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RESUMO 

NEVES, A. A. C. Análises genômicas de Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 com ênfase 

na interação com a planta hospedeira. 2015. 121 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

Bactérias do gênero Methylobacterium são encontradas em associação com espécies vegetais e 

são capazes de promover o crescimento, aumentar a atividade fotossintética e reduzir a ação de 

patógenos ao hospedeiro. Além de conferir estas vantagens para a planta hospedeira, estas 

bactérias podem também produzir biopolímeros (PHA). Desta forma, os objetivos deste trabalho 

foram anotar o genoma de Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 e avaliar o seu transcritoma 

em estágio inicial da interação com Citrus sinensis. A análise do genoma mostrou que SR1.6/6 

pode produzir hormônios de crescimento vegetal, regular o estresse da planta por meio da enzima 

ACC-desaminase, apresenta sistema de monitoramento populacional pelo sistema quorum 

sensing (QS) e um metabolismo metilotrófico completo. A análise do transcritoma evidenciou 

que os exsudatos radiculares de C. sinensis induzem a expressão de genes de resposta ao estresse 

oxidativo, seguido da indução de genes de adesão e biofilme durante a colonização da planta 

hospedeira. A interação entre M. mesophilicum SR1.6/6 e a planta hospedeira envolve 

mecanismos de reconhecimento e adaptação ao estresse antes mesmo de ocorrer o primeiro 

contato físico entre a célula bacteriana e a planta hospedeira, seguido da indução de genes de 

biofilme bacteriano. Além disso, foi estudada uma metodologia para a obtenção de mutações em 

Methylobacterium spp. que permitirá a obtenção de mutantes relacionados com a interação com a 

planta. 

 

 

 

Palavras chave: Interação bactéria-planta. Endofítico. Pink-Pigment Facultative Methylotrophics 

(PPFM). Expressão gênica. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

NEVES, A. A. C. Genomic analyzes of Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 with 

emphasis on the interaction with the host plant. 2015. 121 f. Ph.D. Thesis (Biotechnology) - 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

 

Methylobacterium genus are found in association with plant species, where they are able to 

promote plant growth, increase the photosynthetic activity and reduce the incidence of pathogens 

to the host. In addition to providing these benefits to the host plant, these bacteria can also 

produce biopolymers (PHA). Thus, the aim was to annotate the genome of Methylobacterium 

mesophilicum SR1.6 / 6 and assess their transcriptome in the early stages of interaction with 

Citrus sinensis. Genome analysis showed that SR1.6 / 6 can produce auxin, reduce plant stress by 

presence of ACC-deaminase, presents population monitoring system (QS) and a complete 

methylotrophic metabolism. The transcriptomic analysis showed that C. sinensis exudates induce 

the expression of genes related to oxidative stress followed by induction of adhesion and biofilm 

genes during colonization of the host plant. The interaction between M. mesophilicum SR1.6 / 6 

and the host plant involves recognition mechanisms and adaptation to stress, even before the first 

physical contact occurs between the bacterial cell and the host plant, followed by the induction of 

bacterial biofilm genes. Furthermore, a method to generate strains carrying mutations in 

Methylobacterium spp. was developed, allowing the obtaining of mutants related to interaction 

with the plant. 

 
 

 

 

 

 

Keywords: Bacteria-plant interaction. Endophytes. Pink-Pigment Facultative Methylotrophics (PPFM). 
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RESUMO do Capítulo 1 

NEVES, A. A. C. Genoma de Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6. 54 f. Tese 

(Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2015. 

 

O gênero Methylobacterium é composto por bactérias de coloração rósea, metilotróficas facultativas 

(PPFMs) comumente encontradas em associação com plantas hospedeiras. Algumas espécies deste 

gênero são capazes de promover o crescimento vegetal, aumentar a atividade fotossintética e reduzir a 

ação de patógenos às plantas hospedeiras. Este gênero tem despertado grande interesse, pois além de 

ser capaz de colonizar diversas espécies de plantas, possui aplicação biotecnológica, tais como: 

promoção de crescimento do vegetal e produção de biopolímeros. Portanto, análises genômicas tem 

sido realizadas a fim de entender os mecanismos moleculares envolvidos na interação entre 

