terminal
8 X Mrad2831_5429 Proteina hipotética X
9 MmSR116_0124 Mrad2831_5430 Vals COG0525 Valil-tRNA
sintetase
10 MmSR116_0125 Mrad2831_5431 Proteina hipotética (COG3827) Proteina polo-
organizadora PopZ

11 MmSR116 0126 Mrad2831_5432 Proteina de (COG1538) Proteina de

membrana externa membrane externa TolC

secretora do tipo | da
familia TolC

Figura 11. Organizagdo génica da proteina de membrana externa TolC associada ao sistema de secre¢do
tipo | e bomba de efluxo de resisténcia a multidrogas.

M. radiotolerans JCM 2831

5724589 T 8 o 1011 5739589

By
123+ 5 o dEEJaEl

M. mesophilicum SR 1.6/6

63540 7540

BDepl Dy 3 o u
1 2 3 4 5 X K <] 4

* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 3.

Foram encontradas dois genes relacionados com sistema de transporte do tipo
protease/lipase que codificam um transportador ABC de regido transmembrana
(MmSR116_2912) e uma proteina HIyD (MmSR116 2913) (Tabela 4), os quais possivelmente
estdo associados a uma proteina de transporte do tipo ABC - HlyB (MmSR116 2175) e uma
proteina HIlyD (MmSR116_2174) componentes do sistema de secre¢do tipo |. Curiosamente,
estes genes também foram observados em Bradyrhizobium elkanii WSM1741 (Figura 12), mas
ndo observados em M. radiotolerans JCM2831, a qual é a espécie mais proxima
filogeneticamente a M. mesophilicum SR1.6/6. Embora M. radiotolerans apresente T1SS, a
regido e a organizagdo diferem deste observado para M. mesophilicum, sugerindo que dea ter
ocorrido um rearranjo nesta regido. Entretanto, em uma regido proxima a esta, foi observado um
cluster génico (Mm116_SR2901 a MmSR116_2904) com similaridade a um sistema de
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transporte de niquel junto com seu regulador LysR, que também é conservado no genoma de M.

radiotolerans JCM2831 (Mrad2831 4380 a Mrad2831 4383).

Tabela 4. Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema de Secrecéo tipo |
transportador do tipo ABC e HIyD e seus genes vizinhos.

Codigo SR 1.6/6 Bradyrhizobium M. radiotolerans Anotacdo Numero COG e
elkanii WSM1741 JCM2831 SR 1.6/6 nome da proteina
1 MmSR116_2900 X Mrad2831_ 4379 Proteina da COG0624;
famila peptidase Acetilometina
M20/M25/M40 deacetilase/succinil
diaminopimelato
desuccinilase ou
deciclase relacionada
2 MmSR116_2901 YUODRAFT 02905 Mrad2831 4380 Proteina de COG1173 dipeptideo
membrana tipo
interna do ABCloligopeptideo/si
sistema de stema de transporte de
transporte niquel, componente de
dependente de permease
proteina de
ligacéo
3 MmSR116_2902 YUODRAFT_02904 Mrad2831_4381 Proteina de COG0601 dipeptideo
membrana tipo
interna do ABCl/oligopeptideo/si
sistema de stema de transporte de
transporte niquel, componente de
dependente de permease
proteina de
ligacdo
4 MmSR116_2903 YUODRAFT_02908  Mrad2831_4382 53 Proteinas COG0747 Sistema de
extracelulares transporte ABC,
de ligagdo de componente
soluto periplasmatico
5 MmSR116_2904 YUODRAFT 02898 Mrad2831_4383 Regulador COG0583 Regulador
transcricional da transcricional de
familia LysR ligacéo de DNA,
familia LysR
6 MmSR116_2905 X Mrad2831_4384 Pirofosfatase C0G2134
diacilglicerol Pirofosfatase
CDP diacilglicerol CDP
7 MmSR116_2906 X Mrad2831_4261 YagT C0G2080
Desidrogenase de
monoxido de carbono
do tipo aerdbia,
subunidade menor,
familia CoxS/CutS
8 MmSR116_2907 X Mrad2831_4262 YagS COG1319COou

xantina desidrogenase,
subunidade de ligacdo
de FAD
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

MmSR116_2908

MmSR116_2909

MmSR116_2910

MmSR116_2911

MmSR116_2912

MmSR116_2913

MmSR116_2914

MmSR116_2915

MmSR116_2916

MmSR116_2917

MmSR116_2918

MmSR116_2919

MmSR116_2920

MmSR116_2921

X

YUODRAFT_02901

YUODRAFT_02900

Mrad2831_4263

Mrad2831_4264

Mrad2831_4265

Mrad2831_4266

X

X

Mrad2831_5996

YagR

TonB

Dominio de
ligacéo de FAD
da fotoliase do

DNA

Proteina de
ligagdo SOUL
heme

Proteina
hipotética
Transportador
de regido
transmembran
aABC

Proteina de
secrecdo da
familia HIyD
Proteina
hipotética
Proteina
hipotética
Quinase de
histidina-,
Girase de DNA
B-, ATPase-like
HSP90-like
Proteina
hipotética

Proteina de
dominio PIN
Proteina
hipotética
Proteina
hipotética
Difosfatase
dicilglicerol
CDP

COG1529 CO ou
xantina desidrogenase,
subunidade de ligagéo

de Molibdénio

Proteina hipotética

(76aa)
Receptor TonB
dependente
(COG1629)
IPR0O05101 Fotoliase
de DNA, Ligacéo de
FAD/criptocromo, C-
terminal

(SUPERFAMILIA

SSF48173)
IPR011256; Fator
de regulacdo, dominio
de ligacdo efetor

(SUPERFAMILIA

SSF55136)
X

COG4618 Protease
tipo ABC/sistema de
transporte de lipase,

ATPase e
componentes de
permease
COG1566 Bomba de
efluxo de resisténcia

a drogas multiplas

X

X

Proteina de fungdo
descohecida
(DUF4325)

X

X
X

COG2134
diacilglicerol CDP-
pirofosfatase
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Figura 12. Organizacdo génica do transportador ABC associado ao sistema de secregdo tipo | com a
bactéria Bradhyrhizobium elkanii WSM1741.

Bradyrhizobium elkanii W5M1741

42951 37951
ABC

transporter

e
44 4 HlyD
23 4 13 14

M. mesophilicum SR 1.6/6

4424 9424 14424 19424 24424 29424
ABC
transporter
B b [
dddEl 4= 9 11 HiyD 4
1 23 4 5 6 12 13 14 15 1517181020 2122

* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 4.

As locus tag MmMSR116_5436 e MmSR116 5437 apresentam sequéncia de DNA com
identidade a duas proteinas de membrana associadas ao T1SS do tipo protease/lipase e uma
ATPase, respectivamente, tanto no genoma da SR1.6/6, de forma similar ao que também foi
observado no genoms de Methylobacterium radiotolerans JCM 2831 (Mrad2831 5907 e
Mrad2831_5906) (figura 13). N&o foram encontrados outros genes relacionados a transporte
nesta regido do genoma (tabela 5).
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Tabela 5. Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema de Secre¢do tipo |
transportador do tipo ABC e a proteina HlyD e seus genes vizinhos em M. mesophilicum SR1.6/6
comparados com M. radiotolerans JCM 2831

Cadigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacao Numero COG e nome da
radiotolerans JCM SR 1.6/6 proteina
2831
1 MmSR116_5434 Mrad2831_5909 Proteina hipotética COG1595 RNA
polimerase especializada
subunidade sigma. Familia
sigma24
2 MmSR116_5435 Mrad2831_5908 Regulador IPR001387 Dominio tipo
transcricional, Cro/C1- (SMART
familia XRE SM00530) IPR010982
Supressor
Lambda, Dominio de
ligacdo de DNA
(SUPERFAMILY
SSF47413)
3 MmSR116_5436 Mrad2831_5907 Sistema de secfecéo COG4618 Sistema de
tipo I. ATPase transporte ABC tipo
protease/lipase ,
componentes da ATPase
e permease
4 MmSR116_5437 Mrad2831_5906 Sisitema de KO:
secregdo tipo I. K02022 ABC.MR.TX
ATPase Proteia da familia de
secrecdo HlyD
5 MmSR116 5438 Mrad2831 5905 Proteina hipotética X
6 MmSR116_5439 X Proteina hipotética IPRO13325Factor sigma
RNA, regido 2
(SUPERFAMILY
SSF88946)
7 MmSR116_5440 X Proteina hipotética X
8 MmSR116_5441 X Proteina hipotética COG4974 - Sitio
especifico recombinase
XerD
9 MmSR116_5442 X Dominio PHP pfam02811
10 MmSR116_5443 X Proteina hipotética COG4544 — Proteian

conservada ndo
caracterizada
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Figura 13. Organizacéo génica do transportador ABC associado ao sistema de secrecdo tipo | e a proteina

da familia HlyD comparando com Methylobacterium radiotolerans JCM 2831.

M. radiotolerans JICM2831
158247

ABC

trans iurter

HiyD
a

153247

5

M. mesophilicum SR 1.6/6

38830 43830

ABC
transporter

m»
HlyD

48830

1 2 3 4 5 678 9

a

53830
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* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 5.

O sistema de secrecdo Twin arginine (TAT) foi identificado

no genoma da M.

mesophilicum SR1.6/6 (MmSR116_0754 TatC; MmSR116_0755 TatB e MmSR116_0756 TatA)

(Tabela 6). Este sistema é necessario para a translocacdo de proteinas através do periplasma até

um dos sistemas de secrecdo. Ortdlogos desses genes, 0s quais encontram

-se agrupados em um

cluster génico (figura 14), também foram observados no genoma de M. radiotolerans JCM 2831

(Mrad2831_2762 TatC; Mrad2831_2763 TatB e Mrad2831 2764 TatA).

Tabela 6. Comparagédo de genes codificadores de proteinas associadas ao Sistema transporte TAT e seus

genes vizinhos.

Cadigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacdo Numero COG e
radiotolerans SR 1.6/6 nome da proteina
JCM 2831
1 MmSR116_0745 Mrad2831_2751 Proteina hipotética X
2 MmSR116 0746 Mrad2831 2752 Familia proteica X
ErfK/YbiS/YcfS/YnhG
3 MmSR116_0747 Mrad2831_2753 Superfamilia de proteian COG0123 Acetoina

histona deacetilase

deacetilase AcuC ou
deacetilase
relacionada
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

MmSR116_0748

MmSR116_0749

MmSR116_0750

MmSR116_0751

MmSR116_0752

MmSR116_0753

MmSR116_0754

MmSR116_0755

MmSR116_0756

MmSR116_0757

MmSR116_0758

MmSR116_0759

MmSR116_0760

MmSR116_0761

MmSR116_0762

MmSR116_0763

Mrad2831_2755

Mrad2831_2757

Mrad2831_2758

Mrad2831_2759

Mrad2831_2760

Mrad2831_2761

Mrad2831 2762

Mrad2831 2763

Mrad2831_2764

Mrad2831_2765

Mrad2831_2766

Mrad2831_2767

Mrad2831_2768

Mrad2831_2769

X

Mrad2831_2770

3,4-dihydroxi-2-butanona 4-
fosfato sintase

Corismato sintase

Protéina hipotética

Acido anhidro-N-
acetilmuramico quinase

tirosil-tRNA sintetase

Regulador transcricional
de dois componentes,
familia hélice-alca-hélice

Proteina traslocase Sec-
independente subunidade
TatC

Proteina de traslocacao
Twin-arginine subunidade
TatB

Proteina traslocase Sec-
independente subunidade
TatA

beta-N-acetilhexosaminidase

Dominio de esporulagdo
contendo proteina

arginil-tRNA sintetase

Proteina hipotética

Desoxiguanosina trifosfato
trifosfohidrolase
Proteina hipotética

Cluster Ferro-enxofre
montagem de proteina
acessoria

C0G0108 3,4-
dihidroxi-2-butanone
4-fosfato sintase
COG0082 Corismato
sintase
X

COG2377 1,6-
Anhidro-N-
acetilmuramato
quinase
COGO0162 Tirosil-
tRNA sintetase
COGO0745 DNA-
binding response
regulator, OmpR
family, contains
REC and winged-
helix (WHTH)
domain
COG0805 Viade
secregao Sec-
independente
componente TatC
COG1826 Sec-
independente
Proteina traslocase
protein translocase
TatB
TIGR01411; Twin
arginine proteina
traslocase, Familia
TatA/E
COG1472 Beta-
glicosidase
periplasmética e
glicosidases
relacionadas
COG3147 Proteina
de divis8o celular
DedD (proteina
periplasmatica
envolvida em
divisao)
COG0018 Arginil-
tRNA sintetase
X