Methylobacterium spp. e a planta hospedeira, incluindo as estratégias que determinam a adaptação 

destas bactérias aos tecidos da planta. A linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum foi isolada do interior 

de ramos de citros (Citrus sinensis) e devido a sua interação com a planta hospedeira e, possivelmente, 

com o patógeno Xylella fastidiosa, tem sido foco de diversos trabalhos. Desta forma, os objetivos 

deste trabalho foram: i) remontar e reanotar o genoma da SR1.6/6; ii) identificar e descrever vias 

metabólicas associadas com a interação entre bactéria e a planta hospedeira no genoma de SR1.6/6. 

Foram identificados genes de vias metabólicas envolvidas no processo de associação com a planta 

hospedeira, genes envolvidos com o metabolismo metilotrófico, com a promoção de crescimento, com 

a comunicação bacteriana, formação de biofilme, reguladores, transporte de proteínas e com o sistema 

de secreção. O processo de interação bactéria planta envolve um complexo mecanismo de 

reconhecimento e adaptação dos envolvidos, e o conhecimento do genoma desta linhagem pode 

fornecer subsídios para o incremento na produção agrícola. 
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ABSTRACT of Chapter 1 

NEVES, A. A. C. Genomic of Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6. 54 f. Ph.D. Thesis 

(Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2015. 

 

The genus Methylobacterium consists of bacteria pink pigment, methylotrophic facultative (PPFMs) 

and they are commonly found in association with host plants. Some species of this genus are able to 

promote plant growth, increase the photosynthetic activity and reduce the incidence of pathogens to 

the host plants. This genus has attracted great interest, as well as being able to colonize several plant 

species, has biotechnological applications, such as plant growth promotion and production of 

biopolymers. Therefore, genomic analysis has been carried out to understand the molecular 

mechanisms involved in the interaction between Methylobacterium spp. and the host plant, including 

strategies that determine the adaptation of these bacteria to the plant tissues. M. mesophilicum SR1.6/6 

was isolated from citrus branches (Citrus sinensis) and due to its interaction with the host plant and 

possibly with Xylella fastidiosa, has been the focus of several studies. Thus, the objectives of this 

study were: i) reassemble and reannotate the genome of SR1.6/6; ii) identify and describe metabolic 

pathways associated with bacteria-plant interactions in the genome of SR1.6/6; ii) analyze the 

transcriptome of M. mesophilicum SR1.6/6 in response to interaction with the host plant. Described 

genes of metabolic pathways involved in the association process with the host plant, involved in the 

metabolism metilotrófico, growth promotion, communication bacterial, biofilm formation, regulators, 

protein transport and secretion system. The process plant bacterium interaction involves a complex 

mechanism for the recognition and adaptation, with the knowledge of the genome of this strain can 

help the agricultural. 
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Capítulo 1 – Genoma de Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 

1.1   INTRODUÇÃO 

1.1.1  O GÊNERO Methylobacterium  

O gênero Methylobacterium foi criado por Patt e colaboradores no ano de 1976. 

Atualmente, este gênero pertence à classe Alpha-proteobacteria e é formado por bactérias 

Gram negativas. Tem como espécie tipo a linhagem Methylobacterium organophilum e inclui 

51 espécies descritas (http://www.bacterio.cict.fr/m/methylobacterium.html). 

 Este gênero é caracterizado como PPFM (Pink-Pigmented Facultative 

Methylotrophics), pois, geralmente, apresentam pigmentação rósea devido a síntese de 

carotenóides (VAN DIEN et al., 2003) e possui a capacidade de utilizar compostos de apenas 

um carbono (C1) como fonte de energia, tais como, metanol e metilamina (TOYAMA et al., 

1998). Bactérias deste gênero estão distribuídas em diferentes ambientes naturais, 

colonizando o solo, ar, poeira, água (doce e salgada), sedimentos e ambientes urbanos 

(suprimento de água, banheiro e ar condicionado) (VAN AKEN et al., 2004a), são também 

frequentemente isoladas de diversas espécies de plantas (OMER et al., 2004). 

A principal característica deste grupo está na habilidade em oxidar metanol a 

formaldeído, por meio da enzima desidrogenase (MDH), a qual tem a sua subunidade maior 

codificada pelo gene mxaF. Essas bactérias apresentam como características taxonômicas, a 

forma de bastonete reto e metabolismo estritamente aeróbio, crescem ativamente em tecidos 

meristemáticos - formando populações entre 10
4
 e 10

6
 unidades formadoras de colônias 

(UFC) por grama de tecido da planta (DORONINA et al., 2002), onde podem formar 

biofilmes (ANDREOTE et al., 2006) e utilizar o metabolismo metilotrófico como vantagem 

adaptativa durante a colonização da planta hospedeira (SY et al., 2005).  

Estudos sugerem que o grau de associação entre Methylobacterium spp. e a planta 

hospedeira varia de forte ou simbiótico (JOURAND et al., 2004) a fraco ou epifítico (OMER 

et al., 2004), faixa esta que inclui também o estado intermediário de associação endofítica 

(LACAVA et al., 2004). Espécies do gênero Methylobacterium podem colonizar ativamente a 

superfície de folhas de diferentes hospedeiros (CHANPRAME et al., 1996) e colonizar 

endofiticamente hospedeiros como soja (KUKLINSKY-SOBRAL, 2003), cana de açúcar 

(ROSSETO et al., 2011), algodão (MADHAIYAN et al., 2006a), amendoim (MADHAIYAN 

et al., 2006b), citros (ARAÚJO et al., 2001, 2002), pinus (PIRTTILÄ et al., 2000; 

POHJANEN et al., 2014), eucalipto (ANDREOTE et al., 2009; DOURADO et al., 2013; 

FERREIRA et al., 2008), crotalária (SY et al., 2001), vinca, tabaco (ANDREOTE et al., 
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2006), morangos (ABANDA-NKPWATT et al., 2006), arroz (DOURADO et al., 2013; 

POONGUZHALI et al., 2008), tomate (POONGUZHALI et al., 2008) e videira (GAN et al., 

2012).  

Na agricultura, Methylobacterium spp. podem contribuir em várias aplicações 

biotecnológicas, Polaco e Holand (1991) patentearam (número US5268171) um processo 

onde M. mesophilicum pode alterar o metabolismo da planta, modificando os níveis de 

atividades enzimáticas, melhorando a performace agronômica e em 1995 esses mesmos 

autores depositaram outra patente (número US5512069) onde utilizaram Methylobacterium 

spp. para melhorar a capacidade de germinação de sementes de plantas, e também produzir 

citocininas. Verginer et al. (2010) relataram que a linhagem M. extorquens DSM 21961 pode 

in vitro aumentar a produção de dois compostos furanóide 2,5-dimetil-4-hidroxi-2H-furanona 

(DMHF) e 2,5-dimetil-4-metoxi-2H-furanona, responsáveis pelo aroma de morango, 

mostrando que a bactéria pode influenciar nesta qualidade comercial deste fruto.  

Adicionalmente ao metabolismo metilotrófico, Sy et. al., (2001) relataram a presença 

de genes da nitrogenase (nifH) e de nodulação (nodA) em linhagens de M. nodulans, 

mostrando que este grupo pode estar envolvido com o processo de fixação de nitrogênio 

atmosférico quando em associação com as plantas. Outras espécies de Methylobacterium são 

capazes de produzir fitohormônios como citocinina e auxina, e interagir com patógenos da 

planta hospedeira (ARAÚJO et al., 2002; HOLLAND, 1997; LACAVA et al., 2004; 

MADHAIYAN et al., 2006a). Cervantes-Martinez et al. (2004) verificaram que a presença da 

bactéria endofitica Methylobacterium sp. aumenta o número de estômatos, o teor de clorofila 

e o conteúdo de ácido málico em Arabidopsis thaliana, ou seja, maior atividade fotossintética.  