COG0232 dGTP
Trifosfohidrolase
X

COG0316 Cluster
Fe-S proteina de
ligagdo de ferro IscA

58



20 MmSR116 0764  Mrad2831 2771

21 MmSR116_0765  Mrad2831_2772

Proteina hipotética X

Proteina integral de
membrane

COG5472 Proteina
integral de
membrane

Figura 14. Organizacdo génica do sistema TAT em M. mesophilicum SR1.6/6

M. mesophilicum SR 1.6/6
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* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 6.
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Foram observados ortélogos que codifica uma bomba de efluxo multidrogas no genoma
da M. mesophilicum SR1.6/6 (MmSR116 0771 a MmSR116_0774), o qual é codificado pelos
genes AcrAB (Acriflavina) e o regulador AcrR. Este sistema também foi observado no genoma
de M. radiotolerans JCM 2831 (Mrad2831 2780 a Mrad2831_2783), e em ambos organizados

em um cluster (Figura 15). Além disso, foi observado um sistema de transporte associado a uma

ATPase de sulfonatos, nitratos e bicarbonatos nas regides proximas a bomba de efluxo (Tabela

7).

Tabela 7. Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas a bomba de efluxo de multidrogas
AcrAB, seu regulador AcrR e seus genes vizinhos de M. mesophilicum SR1.6/6 e M. radiotolerans JCM

2831.
Cadigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacao Nome da proteina e numero
radiotolerans JCM SR 1.6/6 COG
2831
1 MmSR116_0766 Mrad2831_2775 Transportador do  COG1116 Transportador do
tipo ABC tipo ABC de
nitrato/sulfonato/bicarbonate,
componente ATPase
3 MmSR116_0767 Mrad2831_2776 Sistema de COG0600 Transportador do
transporte tipo ABC de
dependente de nitrato/sulfonato/bicarbonato
ligacdo a proteina. transport system,
Proteina de componente permease
membrane interna
3 MmSR116_0768 Mrad2831_2777 Transportador do  COGO0715 Transportador do
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10

11

12

13

14

15

16

MmSR116_0769

MmSR116_0770

MmSR116_0771

MmSR116_0772

MmSR116_0773

MmSR116_0774

MmSR116_0775
MmSR116_0776

MmSR116_0777

MmSR116_0778

MmSR116_0779

MmSR116_0780

MmSR116_0781

Mrad2831_2778

Mrad2831_2779

Mrad2831_2780

Mrad2831_2781

Mrad2831 2782

Mrad2831_2783

Mrad2831_2787
Mrad2831_2788

Mrad2831_2789

Mrad2831_2790

Mrad2831_2791

Mrad2831_2792

Mrad2831_2793

tipo ABC
periplasmatico
Proteina de
ligac&o do soluto
coactivator
transcricional /
pterina desidratase
Proteina hipotética

Proteina de
resisténcia a
Acriflavina
Transportador
MFP, familia RND
bomba de efluxo

MFP, familia RND
bomba de efluxo

Regulador
transcricional
familia TetR
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Formil-CoA
Transferase

methionil-tRNA
formiltransferase
L-fuculose fosfato
aldolase

Familia de
transportadores
major facilitator

GntR family
transcriptional
regulator

tipo ABC de
nitrato/sulfonato/bicarbonato
transport system,
componente permease
C0OG2154 Pterina-4a-
carbinolamina desidratase

X

COGO0841; Bomba de efluxo
de multidrogas subunidade
AcrB
COG0845; Bomba de efluxo
de multidrogas subunidade
AcrA (proteina de fusdo de
membrana)
COG0845 Bomba de efluxo
de multidrogas subinidade
AcrA (proteina de fuséo de
membrana)
COG1309 regulador
transcriocional de ligagédo de
DNA, Familia AcrR
X

X

COG1804 Crotonobetainil-
CoA:carnitina CoA-transferase
CaiB e transferases
relacionadas a acil-CoA
COG0223 Methionil-tRNA
formiltransferase
COGO0235 Ribulose-5-fosfato
4-epimerase/Fuculose-1-fosfate
aldolase
KOG2504 Trasnportador
monocarboxilate

COG1802 regulador
transcriocional de ligagdo de
DNA, Familia GntR




Figura 15. Organizagéo génica do sistema AcrAB em M.

mesophilicum SR1.6/6
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* A numeracao no contexto génico corresponde ao cddigo na tabela 7.
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Vérios genes que codificam para a proteina de fusdo de membrana AcrB relacionada as

bombas de efluxo de multidrogas e seus transportadores foram observados em M. mesophilicum

SR1.6/6 (MmSR116_1964 anotado como AcrB e MmSR116_ 1965 anotado como transportador

de efluxo da familia RND (Resistance-Nodulation-cell Division). Organizagdo semelhante foi
observada no genoma de M. radiotolerans JCM 2831 (Mrad2831 5104 para AcrB e
Mrad2831_5103 para transportador de efluxo) (Tabela 8). Cabe ressaltar que nos locus tag
MmSR116_1957 e Mrad2831 5096, tanto para M. mesophilicum SR1.6/6 quanto para M.
radiotolerans JCM 2831, respectivamente, foi observada uma permeasse (COG0679) que pode

estar envolvida em transporte através de um gradiente de concentracdo (figura 16).

Tabela 8. Comparagdo de genes codificadores de proteinas associadas a bomba de efluxo de multidrogas
AcrB e seus genes proximos de M. mesophilicum SR1.6/6 e M. radiotolerans JCM 2831.

Cadigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacdo Nome da proteina e
radiotolerans JCM SR 1.6/6 numero COG
2831
1 MmSR116_1954 X Dominio de ligacéo de X
trasposase, dedos de
Zinco - Trasposase
1S66/ 1S66
2 MmSR116_1955 Mrad2831_5094 Proteina de reparo de COG3893
ruptura de fita dupla Inactivated
AddB superfamily | helicase
3 MmSR116_1956 Mrad2831_5095 Proteina desidrogenase ~ COG1960 Acyl-CoA
Acyl-CoA dehydrogenase related
to the alkylation
response protein AidB
4 MmSR116_1957 Mrad2831_5096 Transportador de COGO0679 Permeae
efluxo auxina
5 MmSR116_1958 Mrad2831_5098 Proteina hipotética X
6 MmSR116_1959 X Transdutor sensorial ~ COG0840 Proteina de

de quimiotaxia aceitor

quimiotaxia aceitor de
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10
11

12

13
14

15

16

17
18

19

20

MmSR116_1960

MmSR116_1961

MmSR116_1962
MmSR116_1963

MmSR116_1964

MmSR116_1965

MmSR116_1966
MmSR116_1967

MmSR116_1968

MmSR116_1969

MmSR116_1970

MmSR116_1971

MmSR116_1972

MmSR116_1973

Mrad2831_5099

Mrad2831_5100

Mrad2831_5101
Mrad2831_5102

Mrad2831_5103

Mrad2831_5104

Mrad2831_5105
Mrad2831_5106

Mrad2831_5107

Mrad2831_5108

X
Mrad2831_5109

Mrad2831_5110

de metila

Cistationina gamma
sintase

TspO e proteinas
relacionadas a MBR

Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina de
resisténcia a
acriflavina

Familia RND bomba
de efluxo,
Subunidade MFP
Proteina hipotética

Glicosil transferase

Familia de proteinas
glicosil transferase

Grupo 1, glicosil
transferase

Proteina hipotética

Subunidades de
membrane protease
homologos de
estomatina/prohibitina
Proteina de membrane
implicada na
regulacéo da
actividade membrana
protease
Subunidade de
protease dependente
de ATP, proteases Clp

metila

COG0626 Cistatonina
beta-liase/cistationina
gamma-sintase
COG3476 Proteina
sensorial rica em
triptofano
X

X

COG0841 Bomba de
efluxo de
multidrogas
subunidade AcrB
X

X

COG4671 Glicosil
transferase
COG1216 Familia
GT2
glicosiltransferase,
COG0438
Glicosiltransferase
envolvida na
biosisntese da parede
celular
X

COG0330 Regulador
de atividade Protease
HfIC, superfamilia
estomatina/prohibitina
COG1585 Proteina de
membrane implicada
na regulagéo da
actividade membrana
protease
COGO0740 Protease
Clp dependente de
ATP, subunidade
protease
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Figura 16. Organizagéo génica de AcrB em M. mesophilicum SR1.6/6.
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* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 8.

Foram observadas proteinas relacionadas também com bombas de efluxo multidrogas

associadas com transporte de niquel no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 (Mmsr116 3047
AcrA, Mmsrl16 3048 AcrB e Mmsrll16 3049 transportador do tipo ABC) e um sistema de

transporte de metais estd presente proximo a esta bomba de efluxo (tabela 9). Estes genes

encontram-se agrupados em um mesmo cluster junto com transportadores do tipo ABC (figura

17).

Tabela 9. Comparagdo de genes codificadores de proteinas associadas a bomba de efluxo de multidrogas
AcrA e seus genes proximos de M. mesophilicum SR1.6/6 e M. radiotolerans JCM 2831.

Cadigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacao Nome da proteina e numero
radiotolerans SR 1.6/6 COG
JCM 2831
1 Mmsr116 3041 Mrad2831 4464 Proteina com fungéo X
desconhecida YGGT
2 Mmsr116 3042 Mrad2831 4465 L-eritro-3-metilmalil- COG2030 Acil desidratase
CoA desidratase
3 Mmsr116 3043 X Dominio contendo COG1247 L-amino acid N-
proteina Acetiltransferase aciltransferase YncA
(GNAT)
4 Mmsr116 3044 X Proteina de membrana X
externa
5 Mmsrl116_3045 X Familia de proteinas X
ErfK/YbiS/YcfS/YnhG
6 Mmsr116_3046 Mrad2831_4471 Proteina hipotética X
7 Mmsr116_3047  Mrad2831_4472  Familia RND, bomba de COG0845 Bomba de efluxo de
efluxo de multidrogas, multidrogas subunidade AcrA
subunidade MFP (Proteina de fusdo de membrana)
8 Mmsr116_3048  Mrad2831_4473 Familia de proteinas de COG0841 Bomba de efluxo de
efluxo (HAE1) multidrogas subunidade AcrB
9 Mmsr116_3049  Mrad2831_4474 Proteina de ligagédo a COGO0747 Transportador do tipo
soluto extracelular ABC, componente periplasmatico
10 Mmsr116_3050 Mrad2831_4475 Proteina de ligacéo COGO0601 Transportador do tipo

dependente de sistema

ABC, sistema de transporte
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de transporte de
membrana interna

dedipeptideo/oligopeptideo/niquel
components de permease

11 Mmsrl16_3051  Mrad2831_4476 Proteina de ligagéo COG1173 Transportador do tipo
dependente de sistema ABC, sistema de transporte
de transporte de dedipeptideo/oligopeptideo/niquel
membrana interna components de permease
12 Mmsr116_3052  Mrad2831_4477 Trasnportador do tipo COG0444 sistema de transporte
ABC ABC
oligopeptideo/dipeptideo  dipeptideo/oligopeptideo/niquel,
ATPase componente ATPse
13 Mmsrl16_3053 Mrad2831_4478 Trasnportador do tipo COG4608 Sistema de transporte
ABC ABC de oligopeptideos,

oligopeptideo/dipeptideo
ATPase

components de ATPase

Figura 17. Organizag&o génica de AcrA em M. mesophilicum SR1.6/6.