O gene cry1Aa de Bacillus thuringiensis, codificador de uma proteína com atividade 

tóxica específica contra insetos da ordem Lepidoptera foi clonado e expresso em M. 

extorquens, utilizando como promotor o gene mxaF. Esta bactéria foi capaz de expressar o 

gene de interesse e produzir a proteína recombinante, sugerindo que, M. extorquens pode ser 

desenvolvida para promover o crescimento vegetal e controlar pragas como insetos da ordem 

Lepidoptera (JAYASHREE et al., 2011). De um modo semelhante, pesquisadores foram 

capazes de expressar a enzima β-1,4-endoglucanase A (eglA) (a partir de Bacillus pumilus) 

em M. extorquens AR1.6/2 (FERREIRA FILHO et al., 2012), sugerindo que esta linhagem 

geneticamente modificada pode ser utilizada como um agente no controle biológico, visto 

que, a síntese desta endoglicanase juntamente com outras enzimas, tais como, pectinases e 

celulases, podem ser importante durante o processo de colonização da planta hospedeira, e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jayashree%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21274656
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posteriormente, ativar o sistema de defesa da planta hospedeira por meio da indução da 

resistência sistêmica (LEE et al., 2006; MADHAIYAN et al., 2006b). Portanto, bactérias do 

gênero Methylobacterium podem apresentar importantes papéis na manutenção do equilíbrio 

microbiológico na planta, evidenciando sua importância no desenvolvimento do hospedeiro 

em diferentes condições ambientais. 

Além do potencial das bactérias do gênero Methylobacterium na agricultura, tem sido 

estudado o seu potencial biotecnológico aplicado à biorremediação e produção de compostos 

de valor agregado, neste sentido, Van Aken et al. (2004b) isolaram uma linhagem de 

Methylobacterium sp. BJ001, capaz de degradar trinitrotolueno (TNT), um explosivos tóxico, 

sugerindo que estas bactérias possam de alguma forma, atenuar ou biodegradar in situ 

compostos de ambientes contaminados por explosivos, Shen e Wu (2007) construíram uma 

linhagem capaz de super expressar uma hidroxipiruvato redutase, componente chave no ciclo 

da serina, levando ao acúmulo de glioxilato, um composto comercialmente importante na 

fabricação de perfumes, drogas e pesticidas. Foi relatado que espécies do gênero 

Methylobacterium são também capazes de sintetizar poliéster da família PHA 

(polihidróxialcanoato) que são biopolímeros biodegradavéis (HÖFER et al., 2011; YEZZA et 

al., 2006; ZÚÑIGA et al., 2013) e também de degradarem o diclorometano (DCM, CH2Cl2), 

um solvente halogenado volátil e tóxico ,utilizado e produzido por indústrias (KEYSER et al., 

2002). 

 

1.1.2  A LINHAGEM SR1.6/6 DE Methylobacterium mesophilicum  

 A linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum foi previamente isolada como bactéria 

endofítica de ramos de Citrus sinensis (ARAÚJO et al., 2002). A avaliação da interação entre 

bactérias endofíticas em citros, sadios e com sintomas da CVC (clorose variegada dos citros) 

causada por Xylella fastidiosa, mostrou que Methylobacterium foi o gênero dominante no 

interior dos ramos de citros estudados, porém, apresentou uma variação na frequência de 

isolamento entre citros não infectados, sintomáticos (que apresentavam Xylella fastidiosa e os 

sintomas típicos da doença) e assintomáticos (que apresentavam X. fastidiosa, mas não 

apresentavam os sintomas da CVC). Os autores sugerem que M. extorquens poderia participar 

no desenvolvimento dos sintomas da CVC por favorecimento de X. fastidiosa (LACAVA et 

al., 2004). Por outro lado, a presença da bactéria endofítica Curtobacterium flaccumfaciens e 

M. mesophilicum em tecidos internos de plantas assintomáticas de citros poderia estimular a 

produção de compostos ou elicitar, de alguma forma, um aumento na resistência destas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yezza%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16752138
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plantas à X. fastidiosa ou a redução no crescimento deste fitopatógeno vascular. Neste 

sentido, o estudo de interação in vitro comprovou que M. mesophilicum inibe o crescimento 

de X. fastidiosa (LACAVA et al., 2004, 2006). Dourado et al., 2015 observaram que alguns 

genes relacionados ao crescimento de X. fasdiosa foram reprimidos na presença de M. 

mesophilicum e neste contexto, uma das hipóteses seria a diminuição de formação de biofilme 

por X. fastidiosa quando em interação com M. mesophilicum durante a colonização da planta.  