M. mesophilicum SR 1.6/6
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* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 9.

Outro gene relacionado com bomba de efluxo e transporte de glicerol foi observado no
genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 (MmSR116_1241) (figura 18). Este gene codifica uma
proteina transmembrana AcrB de uma bomba de efluxo multidrogas, com similaridade a um gene
de M. radiotolerans JCM2831 (Mrad2831 3044) e outro de P. aeruginosa ATCC 14886
(PABE171_3002), também envolvidos com bombas de efluxo da familia RND (Tabela 10).
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Tabela 10. Comparacédo de genes codificadores de proteinas associadas a bomba de efluxo de multidrogas
AcrB e seus genes proximos de M. mesophilicum SR1.6/6 e M. radiotolerans JCM 2831.

Cédigo SR 1.6/6 Pseudomonas Methylobacterium Anotacdo Nome da proteina e
aeruginosa radiotolerans JCM SR 1.6/6 numero COG
ATCC 14886 2831
1 Mmsrl16_1233 X X Proteina COG2358; Sistema de
hipotética transporte ndo
caracterizado
tipoTRAP, component
periplasmatico
2 Mmsrll6_ 1234 X X Proteina X
hipotética
3 Mmsr116_1235 X X Proteina X
hipotética
4 Mmsrl116_1236 X X Proteina X
hipotética
5 Mmsrll6 1237 X X Proteina COG3247; Proteina de
hipotética membrane néo
caracterizado HdeD,
familia DUF308
6 Mmsrll6_ 1238 X Proteina COG0580 Facilitador de
intrinseca toma de glicerol e
aquaporinas (Major
Intrinsic Protein Family)
7 Mmsrl116_1239 X X Proteina X
hipotética
8 Mmsr116_1240 X X Dominio de X
proteinas Hint
9 Mmsrl16_1241  PABE171_3002 Mrad2831_3044 Familia de SSF82866 Bomba de
efluxo (HAEL1)  efluxo de multidrogas
AcrB dominio
transmembrana
10 Mmsrl1l6 1242 X X Dominio de X
proteinas Hint
11 Mmsr116_1243 X Proteina de COG1653;
ligacéo de Transportador do tipo
soluto ABC, sistema de
bacteriano transporte
extracelular periplasmatico
glycerol-3-fosfato
12 Mmsrll16 1244 X X Proteina de COG1175
ligacédo Transportador do tipo
dependente de ACB de agucar,
umsisitema de  componente permease
transporte de
membrana
interna
13 Mmsrl16 1245 X X Proteina de COG0395
ligacédo Transportador do tipo
dependente de ABC, sistema de

um sisitema de
transporte de

transporte
periplasmatico
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membrana glycerol-3-fosfato
interna
14 Mmsrl16_1246 X X Transportador COG3839
do tipo ABC Transportador do tipo
ACB de agUcar,
componente permease

15 Mmsr116_1247 X X Proteina COG0673;
bacteriana do Desidrogenase
tipo
Oxidoredutase
16 Mmsrll16_1248 X X Proteina COG1802; Proteina
regulatoria regulatoria bacteriana,
bacteriana, familiaGntR.
familiaGntR

Figura 18. Organizagéo génica de AcrB em M. mesophilicum SR1.6/6.

M. mesophilicum SR 1.6/6
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* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 10.

Genes que codificam proteinas do T2SS foram observados no genoma de M.
mesophilicum SR1.6/6 (MmMSR116 5672 a MMSR116 _5679), de forma similar ao observado no
genoma de M. radiotolerans JCM 2831 (Mrad2831_3796 a Mrad2831_3789) (Tabela 11). Estes
genes estdo organizados em um cluster relacionado a montagem das proteinas do sistema: com
uma ATPase que fornece energia ao T2SS, um complexo de membrana externa, um complexo de
membrana interna e o pseudopilus (figura 19). Algumas destas proteinas estdo relacionas com
montagem do pilus como um complexo que conecta a membrana interna com a membrana
externa do sistema de secrecdo, onde a secretina (MmSR116_5677) funciona como um poro de
translocacdo na membrana externa. Os genes que codificam as proteinas relacionadas com
formagdo do pilus (MmSR116 5672, MmSR116 5673, MmSR116 5675, MmSR116 5676,
MmSR116 5678 e MmSR116 5679 e ATPase encontrada no locus tag MmSR116 5674)

também foram observados.
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Tabela 11. Comparacéo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema de secrecao do tipo Il e
seus genes préximos em M. mesophilicum SR1.6/6 e M. radiotolerans JCM 2831.

Cadigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacao Nome da proteina e
radiotolerans JCM SR 1.6/6 numero COG
2831
1 MmSR116_5664 Mrad2831_3805 Proteina ligase lipoato ~ COGO0321 Proteina ligase
B lipoato B
2 MmSR116_5665 Mrad2831_3804 Porina seletiva de COG3637 proteina
carboidrato OprB Opacity e antigenos de
superficie relacionados
3 MmSR116_5666 Mrad2831_3803 Proteina ndo COG3470 Proteina nao
caracterizada caracterizada
provavelmente provavelmente envolvida
envolvida em em transporte e afinidade
transporte e afinidade ao Fe2
ao Fe*'
4 MmSR116_5667 Mrad2831_3802 Dominio tipo IPR008972 Cupredoxina
Cupredoxina (SUPERFAMILY
SSF49503)
5 MmSR116_5668 Mrad2831_3801 Cominio de ligagdo COG0348 Poliferredoxina
4Fe-4S
6 MmSR116_5669 Mrad2831_3800 Ferri permease FTR1 COGO0672 Permease de
alta afinidade Fe2+/Pb2+
7 MmSR116_5670 Mrad2831_3798 Dominio contendo C0OG2897 3-
proteina rhodanese mercaptopiruvato
sulfurtransferase SseA,
contend dois dominios
rhodanese
8 MmSR116 5671 Mrad2831 3797 GcrA Regulador do ciclo celular
9 MmSR116_5672 Mrad2831_3796 Sistema de secrec¢éo COG2064 Montagem de
Tipo 11 pilus proteina TadC
10 MmSR116_5673 Mrad2831_3795 Protéina hipotetica COG4965 Montagem de
Sistema de secre¢do  (Montagem de pilus Flpe  pilus Flp proteina TadB
tipo 11 proteina TadB)
11 MmSR116 5674 Mrad2831 3794 Sistema de secregéo COG4962 Proteina e
tipo 11 Proteina E montagem de pilus,
ATPase da familia CpaF
12 MmSR116_5675 Mrad2831 3793 Regulador da COG4963 Proteina de
resposta de proteina montagem de pilus Flp,
receptora ATPase CpaE
13 MmSR116_5676 Mrad2831_3792 Proteina de COG5461 Proteina de
biogenesis de pilus biogenesis de pilus Tipo
tipo 1V CpaD/CtpE IV CpaD/CtpE
14 MmSR116_5677 Mrad2831_3791 Sistema de secrecdo COG4964 Poteina de
do tipo Il montage de pilus Flp,
secretina CpaC
15 MmSR116_5678 Mrad2831_3790 Montagem de pilus COG3745 Montagem de
proteina Flp, pilus proteina Flp,
proteina CpaB proteina CpaB
16 MmSR116_5679 Mrad2831_3789 Transportador do COGO0683 Transportador

tipo ABC de

do tipo ABC de
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substrato de ligagéo
de aminoacidos e
aminas familia
HAAT (TC3.A.1.4.-)

ammonoacidos de cadeia
ramificada, component
periplasmatico

17 MmSR116_5680 Mrad2831_3788 Ferro-contendo &lcool COG145 Alcool
desidrogenase desidrogenase, clase IV
18 MmSR116_5681 Mrad2831_3787 Regulador COG0583 Regulador
transcricional LysR transcricional de ligacéo
de DNA, familiaLysR
19 MmSR116_5682 Mrad2831_3786 Methilmalonato- C0OG1012 Acyl-CoA
semialdeido redutase ou outro aldeido
desidrogenase desidrogenase NAD-
dependente
20 MmSR116_5683 Mrad2831_3785 Dominio de proteina COG1960 Acil-CoA
contend acil-CoA desidrogenase relacionada
desidrogenase com a proteina de resposta
4 alquilacdo AidB
21 MmSR116_5684 Mrad2831_3784 Eoil-CoA C0G1024 Enoil-CoA

hidratase/isomerase

hidratase/carnitina
racemase

Figura 19. Organizag&o génica do sistema de secrecéo tipo Il em M. mesophilicum SR1.6/6.

M. mesophilicum SR 1.6/6
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* A numeragao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 11.

O complexo SEC relacionado com translocacdo de proteinas transportadas até um dos
sistemas de secrecdo do tipo Il ou V foi encontrado no genoma da M. mesophilicum SR1.6/6, este
sistema é composto por aproximadamente oito proteinas. SecF (MmSR116 5749) e SecD
(MSR116_5750) sdo requeridas para um transporte eficiente de proteinas, juntamente com a
proteina YajC (MmSR116_5751) (tabela 12) que recruta a proteina YidC (MmSR116_2877) para
promover a inser¢cdo do peptideo sinal dentro da membrana. Estes genes também foram
encontrados no genoma da M. radiotolerans JCM 2831 (Mrad2831 2275; Mrad2831_2276;
Mrad2831_2277), com um cluster Unico (figura 20).