 A interação de M. mesophilicum e X. fastidiosa foi também estudada em outros 

modelos de plantas (p.e. Catharanthus roseus e Nicotiana clevelandii), mostrando que M. 

mesophilicum é capaz de colonizar o xilema das plantas hospedeiras e pode alterar a 

comunidade endofítica local, assim, podendo viabilizar o seu uso no controle de X. fastidiosa 

(ANDREOTE et al., 2006), visto que pode ser transmitida de planta para planta por meio da 

cigarrinha Bucephalogonia xanthophis (GAI et al., 2009), um dos vetores da doença CVC que 

transmite X. fastidiosa. Estes resultados sugerem que M. mesophilicum pode interagir em 

diferentes momentos com o patógeno X. fastidiosa, além de colonizar a planta antes do 

estabelecimento da doença CVC na planta hospedeira. Entretanto, mais estudos são 

necessários para compreender os mecanismos moleculares e bioquímicos envolvidos neste 

processo. 

 Rampelotti et al. (2010) sugeriram que M. mesophilicum pode se manter viável 

também no interior de lagartas (Spodoptera frugiperda) ao se alimentarem de ração infectada 

com esta bactéria, este trabalho indicou que a transferência de bactérias endofíticas 

modificadas (que expresse algum gene letal para insetos) da planta para o inseto pode ser uma 

estratégia a ser desenvolvida para o controle de pragas.  

Embora M. mesophilicum possa colonizar diversas espécies de plantas, o sucesso da 

colonização de bactéria da espécie M. mesophilicum varia de acordo com a espécie da planta e 

de seu estágio de desenvolvimento, o que refletiria em diferentes mecanismos de defesa das 

plantas hospedeiras (ANDREOTE et al., 2010; DOURADO et al., 2013).  

Estudos bioquímicos e moleculares com M. mesophilicum foram realizados por 

Pomini et al. (2009) que identificaram e caracterizaram a produção de 6 tipos diferentes de 

acil-homoserinas-lactonas (AHL) em M. mesophilicum SR1.6/6. As AHLs são indutores, 

importantes moléculas sinalizadoras produzidas por bactérias, que fazem parte de um sistema 

denominado Quorum Sensing (QS), essencial na organização de comunidades bacterianas.  

Dourado et al., 2013 observaram em M. mesophilicum SR1.6/6 a repressão de um gene 

envolvido com proteção celular contra danos oxidativos, o gene crtI, quando em interação 
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com eucalipto e arroz, entretanto, foi observado a indução de genes envolvidos com atividade 

de catalase e glutationa quando em interação com soja, sugerindo que estas atividades são 

essenciais para adaptação da bactéria com os exsudatos da planta na fase inicial da interação 

(ARAUJO et al., 2015). 

 Embora estudos tenham sido realizados a fim de desvendar os mecanismos 

moleculares envolvidos na interação entre Methylobacterium spp. e a planta hospedeira, muito 

ainda falta entender a respeito destas estratégias utilizadas pela bactéria para o seu 

reconhecimento e estabelecimento na planta hospedeira e, desta forma, o estudo da interação 

bactéria-planta descrito no capítulo 2 contribui com subsídios para um melhor entendimento 

deste mecanismo. 

 

1.1.3  TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

A utilização de técnicas moleculares para o sequenciamento de genomas possibilita o 

estudo da estrutura genômica e a predição do funcionamento do material genético de um 

organismo. A técnica de sequenciamento tem sido um dos grandes desafios da genômica e 

atualmente, tem apresentado grandes avanços, principalmente, após a chegada do 

sequenciamento de segunda geração (Next-generation DNA sequencing - NGS) que atribuiu à 

esta tecnologia, maior rapidez, melhor rendimento, maior cobertura e menor custo por base 

sequenciada, se tornando acessível a muitos laboratórios e pesquisadores, proporcionando 

uma vasta utilização desta tecnologia e por consequência resultando em um elevado número 

de genomas depositados em bancos de dados (CHAN, 2005).  