Tabela 12. Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema SecF, SecD e YajC e
seus genes proximos em M. mesophilicum SR1.6/6 e M. radiotolerans JCM 2831.
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Caédigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacdo Nome da proteina e
radiotolerans JCM SR 1.6/6 numero COG
2831
1 MmSR116_5740 Mrad2831_2284 Proteina da familia COG1765 Proteina
OsmC relacionada com
OsmC
2 MmSR116_5741 Mrad2831_2283 Proteina hipotética X
3 MmSR116_5742 Mrad2831_2282 Seril-tRNA sintetase COGO0172 Seril-tRNA
sintetase
4 MmSR116_5743 Mrad2831_2281 Proteina de COG0496; Ampla
sobreviveficia a fase especificidade
estacionaria Surg polifosfatase e 5/3'-
nucleotidase Surk
5 MmSR116_5744 Mrad2831_2280 Proteina-L-isoaspartate COG2518 Proteina L-
(D-aspartate) O- isoaspartate O-
Metiltransferase metiltransferase
MmSR116_5745 Proteina hipotética X
MmSR116_5746 Proteina hipotética X
MmSR116_5747 Mrad2831_2279 Esqualeno fitoeno COG1562 Esqualeno
sintase fitoeno sintase
9 MmSR116_5748 Mrad2831 2278 Proteina hipotética COG3737 Proteina
conservada néo
caracterizada,
contendo o dominio
Mth938
10 MmSR116_5749 Mrad2831 2277 Proteina de COG0341
exportacdo SecF Preproteina
translocase
subunidade SecF
11 MmSR116_5750 Mrad2831_2276 Proteina de COG0342
exportagdo SecD Preproteina
translocase
subunidade SecD
12 MmSR116_5751 Mrad2831_2275 Preproteina COG1862
translocase Preprotein
subunidade YajC translocase
subunidade YajC
13 MmSR116 5752 Mrad2831 2274 Proteina hidrolase COG0596 Pimeloil-
alpha/beta ACP metil éster
carboxilesterase
14 MmSR116_5753 Mrad2831_2273 Proteina hipotética IPR027405 YidB-like
(SUPERFAMILY
SSF140804)
15 MmSR116_5754 Mrad2831_2271 Proteina hipotética IPR027405 YidB
(SUPERFAMILY
SSF140804)
16 MmSR116 5755 Mrad2831 2270 Proteinas de membrana COGO0739 Mureina
relacionadas a DD-endopeptidase
metaloendopeptidases MepM e ativador
mureina hidrolase
NIpD, contendo o
dominio LysM
17 MmSR116_5756 Mrad2831_2269 N-acetiltransferase COG1670 Proteina




GCN5 N-acetiltransferase,
RimJ/RimL family
18 MmSR116_5757 Mrad2831_2268 Proteina hipotética X
19 MmSR116_5758 Mrad2831_2267 Proteina hipotética X
20 MmSR116_5759 Mrad2831_2266 Proteina hipotética COG2961 23S rRNA
A2030 N6-metilase
RImJ
21 MmSR116_5760 Mrad2831_2265 Ribonuclease T2 COG3719
Ribonuclease |
22 MmSR116_5761 Mrad2831_2264 Proteina hipotética X
23 MmSR116_5762 Mrad2831_2263 Familia de proteinas PS51257 Membrana
extensinas liporoteica procariota

sitio de ligacéo de
lipidios

Figura 20. Organizag&o génica do sistema SecF, SecD e YajC em M. mesophilicum SR1.6/6.
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* A numeracao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 12.

Como foi mencionado anteriormente foram encontradas todas as proteinas relacionadas
com o sistema geral de secrecdo SEC para translocacdo de efetores e moléculas. SecE é a
proteina encarregada da movimentacdo de polipeptideos e forma a parte do canal de saida na
membrana interna. Genes que codificam este transportador foi observado no genoma de M.
mesophilicum SR1.6/6 (MmSR116_5144) e M. radiotolerans JCM 2831 (Mrad2831_3846). Da
mesma forma foi observada no genoma de M. mesophilicum um gene que codifica a proteina
SecG (MmSR116 _0449) componente do complexo SecYEG, a qual faz parte do canal de
exportacdo das proteinas que serdo translocados por um dos sistemas de secre¢do.O gene que
codifica SecY foi também observado no genoma de M. mesophilicum (MmMSR116_4396). Esta
proteina participa do complexo heterotriméerico SecYEG descrito anteriormente, faz parte do
canal de movimentacdo da proteina a ser exportada. A proteina de exportacdo SecB
(MmSR116 _5322) foi observada no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6. Esta proteina que

funciona como chaperona e transporta as portéinas ao serem traslocadas até SecA. Tambem foi
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observada uma permeasse relacionada com efluxo de arabinose (MmSR116_5323) e um sistema
de transporte de lipidios (MMSR116_5321), que poderiam estar relacionados com esta chaperona
SecB.

Finalmente dentro de grupo de proteinas relacionadas ao Sistema geral de secrecédo
dependente de Sec foi encontrada a ATPase SecA (MmSR116 _4131), sendo de grande
importancia para o sistema j& que interage dinamicamente com o complexo da membrana interna
SecYEG, dirigindo a movimentacdo transmembrana das proteinas que sdo sintetizadas para

serem transferidas até o sistema de secrecao especifico (tabela 13).

Tabela 13. Comparacdo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema SecA e seus genes

préximos em M. mesophilicum SR1.6/6 e M. radiotolerans JCM 2831.

Cédigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacdo Nome da proteina e
radiotolerans JCM SR 1.6/6 numero COG
2831
1 MmSR116_4120 Mrad2831_0748 HpcH/Hpal aldolase COG3836 2-ceto-3-
desoxi-L-ramnonato
aldolase RhmA
2 MmSR116_4121 Mrad2831_0747 Proteina TolQ COGO0811 Proteina de
transporte de
biopolimero
ExbB/TolQ
MmSR116 4122 Mrad2831 0746 Proteina TolR COG0848 Proteina de
transporte de
biopolimero ExbD
3 MmSR116_4123 Mrad2831_0745 Proteina de diviséo KO:K03646 tolA
celular associada a TolA  Proteina de membrana
importadora de
colicina
4 MmSR116_4124 Mrad2831_0744 beta-propeller repeat- COG0823
containing to-pal system Componente
protein TolB periplasmatico de
transporte de
biopolimero TolB
5 MmSR116 4125 Mrad2831 0743 Transportador da familia IPR016196 Dominio
major facilitator da superfamilia Major,
transportador geral de
substrato
(SUPERFAMILY
SSF103473
6 MmSR116_4126 Mrad2831_0742 PAS/PAC Sinal de Sinal P 3.0 HMM

trasducéo sensorial
histidina quinase

(Probabilidade de
peptideo sinal=0.998)
com probabilidade do

sitio de clivagem 0.995
ao residuo 27
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10

11

12

13
14

15

16

MmSR116_4127

MmSR116_4128
MmSR116_4129

MmSR116_4130

MmSR116_4131

MmSR116_4132

MmSR116_4133
MmSR116_4134

MmSR116_4135

MmSR116_4136

Mrad2831_0741

Mrad2831_0739
Mrad2831_0738

Mrad2831_0737

Mrad2831_0736

Mrad2831_0735
Mrad2831_0734

Mrad2831_0733

Mrad2831_0748

Adenosilhomocisteinase

Proteina hipotética

KUP Sistema de
absorcdao de potéssio
Detiobiotina sintase

Preproteina traslocase
SecA

PpiC-tipo peptidil-prolil
cis-trans isomerase

Proteina hipotética

Ferroquelatase

Proteina da superfamilia
uracil-DNA glicosilase

COG0499 S-
adenosilhomocisteina
hidrolase
X

COG3158
Transportador de K*
COG0132 Detiobiotina
sintetase
COG0653
Preproteina
translocase SecA
(ATPase, RNA
helicase)
KOG3258 Parvulina
tipo peptidil-prolil cis-
trans isomerase
X

COG0276
Ferroquelatase
COG0692 Uracil DNA
glicosilase

Outro importante sistema de secrecdo encontrado no genoma da M. mesophilicum

SR1.6/6 foi o sistema de secrecdo tipo V, neste caso foi encontrado o sistema Va, cujo

representante € o complexo BAM (B-barrel assembly machinery) que é a encarregada da secregéo

de proteinas com ajuda do sistema SEC. Este complexo apresenta uma proteina de membrana

externa (MmSR116_1034), a qual apresenta ortélogo no genoma de M. radiotolerans JCM 2831

(Tabela 14). Adicionalmente, proximo a BamA foi observada uma bomba de efluxo
(MmSR116_1030; MmSR116 1031 e MmSR116_1032) associada a resisténcia a drogas (figura

21).
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Tabela 14. Comparagdo de genes codificadores de proteinas associadas ao sistema de secrecéo tipo Va,
BamA (outer membrane protein assembly complex, YaeT protein) e seus genes proximos em M.
mesophilicum SR1.6/6 e Methylobacterium radiotolerans JCM 2831.

Codigo SR 1.6/6 Methylobacterium Anotacéo Nome da proteina e
radiotolerans JCM SR 1.6/6 numero COG
2831
1 MmSR116_1030 Mrad2831_3443 Regulador COG1309 Regulador
transcricional da transcricional familia
familia TetR AcrR family
2 MmSR116_1031 Mrad2831_3442 Proteina de secre¢do COG1566 Bomba de
HlyD efluxo de resisténcia
de multidrogas
3 MmSR116_1032 Mrad2831_3441 EmrB/QacA TC:2.A1
Transportador da Superfamilia Major
familia de resisténcia a Facilitator (MFS)
drogas
4 MmSR116_1033 Mrad2831_3440 Metaloprotease de COGO0750 Protease
membrane associadaa associada a membrana
zinco RseP, regulador da
atividade RpoE
5 MmSR116_1034 Mrad2831_3439 Montagem do COGA4T75 Proteina
complex de proteina de membrane
de membrane externa BamA
externa, YaeT
6 MmSR116_1035 Mrad2831_3438 UDP-3-O-[3- COG1044 UDP-3-0O-
hidroximiristoil] [3-hidroximiristoil]
glicosamine N- glicosamine N-
aciltransferase aciltransferase
7 MmSR116_1036 Mrad2831_3437 (3R)-hidroximiristoil- COG0764 3-
ACP dehidratase hidroximiristoil/3-
hidroxidecanoil-
(Proteina portadora de
acil) desidratase
8 MmSR116_1037 Mrad2831_3436 UDP-N- C0OG1043 - Acil-[
acetilglicosamina proteina portadora de
aciltransferase acil]--UDP-N-
acetilglicosamina O-
aciltransferase
9 MmSR116 1038 Mrad2831 3435 Proteina hipotética COG3494 Proteina
conservada ndo
caracterizada, familia
DUF1009
10 MmSR116_1039 Mrad2831_3434 Lipidio A-disacaridio = COGO0763 Lipidio A-
sintase disacaridio sintase
11 MmSR116_1040 Mrad2831_3433 Inibidor de peptidase X
Proteina da familia 136
12 MmSR116_1041 Mrad2831_3432 Proteina hipotética IPR00662 Prolyl 4-
hidroxilase,
subunidade alpha
(SMART SM00702)
13 MmSR116_1042 Mrad2831 3431 Proteina hipotética X
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14 MmSR116_1043 Mrad2831_3430 Transportador do tipo COG4178 Sistema
ABC detransporte do tipo,
componentes

permease e ATPase

Figura 21. Organizacgdo génica proteina BAM associada ao sistema de secrecdo tipo V em M.
mesophilicum SR1.6/6
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* A numeragao no contexto génico corresponde ao codigo na tabela 14.

Assim, com os resultados obtidos nas analises do genoma e busca por genes envolvidos
na codificacdo de proteinas associadas a sistemas de transporte de moléculas em M.
mesophilicum SR1.6/6 foi desenvolvido um modelo esquematico dos possiveis sistemas de
transporte nesta bactéria endofitica (Figura 22). Foram observados 3 sistemas de secre¢do, 2
sistemas auxiliares de transporte e bombas de efluxo em M. mesophilicum SR1.6/6. Os sistemas
de secrecdo foram T1SS, T2SS e T5aSS, os sistemas auxiliares foram Sec dependentes e Tat e as
bombas de efluxo de resisténcia a multidrogas (MDR) da superfamilia Resistance Nodulation

Cell Division (RND) importantes na detoxificacdo de compostos celulares (figura 22).
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Figura 22. Modelo de Sistema de secre¢do e bomba de efluxo de multidrogas (MDR) envolvidos na translocacdo de moléculas em M.
mesophilicumSR1.6/6

SISTEMA DE SECRECAO Methylobacterium mesophilicum SR 1.6/6

Sistema .dc Bomba de Sistema de Secrecio T, Sistema de Secrecio
Secregiio tipo | efluxo de tipo 11 Tipo Va
multidrogas

Periplasma

Arginine General secretory
Translocase pathway (SEC)
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5.4 Analise da expressao de genes de M. mesophilicum SR1.6/6 durante a interacdo com a
planta hospedeira

O RNA total foi extraido, gerando RNA de boa qualidade, como evidenciado pelas
bandas de rRNAs sem degradacdo (Figura 23). Assim, foram testados por PCR convencional 25
pares de primers desenhados a partir das sequéncias de genes de sistemas de secrecéo (tipo I, I,
I, 1V, V e VI), bombas de efluxo de resisténcia a multidrogas, Sisteme SEC e TAT de
translocacdo de moléculas (tabela 1A em apéndice), os quais haviam sido inicialmente anotados
no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6. Apo6s confirmacdo, a expressdo dos genes envolvidos
na codificacdo de proteinas associadas ao sistema de secrecdo listados nas tabelas 2A e 2B em
apéndice foram avaliados por gPCR durante a interagdo com plantulas de milho (Zea mays) e

citros (Citrus sinensis).