O desenvolvimento de técnicas de sequenciamento é de extrema importância para a 

ciência, no âmbito da genômica, transcritômica e proteômica, pois, através do sequenciamento 

de DNA, RNA e proteínas juntamente com a bioinformática, novos genes e vias metabólicas 

tem sido descobertos em micro-organismos. Além do que, o estudo de genoma e 

transcriptoma pode permitir um melhor entendimento dos aspectos integrados da biologia dos 

organismos, assim como inter-relações de sequências, estudos da estrutura tridimensional, 

padrões de expressões gênicas em diferentes ambientes, como por exemplo, durante a 

interação entre bactéria e a planta hospedeira, interações e funções de proteínas individuais, 

permitindo também um melhor entendimento dos organismos, além de nortear modificações 

científicas de sistemas biológicos, assim como apoiar aplicações nas áreas de medicina, 

agricultura, indústria e tecnologia (LESK, 2008).  

http://scholar.google.com.br/scholar_url?hl=pt-BR&q=http://128.197.153.21/mfk/nextgeneration.pdf&sa=X&scisig=AAGBfm18im-ZnVl6MWa-v0TmMD2zfTVXtw&oi=scholarr&ei=2yfkUaONDcTerAGn8oDIDA&ved=0CCwQgAMoATAA
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Neste contexto, um melhor conhecimento do genoma de microrganismos endofíticos 

pode auxiliar na exploração do uso do potencial destes organismos com fim agronômico e 

botecnológico. 

  

1.1.3.1 Ômicas em Methylobacterium spp. 

Atualmente, existem 22 genomas de Methylobacterium disponíveis no banco de dados 

National Center for Biotechnology Information (NCBI): M. extorquens (AM1, DM4, PA1, 

DSM13060, CM4), M. nodulans ORS2060, M. populi BJ001, M. radiotolerans JCM2831, M. 

oryzae, e 13 isolados pertencentes a espécies ainda não identificadas (Methylobacterium sp: 4-

46, GXF4, MB200, 77, WSM2598, 285MFTsu5.1, 10, B1, B34, 88A, L2-4, EUR3 AL-11 e 

UNCCL110) e M. mesophilicum SR1.6/6, a qual é objeto de pesquisa do presente trabalho. 

Em geral Methylobacterium spp. tem sido isolada de diferentes ambientes, como: ar, 

biorreator, plantas, solo contaminado e lagos. A porcentagem de G+C destes genomas varia 

entre 60 e 72% com o tamanho entre 4.6-7.8 Mb (Tabela 1.1) (DOURADO et al., 2015). 

O sequenciamento e a anotação de genomas bacterianos auxiliam os estudos de 

transcriptomas, sendo possível identificar uma grande variedade de genes diferencialmente 

expressos durante, por exemplo, a interação entre bactéria e a planta hospedeira. Kwak et al. 

(2014) através de uma análise filogenética de 36 genes essenciais denominados housekeeping 

(CICCARELLI et al., 2006) dividiram algumas espécies de Methylobacterium em três grupos: 

1-) M. extorquens CM4, M. extorquens AM1, M. extorquens DM4, M. extorquens PA1, M. 

extorquens BJ001; 2-) M. oryzae CBMB20, M. radiotolerans JCM2831; 3-) M. nodulan 

ORS2060, Methylobacterium sp. 4-46 e relacionaram estes grupos quanto ao potencial em 

promover o crescimento de planta hospedeira. Foi bservado que o grupo (1) é o grupo que 

possui menos genes em seu genoma relacionados com a promoção de crescimento, não 

possuindo o gene acdS codificador de ACC-deaminase, fitase, e sistema liase C-P. O grupo 

(2) é o grupo que mais possui genes relacionados com a promoção de crescimento da planta, 

sendo que, dos genes avaliados, não possui apenas genes de fixação de nitrogênio, enquanto o 

grupo (3) foi o único grupo que possuia genes de fixação de nitrogênio.  