Figura 23. Gel de agarose de RNA para os diferentes tratamentos em amostras de M. mesophilicum
SR1.6/6 na presenca de A) milho (Zea mays)e B) citros (Citrus sinensis).

i1kb1 23456789

——— -

— 5285

kb1 23456789

e

235 e
165€—

Marcador de Peso Molecular 1kb. Pogos:

_-_)285
SS88S & —>18§

1, 2 e 3) Tratamento Controle:

M. mesophilicum

SR1.6/6+CHOI3, 4, 5 e 6) Tratamento Planctbnico: exsudatos radiculares + M. mesophilicum
SR1.6/6+CHOI3 e 7, 8, 9) Tratamento Interacdo: raizes Milho+ M. mesophilicum SR1.6/6 colonizando
externa e internamente a raiz+CHOI3.
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5.4.1 Anélises da expressao de genes envolvidos com transporte em M. mesophilicum SR1.6/6
durante interacdo com plantulas de milho (Zea mays)

A expressdao de trés genes (MmSR116 5672, MmSR116 5674, MmSR116 5676)
relacionados ao T2SS foi avaliada por gPCR (figura 24). Foi observado que o gene que codifica a
proteina F — TadC (MmSR116_5672) foi induzido tanto no tratamento plancténico como durante
a interacdo (superficie e interior das raizes da planta hospedeira), enquanto os genes da Proteina
E, uma ATPase (MmSR116_5674) e da proteina de formacao de pilus - CpaD (MmSR116_5676)
foram reprimido no tratamento plancténico, mas o seu nivel de expressdo ndo foi alterado no
tratamento interacdo (Figura 24) quando comparado com o controle (auséncia da planta
hospedeira).

A via geral de secrecdo (SEC) importante para translocacao de proteinas do citosol para o
espaco periplasmatico foi avaliado durante a interagdo de M. mesophilicum SR1.6/6 e plantulas
de milho (Figura 25). Foi observado que o0s genes que codificam as proteinas SecE
(MmSR116 5144), SecF (MmSrl1l6 5749) e YaC (MmSR116 5751), os quais estdo
localizados na membrana interna foram induzidos durante a interagdo, enquanto oS genes que
codificam SecG (MmSr116 _0449) e (YajC (MmSR116_5751) duas proteinas de membrana e
SecB (MmSR116_4131), uma chaperrona citosolica, foram reprimidos no tratamento planctdnico
(Figura 25). Outro sistema de translocacdo de proteinas do citosol para o espago periplasmatico,
denominado de TAT (Twin Arginine Translocase) foi também avalido (figura 26). O gene que
codifica a proteina de membrana interna TatC (MmSR116_0754) foi induzido durante a interacdo
com plantulas de milho, mas reprimido no tratamento planctdnico, enquanto o gene TatB
((MmSR116_0755) foi reprimido nas duas condi¢bes avaliadas (Figura 26), sugerindo que a

planta modula negativamente a expressao deste sistema de transporte.
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Figura 24 - Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema de Secrecdo tipo Il em milho
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Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema de Secrecéo tipo Il em milho, comparado com o controle SR1.6/6 em meio
CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica relativa ao gene normalizador zwf e as barras
indicam o desvio padréo das trés repeticdes biologicas realizadas e a escala do grafico é logaritmica - *diferenca significativa no
teste T (p<0,05).

Figura 25- Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema Sec em milho
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Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema Sec em milho, comparado com o controle SR1.6/6 em meio CHOI3+Metanol.
Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica relativa ao gene normalizador zwf e as barras indicam o desvio
padrdo das trés repeticdes bioldgicas realizadas e a escala do grafico é logaritmica - *diferenca significativa no teste T (p<0,05).



79

Figura 26 - Expressao génica dos genes envolvidos na via Twin Arginine (TAT) em milho
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Expressdo génica dos genes envolvidos na via Twin Arginine (TAT) em milho, comparado com o controle SR1.6/6 em meio
CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica relativa ao gene normalizador zwf e as barras

indicam o desvio padrédo das trés repeticdes bioldgicas realizadas e a escala do grafico é logaritmica - *diferenca significativa no
teste T (p<0,05).

A bomba de efluxo de multidrogas importante na interacdo bacteriana com outros
hospedeiros foi analisada também para dois genes da familia AcrB e um transportador do tipo
ABC (HIyD) de regido transmembrana em M. mesophilicum SR1.6/6 (figura 27). Para este
transportador, foi observado que gene que codifica uma proteina associada ao transportador do
tipo ABC (MmSR116_2912) foi induzida durante a interacdo, enquanto um gene que codifica
uma proteina AcrB (MmSR116_0771) foi reprimida no tratamento plancténico. A expressdo de
outro gene que codifica uma proteina AcrB (MmSR116 1964) ndo foi alterada nas condigdes

avaliadas (figura 27), sugerindo que deva ser importante durnate a colonizacdo da planta
hospedeira.
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Figura 27 - Expressao génica dos genes envolvidos na bomba de efluxo de multidroga e um transportador ABC em milho
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Expressdo génica dos genes envolvidos na bomba de efluxo de multidroga e um transportador ABC em milho, comparado com o
controle SR1.6/6 em meio CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica relativa ao gene
normalizador zwf e as barras indicam o desvio padrdo das trés repeticfes bioldgicas realizadas e a escala do gréfico é logaritmica
- *diferenca significativa no teste T (p<0,05).

De forma geral, foi observado que os genes que codificam transportadores sdo reprimidos
no tratamento plancténico e induzidos durante a interacdo, visto que dos 13 genes envolvidos
com transporte em M. mesophilicum SR1.6/6 avaliados nestas condigdes, 8 genes foram
reprimidos no tratamento plancténico e somente o gene que codifica a proteina F TadC
(MmSR116 _5672) do T2SS foi significativamente induzido nesta condicdo. Ja para os genes
avaliados durante a interacdo, 6 genes foram ativados e apenas o gene TatB (MmSR116_0755)

foi reprimido na interacdo com plantulas de milho (figura 28).
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Figura 28. Padrdo de expressdo de genes de M. mesophilicum SR1.6/6 que codificam proteinas
envolvidas com transporte durante a interagdo com plantulas de milho (Zea mays).
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As setas indicam a direcdo dos niveis de expressao (Super-expresso para acima e reprimido para abaixo)

para os tratamentos planctdnico (azul) e interacdo (vermelho) availiados por PCR em tempo real em Zea
mays+SR1.6/6.

5.4.2 Andlises da expressao de genes envolvidos com transporte em M. mesophilicum SR1.6/6
durante interacdo com plantulas de citros (citrus sinensis)

A bactéria endofitica M. mesophilicum SR1.6/6 cresceu ativamento no meu de cultura
com exsudados radiculares de citros e colonizou a superficie da planta hospedeira. Nestas
condicGes foi observado que os genes que codificam a proteina F (TadC) de membrana
(MmSr116 _5672) e a proteina periplasmatica CpaD/CtpE (MnSr116 5676) foram induzidos no
tratamento planctonico, enquanto o gene que codifica a proteina E (MnSr116_5674) ndo foi
modulada nesta condicdo. Por outro lado, estes genes do T2SS foram todos reprimidos durante a

interacdo (colonizacdo da superficie e do interior das raizes das plantulas de citros) (figura 29).
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Figura 29 - Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema de secrecdo tipo Il em citros
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Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema de secregdo tipo Il em Citros, comparado com o controle SR1.6/6 em meio
CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica relativa ao gene normalizador zwfe as barras
indicam o desvio padrdo das trés repeti¢des bioldgicas realizadas e a escala do gréafico é logaritmica - *diferenca significativa no
teste T (p<0,05).

Sistemas de transporte que transportam proteinas do citosol para o espaco periplasmatico
sdo importantes tanto para T2SS como para T5SS. Neste contexto, genes que codificam proteinas
dos sistemas SEC e TAT foram avalidos durante a interagdo de M. mesophilicum SR1.6/6 com
plantulas de citros (Figuras 30 e 31). Para o sistema SEC, foi observado que os genes que
codificam SecAEGY foram induzidos no tratamento plancténico e SecB foi reprimido, enquanto
a expressdo dos genes que codificam SecDF e YajC ndo foram modulados nestas condigdes
quando comparado ao controle (auséncia da planta hospedeira). No tratamento interagdo foi
observado que os genes que codificam SecGA foram induzidos, enquanto os genes que codificam
SecBD e YajC foram reprimidos. Os genes que codificam SecEY ndo foram modulados nesta
condigdo quando comparado ao controle (Figura 30). Para o sistema TAT, foi observado que
todos os 2 genes avaliados (TatBC) foram reprimidos significativamente nas duas condigdes
avaliadas (plancténico e interacdo) quando comparado ao controle (figura 31).
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Figura 30- Expresséo génica dos genes envolvidos no Sistema SEC em citros
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Expressdo génica dos genes envolvidos no Sistema SEC em Citros, comparado com o controle SR1.6/6 em meio
CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica relativa ao gene normalizador zwfe as barras

indicam o desvio padrdo das trés repeticoes bioldgicas realizadas e a escala do grafico é logaritmica - *diferenca significativa no
teste T (p<0,05).

Figura 31 - Expressdo génica dos genes envolvidos na Via Twin Argininine (TAT) em Citros
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Expressdo génica dos genes envolvidos na Via Twin Argininine (TAT) em Citros, comparado com o controle SR1.6/6 em meio
CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica relativa ao gene normalizador zwfe as barras

indicam o desvio padréo das trés repeticdes bioldgicas realizadas e a escala do gréfico é logaritmica - *diferenca significativa no
teste T (p<0,05).
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Tendo em vista que foram anotados no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 genes que
codificam proteinas associadas a diferentes bombas de efluxo multidrogas, as quais tém sido
descritas como importantes na interacdo de bactérias com seus hospedeiros, alguns genes foram
selecionados para a avaliacdo na condicdo planctonica e interacdo (superficie e interior) de
plantulas de citros (Figura 32). Foi observado que no tratamento planctonico ocorreu inducdo dos
genes que codificam a proteina transmembrana AcrB (MmSR116 0771) e TolC
(MmSR116_0126), sugerindo que estd bomba de efluxo de multidrogas (Figura 32) é ativada
nesta condicdo. Por outro lado, os genes que codificam AcrB (MmSR116 1964) e AcrA
(MmSR116_3047) ndo foram modulados neste tratamento em comparacdo ao controle, enquanto
0s genes que codificam AcrB (MmSR116_1241) e transportador ABC - HIyD
(MmSR116_2912) foram reprimidos (figura 32). Nas células de M. mesophilicum SR1.6/6 em
contato com as raizes de citros (tratamento interacdo) foi observado que os genes que codificam
AcrB (MmSR116_1964 e MmSR116 _0771) ndo foram modulados em comparacdo com O
tratamento controle. Entretanto, os genes que codificam AcrA (MmSR116 3047), AcrB
(MmSR116_1241), TolC (MmSR116 0126) e transportador ABC (MmSR116 2912) foram
induzidos (Figura 32), mostrando que tanto a bomba de efluxo de multidrogas como o T1SS

foram ativados durante a interagcdo com a planta hospedeira.
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Figura 32 - Expressao génica dos genes envolvidos na homba de efluxo de resisténcia a multidrogas e um transportador do tipo
ABC em Citros
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Expressdo génica dos genes envolvidos na Bomba deefluxo de resisténcia a multidrogas e um transportador do tipo ABC em
Citros, comparado com o controle SR1.6/6 em meio CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressao
génica relativa ao gene normalizador zwfe as barras indicam o desvio padrdo das trés repetices bioldgicas realizadas e a escala
do gréfico é logaritmica - *diferenca significativa no teste T (p<0,05).

Com tudo foi encontrado de forma geral que as bombas de efluxo e o T1SS encontram-se
ativados durante a interacdo, o T2SS apresenta 0s genes reprimidos com exce¢do da proteina
CpaD formadora do pilus (MMSR116 5676) que esta induzida na interacdo, o sistetam TAT é

reprimido nos tratamentos e os transportadores do sistema SEC estdo induzidos durante o
tratamento planctonico (figura 33).
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Figura 33. Analises da expressao génica dos sistemas de secre¢do avaliados por PRC em tempo real para
Citrus sinensis em intera¢cdo com M. mesophilicum SR1.6/6
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As setas indicam a direcdo dos niveis de expressao (Super-expresso para acima e reprimido para abaixo)
para os tratamentos plancténico (azul) e interacdo (vermelho) availiados por PCR em tempo real em
Citrus sinensis+SR1.6/6.

5.4.3 Analise da expressao génica de Hcp proteina do sistema de secrecéo tipo VI

O gene que codifica a proteina de membrana Hcp (MMSR116_2954) associada ao T6SS
foi anotada no genoma da M. mesophilicum SR1.6/6, mas 0s outros genes que compde este
sistema ndo foram encontrados (Figura 33), sugerindo que o sistema ndo pode ser montado, e,
portanto, ndo € ativo nessa bactéria. Entretanto, a expressdo deste gene foi avaliada na presenca
de raizes de plantulas de milho e citros. Foi observado que, em comparacdo com o controle
(auséncia da planta hospedeira), este gene foi reprimido no tratamento plancténico e induzido no
tratamento interagdo (superficie e interior das raizes da planta hospedeira) (Figura 34), sugerindo
que pode apresentar outra fungdo nesta bactéria endofitica.
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Figura 33. Contexto génico do sistema de secrecdo do tipo VI e proteina Hcp associada ao sistema de
secrecdo do tipo VI em M. mesophilicum SR1.6/6 locus tag MmSR116 2954 comparada com a
organizagédo génica geral do T6SS.

*Organizagdo génica do
T6SS (Zoued et al., 2014).
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*Representacdo esquematica geral da organizacdo génica do T6SS descrita por Zoued et al., 2014. O conjunto minimo de genes
para a montagem do T6SS funcional é mostrado na figura. Estes genes estdo divididos segundo sua funcgdo. Genes envolvidos na
montagem do complexo da membrana (tssJ, tssK, tssL e tssM) e genes envolvidos na formagdo do complexo da cauda (tssA, tssB,
tssC, hep, tssE, tssF, tssG, clpV e vgrG). Adicionalmente se menciona a localizagdo dos produtos dos genes (cyto, citoplasma; 1M,
membrane interna; OM, membrane externa).

Figura 34 - Expressdo génica do gene envolvido na codificacdo da proteina Hcp do Sistema de secre¢do Tipo VI em Milho e
Citros.
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Expressdo génica do gene envolvido na codificagcdo da proteina Hecp do Sistema de secrecdo Tipo VI em Milho e Citros,
comparado com o controle SR1.6/6 em meio CHOI3+Metanol. Os valores apresentam médias de medidas de expressdo génica
relativa ao gene normalizador zwf e as barras indicam o desvio padrdo das trés repeti¢des bioldgicas realizadas e a escala do
gréfico € logaritmica - *diferenca significativa no teste T (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 foi isolada endofiticamente de ramos de planta
sadia de citros e foi sugerido que esta linhagem pode interagir com o fitopatdgeno de citros
Xyllela fastidiosa, agente causal da CVC (ARAUJO et al., 2002; LACAVA et al., 2004). A
presenca de grupos especificos de Methylobacterium spp. em tecidos internos de plantas de citros
poderiam estar associados ao desenvolvimento ou inibicdo dos sintomas da CVC (LACAVA et
al., 2004, 2006). Posteriormente foi observada que esta linhagem SR1.6/6 é capaz de colonizar
diferentes espécies vegetais, entre elas tabaco, vinca, citros e soja (ANDREOTE et al., 2006;
ARAUJO et al.,, 2015, 2009; DOURADO et al., 2013). Esta descricdo para esta linhagem
corrobora estudos anteriores que demonstram que Methylobacterium spp. podem ser isoladas a
partir de plantas de cana-de-acUcar, algoddo, amendoim, citros, pinheiro, eucalipto, vinca,
morango, soja (ABANDA-NKPWATT et al., 2006; ANDA et al., 2011; MADHAIYAN et al.,
2006, 2012; PIRTTILA et al., 2000; POHJANEN et al., 2014), bem como do solo (CAO et al.,
2011).

Acredita-se que a colonizagdo da planta por bactérias endofiticas a partir do solo inicia-se
com o reconhecimento dos exsudatos das plantas seja o primeiro passo da interacdo planta-
bactéria (HARDOIM et al., 2008, 2015). Tais exsudatos sdo compostos principalmente por
acucares, aminoéacidos e acidos organicos (LEFEVRE et al., 2013; LI et al., 2013), e séo capazes
de atrair microrganismos especificos (HARDOIM et al., 2008). Estudos com Methylobacterium
spp, indicam que os exsudatos podem influenciar o reconhecimento do hospedeiro, a formacéo de
biofilme na raiz bem como a colonizacdo endofitica (ROSSETTO et al., 2011). Sabe-se que a
quantidade e composi¢do destes exsudados pode variar de acordo com a espécie vegetal, estagio
de desenvolvimento, pH, temperatura e a presenca do micro-organismo (BADRI; VIVANCO,
2009).

Bactérias endofiticas, como Methylobacterium spp., penetram na planta por meio de
aberturas nas raizes e/ou folhas e sdo capazes de colonizar tecidos internos do hospedeiro,
incluindo vasos condutores (GAN et al., 2012; HARDOIM et al. 2015) e espacos intercelulares
(QUADT-HALLMANN; KLOEPPER, 1996). No presente trabalho foi observar que M.
mesophilicum SR1.6/6 coloniza de forma ativa a superficie das raizes de milho e citros, de forma

semelhante ao ja observado para plantulas de soja (ARAUJO et al., 2015). Além disso, foi
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observado que os exsudados liberados pelas plantas (milho e citros) induzem um aumento no
crescimento desta bactéria (Figura 8). Entretanto, a presencga da planta durante o crescimento da
bactéria é importante, visto que as culturas bacterianas onde as plantas foram mantidas
apresentaram um maior crescimento. Este resultado pode ser devido a liberacdo constante de
exsudados da planta que manteriam o crescimento bacteriano, ou pela liberacdo de outras
moléculas pela planta em resposta a presenca da bactéria.

Dessa forma, os exsudados da cultura (planta, planta + SR1.6/6 e SR1.6/6) foram
avaliados por GC-MS a fim de identificar os compostos liberados pela planta hospedeira que
poderiam estar induzindo um aumento no crescimento desta bactéria endofitica. Em milho foi
observado que até 30% dos seus exsudados foi composto por aglcares (Figura 10), sendo frutose
0 acUcar mais liberado pela planta (15,31%) (Tabela 2). Tendo em vista que na presenca da
bactéria a quantidade deste acUcar total aumentou significativamente (aproximadamente 68%), a
quantidade de frutose diminuiu, é possivel sugerir que o maior crescimento de SR1.6/6 na
presenca da planta é suportado pelo consumo desta frutose. Pelo menos outros 7 tipos de aglcares
(D-manitol, D-manose, D-turanose, Dulcitol, L e D-arabitol e Pentitol) foram identificados
somente nos exsudados da planta sem a presenca da bactéria, sugerindo que poderiam ser
utilizados também pela bactéria, ou a sua biossintese ser inibida pela presenca deste enddfito.
Embora, D-manose também tenha sido identificado nos exsudados da cultura bacteriana (Tabela
2). Estudos feitos mostrando a influéncia de compostos de carbono (galactose, arabinose, xilose,
frutose, sucrose, mannose e glicose) dos exsudados de trés variedades de arroz (Mahsuri, Mayang
Segumpal e MR219) na Malassia, em bactérias endofiticas diazotroficas e associadas & rizosfera
mostraram que alguns micro-organismos apresentam fonte de carbono preferencial para seu
desenvolvimento. Foi observado que a bactéria Rhizobium sp. consome mais aglcares e a sua
populacdo é aumentada na rizosfera ao ser comparado com Corynebacterium sp. O consumo de
acucares por Rhizobium sp. foi de 100% de mannose, Xilose, arabinose e sucrose nos exsudatos
das trés variedades de arroz. Por outro lado, Corynebacterium sp. apresentou diferengas no
consumo de agucares nas trés variedades, visto que consumiu preferencialmente mannose, xilose
e frutose na variedade Mahsuri, xilose e arabinose na variedade Mayang Segumpal e arabinose e
sucrose na variedade MR219 (NAHER et al., 2009). Segundo os autores, a identificagédo de
fontes de carbono preferenciais (agucares) pelas bactérias endofiticas pode aumentar a

colonizacdo das raizes em plantas hospedeiras e posteriormente facilitar a fixacdo de nitrogénio
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em algumas espécies vegetais (NAHER et al., 2008). Outros compostos, entre eles aminoacidos
(Ac. Aspartico, Prolina e Valina), acido hexadecanoico (4cido graxo), &cidos organicos e
compostos organicos foram encontrados identificados apenas na planta sem a bactéria, enquanto
a acido n-Pentadecandico (acido graxo) e o acido 2-furanoacético foram encontrados apenas na
interacdo (planta + bactéria). Estes resultados mostram que a sintese destes compostos poderia
estar sendo regulada durante a interagdo, ocorrendo a inibicdo (ou consumo pela bactéria) ou
inducdo. Estudos posteriores devem ser conduzidos para melhor entender o papel destes
exsudados no estabelecimento da interacdo entre M. mesophilicum SR1.6/6 com plantulas de
milho.

Em citros, o exsudado da planta sem a bactéria foi constituido por compostos organicos
(233%), nitrogenados (=18%) e acucares (=9%) (Tabela 1). Na presenca da bactéria, da mesma
forma ao observado para pléntulas de milho, foi observado um aumento na quantidade de
acucares de =9% para =22%, ou seja, ou aumento de 2,5X. Entre estes aglcares, D-manose ndo
foi observado na interacdo, enquanto D-frutose, Maltose e Arabinose foram observados apenas na
interacdo (citros + SR1.6/6). Glicerol foi a molécula em maior abundéncia (31,7%) nos
exsudados da planta, tendo esta abundancia sido reduzida para 6,33% na presenca de M.
mesophilicum SR1.6/6, sugerindo que este composto foi consumido por esta bactéria. Foi
encontrado que a bactéria metilotrofica isolada de musgo, Methylobacterium funariae sp. nov é
capaz de utilizar glicerol como fonte de carbono, porém €é incapaz de usar agucares como xilose
para seu desenvolvimento (SCHAUER; KUTSCHERA, 2011), adicionalmente em outro estudo
foi observado que alguns linhagens de Pseudomonas fluorescens utilizam o glicerol exsudado
pelas plantas de tomate ao incrementar a atividade nematicida contra o fitopatégeno Meloidogyne
javanica, conhecido como nematoide das galhas caso contrario na presenca de glicose o qual
reprime essa atividade (SIDDIQUI; SHAUKAT, 2002), destacando assim o glicerol como uma
importante fonte de carbono no desenvolvimento de bactérias endofiticas. Também foi observado
que uréia foi uma importante molécula identificada nos exsudados da planta hospedeira, a qual
ndo foi identificada nos exsudados da interagdo (citros + SR1.6/6). Foi demostrado que bactérias
metilotroficas isoladas de lamas de depuracdo sdo capazes de hidrolisar uréia e utilizar este
composto como fonte de nitrogénio para seu metabolismo, além de apresentarem a enzima uréase

que transforma a uréia em amdnia, sendo importante esta conversao para influenciar a atividade
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nematicida e poder empregar a amonia como fertilizante (DURSKA, 2007; SIDDIQUI; IQBAL,
.. MAHMOOD, 2001).