Nos último anos tem sido realizados sequenciamentos de linhagens de 

Methylobacterium isoladas de plantas. Gan et al. (2012) sequenciaram a linhagem GXF4 

isolada de fluídos de xilema de videira, e demonstraram que esta linhagem é capaz de 

produzir acil-homoserina lactona (AHL) corroborando com Pomini et al. (2009) que também 

identificou a produção de AHL em M. mesophilicum SR1.6/6. Os autores sugeriram que estes 
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sinais bacterianos de comunicação podem influenciar a colonização da planta, neste caso o 

xilema, podendo implicar na gestão de doenças de videiras, com o potencial de melhorar o 

desenvolvimento de novas abordagens para a melhoria da resistência às doenças de xilema 

(ALMEIDA; PURCELL et al., 1996). Almeida et al. (2013) sequenciaram o genoma da 

linhagem SR1.6/6 (objeto deste estudo) previamente isolada de ramos de citros foi 

sequenciado e anotado e este foi o primeiro genoma sequenciado da espécie M. mesophilicum.  

Um estudo de duas linhagens de M. extorquens (AM1 e DM4) revelou que embora os 

genomas destas duas linhagens sejam bastante similares, existe uma diferença no tamanho e 

no número de replicons entre elas, além de apresentarem conjuntos de genes específicos e 

com funções desconhecidas para cada uma das linhagens. A análise destes genomas 

evidenciou que existe variação no número de elementos de inserção - IS, assim como na 

organização de genes associados com a utilização de C1. Neste trabalho foi sugerido que os 

rearranjos genômicos e a transferência horizontal de genes são mais frequentemente 

associados com os IS, o que representa o principal mecanismo da evolução de 

Methylobacterium (VUILLEUMIER et al., 2009). Por outro lado, um estudo comparou duas 

linhagens de M. extorquens (PA1 e AM1) e mostrou que o conteúdo de G+C destas duas 

linhagens é bastante semelhantes, 68,2% e 68,5% respectivamente. Também apontou que 

cerca de 90 genes envolvidos com o metabolismo metilotrófico, compartilhados entre as 

linhagens, possui similaridade maior que 95% no nível de aminoácidos, sugerindo que estas 

duas linhagens utilizam um sistema bastante semelhante durante o crescimento em C1. 

Entretanto, quando utilizada outra a fonte de carbono, o crescimento das linhagens era 

distinto, variando bastante a taxa de crescimento. Esta diferença pode refletir na adaptação 

destas linhagens em diferentes nichos, com a capacidade em utilizar diferentes substratos 

(NAYAK; MARX, 2014). Marx et al. (2012) observaram que existe um core conservado no 

genoma de Methylobacterium spp. Neste trabalho, foram estudadas 6 linhagens (M. 

extorquens PA1; M. extorquens CM4; M. extorquens strain BJ001b; M. radiotolerans JCM 

2831; Methylobacterium sp.; M. nodulans ORS 2060) e foi observado que 5 dessas 6 

linhagens apresentavam genes conservados para as atividades de fotossíntese, incluindo genes 

envolvidos na biossíntese de bacterioclorofila e carotenóides. 

Portanto, o gênero Methylobacterium apresenta grande potencial biotecnológico, visto 

que tem sido descrito como agente de controle biológico de patógenos, produtor de moléculas 

de interesse e fitohormônios. Entretanto, para que esta possibilidade se torne realidade, se faz 

necessário uma maior compreensão de seu genoma, incluindo a comparação de genomas e 
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estudos anteriores, visando principalmente elucidar a interação com plantas e demais 

atividades potenciais.  

 

 

 

Tabela 1.1 - Características dos genomas de Methylobacterium depositados no banco de dados NCBI (DOURADO, et al 

2015). 