Os mecanimos moleculares envolvidos na interagdo entre Methylobacterium
mesophilicum SR1.6/6 e a planta hospedeira ainda ndo foram elucidados, principalmente aqueles
envolvidos nos estagios iniciais da colonizagdo e no reconhecimento dos exsudatos da planta
hospedeira. Sendo assim, no presente trabalho, a expressdo de genes envolvidos no transporte de
moléculas foram avaliados durante o crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 na presenca dos
exsudados da planta e na planta hospedeira. Bactérias desenvolveram sistemas de secre¢cdo com a
finalidade de traslocar moléculas através do envoltdrio celular. Estes sistemas sdo complexos
multiproteicos que formam uma maquinaria que permite regular as trocas com 0 meio
extracelular (CHANG et al., 2014; DURAND et al., 2009; TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).
Porém essas proteinas associadas a estes sistemas podem também estar envolvidas na modulacéo
das interacOes bacterianas no ambiente (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009). Os sistemas de
secrecdo podem ser classificados em seis tipos diferentes (1, Il, 11, IV, V e VI), dependendo da
forma como é realizada a translocacdo dos fatores de invasao para a célula hospedeira (CHANG
et al., 2014). Em bactérias ndo patogénicas, como M. mesophilicum SR1.6/6, o sistema de
secrecao pode estar envolvido com o reconhecimento bactéria-planta, visto que varios sistemas
de secre¢do incluem uma maquinaria para transportar proteinas através da membrana plasmatica
do hospedeiro e, desta maneira, induzir mudancas fisioldgicas no hospedeiro que promovem a
colonizacdo (PEDROSA et al., 2011; TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009). Entre estas proteinas
secretadas, inclui os efetores e toxinas.

M. mesophilicum SR1.6/6 foi reanotado manualmente com a finalidade de identificar
genes envolvidos com o transporte de moléculas associadas a interacdo dessa bactéria endofitica
com a planta hospedeira. Foram identificados 3 sistemas de secrecdo (T1SS, T2SS e T5aSS), bem
como sistemas de translocacdo de proteinas do citosol para o espaco periplasmatico (Sistema
SEC e TAT) e bombas de efluxo multidrogas, as quais estdo envolvidas com a detoxificacdo de
moléculas provenientes da célula hospedeira e que podem estar associadas aos mecanismos de
interacdo planta-bactéria (ALVAREZ-ORTEGA; OLIVARES; MARTINEZ, 2013).

N&o foram encontrados no genoma da M. mesophilicum SR1.6/6 proteinas associadas ao
T3SS o qual esta presente em bactérias fitopatogénicas e mutualisticas e sdo importantes na
translocacdo de efetores para a célula hospedeira (OCHMAN et al., 1996; TSENG; TYLER;
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SETUBAL, 2009). O T3SS possui uma estrutura chamada injectossomo que libera fatores de
viruléncia diretamente na célula hospedeira, modulando o metabolismo e os mecanismos de
defesa da célula (GRANT et al., 2006; MOTA; CORNELIS, 2005). Este resultado mostra que a
interacdo de M. mesophilicum SR1.6/6 ndo é modulada por efetores do tipo 3, sendo
possivelmente associada a outros efetores.

O T4SS foi descrito em Agrobacterium tumefaciens (CRISTIE; CASCALES, 2005) e
Mesorhizobium loti (HUBBER; SULLIVAN; RONSON, 2006) e pode transportar &cidos
nucléicos ou proteinas para as células hospedeiras (CRISTIE; CASCALES, 2005). O T6SS
também transloca proteinas efetoras diretamente no citoplasma da célula hospedeira (FILLOUX
et al., 2008; SHRIVASTAVA; MANDE, 2008) podendo modular a resposta do hospedeiro a
presenca da bactéria. Por meio da anotacdo manual, foi observado que M. mesophilicum SR1.6/6
ndo apresenta os T4SS e T6SS, embora um ortdlogo do gene Hcp (Hemolysin coregulated
protein), o qual codifica para uma proteina que faz parte da estrutura que transfere o efetor para o
interior da célula hospedeira. A analise da expressao deste gene Hcp mostrou que foi reprimido
nas células plancténicas na presenca dos exsudados da planta, mas foi induzido quando M.
mesophilicum SR1.6/6 estava em contato (superficie ou interior) da planta hospedeira. Em
Mesorhizobium loti e Rhizobium leguminosarum o T6SS € requerido para a colonizacéo eficiente
da raiz e pode contribuir na formacédo do biofilme (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

O T1SS é formado por uma proteina de fusdo de membrana HlyD e um transportador do
tipo ABC ou também conhecida como proteina HIyB, as quais sdo codificas por genes em um
cluster. Além destas, a proteina de membrana externa TolC também esta envolvida na montagem
deste sistema de secrecdo. Em E. coli este sistema de transporte é formado pelo complexo TolC-
HlyD-HIyB. TolC é uma proteina estrutural da membrana externa, enquanto HlyD é uma proteina
de fusdo de membrana e HIyB (transportador do tipo ABC) ocupam o espaco periplasmatico e a
membrana interna, sendo a toxina HIyA, a qual é secretada como uma porteina desdodrada, o
substrato para este modelo (DELEPELAIRE, 2004; HOLLAND et al., 2005). Este sistema foi
anotado no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 e a analise da expressdo mostrou que tanto para
citros como para milho este sistema de transporte foi reprimido no tratamento plancténico e
induzido no tratamento interagdo, sugerindo que possa ser requerido para a colonizacdo da planta
hospedeira. Este sistema permite a secrecdo de proteinas de diferentes tamanhos e funcbes desde

0 citoplasma até o meio extracelular sem intermediarios periplasméaticos e por uma via direta
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(CHANG et al., 2014; DELEPELAIRE, 2004; TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).
Adicionalmente, o sistema de secre¢do do tipo | encontra-se relacionado com a interagdo entre
planta e micro-organismos (fitopatdgenos, mutualistas e endofitos (TSENG; TYLER,;
SETUBAL, 2009). No patogeno do arroz Xanthomonas oryzae pv. Oryzae a expressao da
molécula efetora AvrXa21l requer o T1SS que consta de trés proteinas RaxA, RaxB e RaxC, onde
RaxB funciona como um transportador do tipo ABC, equivalente & HIyB em E. coli, que €
secretada e detectada pela planta hospedeira (DA SILVA et al., 2004). Fatores de viruléncia tais
como metalloproteases, adesinas e glucanases sdo secretadas pelo T1SS em pat6genos como
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas axonopodis pv. citri e Xylella fastidiosa (DELEPELAIRE, 2004; REDDY et al.,
2007). Em Sinorhizobium meliloti, a proteina TolC pode afetar a simbiose, da mesma forma que
proteinas secretadas por este sistema sdo também encontradas na interacdo de Mesorhizobium loti
e Bradyrhizobium japonicum com a planta hospedeira (COSME et al., 2008; DELEPELAIRE,
2004).

No caso de micro-organismos endofiticos e mutualistas, algumas proteinas sdo secretadas
pelo T1SS e estdo envolvidas na formacdo de biofilme (RUSSO et al., 2006), pois 0 T1SS pode
secretar exopolissacarideos e proteinas que formam o biofilme. Estudos anteriores tém descrito
que a formacdo de biofilme por M. mesophilicum SR1.6/6 precede a colonizacdo endofitica
(ANDREOTE et al., 2006; ROSSETTO et al., 2011).

Sistemas de secrecdo sec-dependentes (General Secretory Pathway) constituem a maior
via de integracdo de proteinas para a membrana interna ou exportacdo para O espacgo
periplasmatico, membrana externa ou mesmo para 0 meio externo, sendo necessario para isso
intermediarios periplasméaticos para a translocacdo destas proteinas. Neste caso, estes
intermediarios podem ser os sistemas TAT (Twin Arginine Translocase) ou SEC que transferem
proteinas para o espaco periplasmatico e em seguida podem ser secretadas pelo T2SS ou T5SS
(CHANG et al., 2014; TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009). O complexo SEC é formado por
proteinas transmembranas SecY, SecE e SecG (complexo SecYEG) que juntas formam um canal
por onde proteinas sdo translocadas ou integradas as membranas, uma proteina SecA que
funciona como uma ATPase associada, que fornece energia ao sistema e controla a exportagao da
proteina ndo dobrada até o canal SecYEG. Além de proteinas auxiliares SecD, SecF e YajC que

sdo recrutadas por YidC e uma chaperona SecB que apresenta as pre-proteinas ndo dobradas a
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SecA (COLLINSON et al., 2001; COOPER et al., 2008; QINHONG et al., 2003). Os principais
substratos do sistema TAT bacteriano sdo proteinas redox envolvidas na respiracdo anaerdbica,
proteinas requeridas para biogénesis e remodelamento do envoltorio celular e proteinas de
viruléncia (LEE et al., 2006; PALMER et al., 2010). Os componentes da via de secrecdo TAT
reconhece um motivo rico em residuos de aminoacidos basicos (S-R-R-x-F-L-K) na regido N-
terminal de um cofator que contém as proteinas que séo traslocadas ao periplasma usando
gradiente de protons como fonte de energia (MULLER, 2005).

Os sistemas de secrecdo tipo 2 e 5a, juntamente com os sistemas TAT e SEC foram
anotados no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6. Estes sistemas de secre¢do sdo dependentes da
maquinaria SEC e/ou TAT para translocacdo de proteinas até o periplasma da célula bacteriana.
A linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum apresenta esses dois sistemas de secre¢do no seu
genoma agrupados em um cluster que codifica nove proteinas. Este T2SS é composto por um
nacleo de aproximadamente 12 proteinas codificadas em um operon, algumas das quais ndo estdo
presentes em todos os T2SS, sendo indispensaveis aquelas protéinas que o microrganismo
considerar necessarias para a montagem deste sistema (FILLOUX et al., 1998; PUGSLEYET et
al., 1997, SANDKVIST, 2001). O T2SS é encontrado em bactérias do filo Proteobacteria,
incluindo espécies de vida livre como simbiontes obrigatérios, podendo ser mutualistas,
comensais ou patogénicas, promovendo funcgdes especificas na interacdo das espécies com seu
meio ambiente (CIANCIOTTO, 2005; FILLOUX, 2005). No presente trabalho, a analise de
expressao mostrou que o sistema TAT foi reprimido tanto no tratamento plancténico como na
interacdo, quando comparado com o controle, tanto em milho como em citros, sugerindo ndo ser
requerido para esta interacdo. Para o sistema SEC, 4 genes (secCAEGY) foram induzidos no
tratamento planctonico, mas somente secAG foram induzidos no tratamento interagdo em citros.
Em milho, foi observado que somente houve inducdo de secEF e yajC no tratamento interacéo.
Entretanto, foi observado que T2SS foi induzido apenas no tratamento planctdnico para citros,
embora o gene que codifica a proteina F (TadC) tenha sido induzida também no tratamento
planctonico e na interagdo em milho. Esta proteina F é localizada na membrana interna e interage
com as outras proteinas da membrana interna e emprega a maquinaria SEC para recrutar as
moléculas que serdo traslocadas com a participacdo da ATPase, as pseudopilinas e a secretina
(proteina de membrana externa) (KOROTKOV et al., 2012; TSENG; TYLER; SETUBAL,
2009).
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Alguns compostos produzidos pelas plantas tém efeito antibacteriano, inibindo assim a
colonizagdo da planta por bactérias. Dessa forma, para que ocorra a colonizacdo da planta, a
bactéria precisa utilizar estratégia de detoxificacdo. Para isso, as bombas de efluxo estdo
envolvidas na protecdo contra estes compostos exsudados pela planta (ALVAREZ-ORTEGA,;
OLIVARES; MARTINEZ, 2013), e sdo requeridas pela bactéria desde os estagios iniciais da
colonizacdo (ESPINOSA-URGEL et al., 2000) e para sobreviver nos tecidos do hospedeiro
(BARABOTE et al., 2003). Estudos tém demonstrado que as bombas de efluxo sé@o importantes
nas interagcdes planta-micro-organismo, ndo somente em fitopatdgenos, mas também para outros
micro-organismos associados. As bombas de efluxo SmeAB em Sinorhizobium meliloti tem um
importante papel na competitividade da nodulagdo (EDA et al., 2011). O efeito das bombas de
efluxo nas interacbes planta-bacteria podem ser hospedeiro-especificas (ALVAREZ-ORTEGA,;
OLIVARES; MARTINEZ, 2013), visto que a bomba de efluxo BdeAB de Bradyrhizobium
japonicum é necesséria para a fixacdo de nitrogénio durante a simbiose com soja, mas nédo é
necessaria em outras plantas hospedeiras, tais com feijdo mungo e feijdo-caupi (LINDEMANN et
al.,, 2010). Em M. mesophilicum SR1.6/6 foram observados genes que codificam proteinas
relacionadas com as bombas de efluxo multidrogasda familia RND (Resistance nodulation cell
division). Foi observado que os genes acrAB foram induzidos principalmente na presenca de
citros, sugerindo que também para M. mesophilicum SR1.6/6 pode haver especificidade na
expressao desta familia de genes.

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram que a presenca da planta
hospedeira (milho e citros) estimula o crescimento da bactéria endofitica M. mesophilicum
SR1.6/6, a qual responde ativando genes especificos de transporte de moléculas. Estes
transportadores podem estar associados a obtencdo de nutrientes, detoxificacdo da célula,
reconhecimento do hospedeiro ou modulacdo da interacdo por meio da liberacdo de efetores.
Estudos posteriores com mutagénese sitio dirigida podera elucidar melhor o papel destes genes na

interacdo entre esta bactéria e a planta hospedeira.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

- Em cultura in vitro, plantulas de milho e citros, por meio do seu sistema radicular,
secretam agucares, aminoacidos, lipidios e outros compostos organicos que poderiam ser
utilizados por micro-organismos presentes na rizosfera;

- Os exsudados liberados pelas raizes de citros e milho, independentes da presenca da
plantula, induzem um aumento no crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 em condi¢fes de
laboratério;

- A cultura bacteriana na presenca das plantulas de milho e soja alcancam uma maior
densidade celular, quando comparado a cultura apenas com os exsudados sem as plantulas;

- M. mesophilicum SR1.6/6 apresenta os sistemas de secrecao do tipo I, Il e Va, além
da magquinaria de translocacdo via SEC ou TAT e bombas de efluxo multidrogas para o
transporte, translocacao e exportacdo de moléculas efetoras

- A andlise da expressdo de genes que codificam proteinas de transporte demonstrou
que ocorre regulacdo diferenciada (inducdo ou repressdo) destes genes durnate a interacao
com a planta;

- Durante a interacgdo fisica (superficie ou interior dos tecidos vegetal) da bactéria com
a planta, ocorre preferenciamente uma inducédo destes genes de transporte;

- Os resultados indicam que os sistemas de transporte sdo importantes para o

estabelecimento da interacdo entre M. mesophilicum SR1.6/6 e a planta hospedeira.
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Tabela 1A. Sequéncias de primers empregadas para Analisess da expressdo génica envolvida nos

diferentes tipos de sistema de secrec¢do para Methylobacterium mesophilicum SR 1.6/6.

Numero

Nome do Primer

Anotacéo no genoma da M.

mesophilicum SR 1.6/6

Locus tag

Sequéncia 5'- 3'

Tamanho
do

fragmento

10

11

12

13

14

Mm_5674T2SSF
Mm_5674T2SSR
Mm_5672T2SSF

Mm_5672T2SSR

Mm_5676Tipo IVF

Mm_5676Tipo IVR

Mm_4396SecYF
Mm_4396SecYR
Mm_5144SecEF
Mm_5144SecER
Mm_0449SecGF

Mm_0449SecGR
Mm_4131SecAF
Mm_4131SecAR
Mm_5750SecDF
Mm_5750SecDR
Mm_5749SecFF
Mm_5749SecFR
Mm_5751YajCF
Mm_5751YajCR
Mm_5322SecBF
Mm_5322SecBR

Mm_2912TransporABCF
Mm_2912TransporABCR

Mm_0126TolCF
Mm_0126TolCR
Mm_5301T6SSF
Mm_5301T6SSR

Sec-dependente: Tipo Il —

T2SS

Sec-dependente: Tipo Il —

T2SS

Tipo IV — (pill) Pllus

assembly

Tipo V — complexo

SecYEG; SecY

Tipo V — complexo

SecYEG; SecE

Tipo V — complexo SecYEG

SecG

Tipo V- SecA

Proteinas auxiliares SecD

Tipo V- Seck

Tipo V- YajC

Tipo V- Chaperona SecB

Sec-independente: Tipo I-

ABC transporter

Tipo I-TolC

Tipo VI - T6SS ClpV

MmSR116_5674

MmSR116_5672

MmSR116_5676

MmSR116_4396

MmSR116_5144

MmSR116_0449

MmSR116_4131

MmSR116_5750

MmSR116_5749

MmSR116_5751

MmSR116_5322

MmSR116_2912

MmSR116_0126

MmSR116_5301

TTCATCAGCTGCTGGTTGTC

ATCATCGGGCTCAAGAACAT

ACGAGGTTCTCGTAGGCTTG
GGAGCTGTTCCTGGTCAATG

TACTGGCCGACCTGAGACTT
CGAGCTTCCAAGTCGATTACA

GCACACGAAGGTCAGGTACA
CGCTGATCATCTTCTTCACG

ACGACCATCACGAAGACCAT
AACGAAGCGACCAAGAAGGT

TCGTCGTCCACCTCATCATC

AGACTGGTGGCGAAGAACAG
ACGTTGTGTGCGTCGTAGAG
ACGAGGTCGATTCAATCCTG
GCTCGTAGATCAGCACGTTG
CCTTCATGTTCGCCACCTAC
GAGCATCAGGCCCAGATAGA
GACCTGCTCAACCTGTCGAT
GCGATCTCCACCTCGATCT
GTTCGTCCTGATCTTCGTGA
GTCCAGAACGATGTGCTGTT
CGGTAGAGGCTGACGAAGTC

GAGGAGCTGTCCTTCACGTT

GGTCCCAGTGCTCGTAATTG

GTTGCTGAGCACGTTCATGT

ACGATCCGGACGACCTATCT
GAGTCGGTGAGGAGCTGG
CCGCGCCTTTCCGACATC

221

237

235

188

215

187

247

180

207

183

212

202

192

164
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15

16

17

18

20

21

22

23

24

25

Mm_2954T6SSF
Mm_2954T6SSR

Mm_0755TatBF
Mm_0755TatBR
Mm_0754TatCF
Mm_0754TatCR
Mm_3047AcrAF
Mm_3047AcrAR

MmSR116_0771AcrBF
MmSR116_0771AcrBR

Mm_1241AcrBF
Mm_1241AcrBR
Mm_1610AcrBF
Mm_1610AcrBR
Mm_1964AcrBF
Mm_1964AcrBR
Mm_2358AcrBF
Mm_2358AcrBR
Mm_3113AcrBF
Mm_3113AcrBR

Enddgeno: ZwfF

Enddgeno: ZwfR

Tipo VI - T6SS Hep

Tipo I-Sistema de
transporte TatB

Tipo I-TatC

AcrA

AcrB

AcrB

AcrB

AcrB

AcrB

AcrB

Glucose-6-phosphate 1-

dehydrogenase

MmSR116_2954

MmSR116_0755

MmSR116_0754

MmSR116_3047

MmSR116_0771

MmSR116_1241

MmSR116_1610

MmSR116_1964

MmSR116_2358

MmSR116_3113

MmSR116_3203

GAACGACAAGGCGATCGATG
ACGACGATCTCCAGCTCATC

CCTCCTGTTCGGCCTTCA

TCGACCTTCAATCCCGTTCA
ACTTGATCAACAGCGGCATC
CAACATCAAGCTCAGCGTCT
ATCAAGCAGGGCATCGACT
CCCACGGTGATCTTCTGGAA
GAACTCCTCGATCTGGCTCA
CTGATGATGCAGCTCCAGAG
GGTCTTCTCCGGCATGATCG
TCAATGACTATGCGCGACAG
GAACTGCTTCTCGACCTTGC
TGACCTTCACGCCCTATCTC
GGTGATGGTCGAGAGGATGT
CTCGTCCTGATGATCCTGGG
GCTCTCCATGCTCTCGATCT
CATTCCGATCCTCCTGTCGA
CTGACCTCCTACCTGCTGTC
CATAGCTCCTGTGAAACCGC

AGCAGCTGGAACATGTGGTT
CGACGAGAGCCAGTTCTACC

225

157

197

221

195

178

209

201

226

226

231
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Tabela 2A. Genes segundo o tipo de sistema de secre¢do que amplificaram ao serem avaliados por
PCR em tempo real para plantas de milho (Zea mays), em interacdo com M. mesophilicum SR1.6/6
nos diferentes tratamentos.

Twin Arginine Sistema SEC T1SS T2SS TIPO VI MDR
(TAT)
TatB SecE Transportador T2SS Proteina E Hcp AcrB
MmSR116_0755 MmSR116_5144 ABC MmSR116_5674 MmSR116_2954 MmSR116_0771

TatC
MmSR116_0754

SecG
MmSR116_0449

SecF
MmSR116_5749
SecB
MmSR116_5322
YajC
MmSR116_5751

MmSR116_2912

T2SS Proteina F
TadC
MmSR116_5672
Pilus assembly
MmSR116_5676

AcrB
MmSR116_1964
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Tabela 3A. Genes segundo o tipo de sistema de secrecdo que amplificaram ao serem avaliados
avaliados por PCR em tempo real para plantas de citros (Citrus sinensis), em interacdo com M.

mesophilicum SR1.6/6 nos diferentes tratamentos.

Twin Arginine Sistema SEC T1SS T2SS T6SS MDR
(TAT
TatB SecE Transportador T2SS Proteina E Hcp AcrB
MmSR116_0755 MmSR116_5144 ABC MmSR116_5674 MmSR116_2954 MmSR116_0771
MmSR116_2912
TatC SecG TolC T2SS Proteina F AcrB
MmSR116_0754 MmSR116_0449 MmSR116_0126 TadC MmSR116_1964

SecF
MmSR116_5749
YajC
MmSR116_5751
SecB
MmSR116_5322
SecD
MmSR116_5750
SecY
MmSR116_4396
SecA
MmSR116_4131

MmSR116_5672
Pilus assembly
MmSR116_5676

AcrA
MmSR116_3047
AcrB
MmSR116_1241