Organismo Linhagem 
GenBank Assembly 

ID 

Tamanho do 

genoma (Mpb) 

Conteúdo 

CG (%) 

Número de 

Genes 

M. extorquens AM1 GCA_000022685.1 6.88 68.7 5065 

M. extorquens DM4 GCA_000083545.1 6.12 68.1 5851 

M. extorquens PA1 GCA_000018845.1 5.47 68.2 4956 

M. extorquens CM4 GCA_000021845.1 6.18 68.2 5463 

M. extorquens DSM13060 GCA_000243435.2 6.67 68.30 6894 

M. mesophilicum SR1.6/6 GCA_000364445.1 6.2 69.47 6052 

M. nodulans ORS2060 GCA_000022085.1 7.78 68.9 7765 

M. populi BJ001 GCA_000019945.1 5.80 69 5492 

M. radiotolerans JCM2831 GCA_000019725.1 6.08 71.5 5839 

Methylobacterium sp 4-46 GCA_000019365.1 7.66 71.4 7145 

Methylobacterium sp GXF4 GCA_000272495.1 6.12 69.6 5976 

Methylobacterium sp MB200 GCA_000333655.1 5.77 68.9 5038 

Methylobacterium sp 77 GCA_000372825.1 4.66 66.7 4108 

Methylobacterium sp WSM2598 GCA_000379105.1 7.67 71.2 6631 

Methylobacterium sp 285MFTsu5.1 GCA_000383455.1 6.62 71 5970 

Methylobacterium sp 10 GCA_000519085.1 4.98 66.7 4285 

Methylobacterium sp B1 GCA_000333255.1 5.91 69.6 - 

Methylobacterium sp B34 GCA_000333475.1 6.93 70.4 - 

Methylobacterium sp 88A GCA_000376345.1 4.89 67.1 4274 

Methylobacterium sp L2-4 GCA_000454305.1 6.8 70.8 6255 

Methylobacterium sp EUR3 AL-11 GCA_000526475.1 7.21 71.1 6670 

Methylobacterium sp UNCCL110 GCA_000745415.1 6.61 69.7 - 
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1.2  OBJETIVO 

 Realizar a montagem, predição e anotação automática e manual do genoma de 

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6. 

  

1.2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Para alcançar o objetivo geral, o presente trabalho apresenta os seguintes objetivos 

específicos: 

(i) Realizar a remontagem do genoma de M. mesophilicum linhagem SR1.6/6 já 

sequenciado por meio de pirosequenciamento (454); 

(ii) Realizar a predicão e anotação do genoma de M. mesophilicum linhagem SR1.6/6; 

iii) Realizar a anotação funcional do genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 com ênfase 

no estudo de vias metabólicas possivelmente envolvidas com a interação bactéria-planta.  

 

1.3.   MATERIAIS E MÉTODOS  

1.3.1  MONTAGEM GENÔMICA DE M. mesophilicum SR1.6/6  

Em etapa anterior ao presente projeto o genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 foi 

sequenciado utilizando o serviço de sequenciamento DNA FLX454 Titanium/Roche 

(Branford CT, EUA). A montagem parcial deste genoma foi realizada por meio da plataforma 

gsAssembler (montagem de novo) e gsMapper (montagem ancorada a um genoma de 

referência) do programa Newbler v. 2.3, fornecido pela Roche 454. Nestas análises 

preliminares, foram obtidos 187 contigs com um total de 6.5 Mb para um genoma estimado 

em 6.8 Mb (DINI-ANDREOTE, 2011). Entretanto, estas análises não foram suficientes para o 

fechamento do genoma deste isolado e, desta forma, as leituras obtidas no sequenciamento 

foram reanalisadas em parceria com o Laboratório de Polimorfismo do DNA (LPDNA, 

UFPA), sob a coordenação do Prof. Artur Luiz da Costa da Silva.  

Os adaptadores e as sequências de baixa qualidade foram removidos com os scripts 

"sff_extract_0_2_13.py" (http://bioinf.comav.upv.es/sff_extract/), para a geração do 

"traceinfo.xml", filtrada com o script "pyseqfilter.py", considerando as leituras com 20 de 

qualidade PHRED. A estratégia de montagem utilizada combinou os softwares Velvet e Mira. 

Os scaffolds foram obtidos por curadoria e a extensão dos contigs foram realizadas com os 

softwares SeqManNGen e SeqMan (http://www.dnastar.com/). Os contigs não-extendidos 

foram mapeados utilizando Workbench CLC Genomics (CLC bio, Inc.) para a montagem de 

novo e maior extensão. 
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1.3.2  ANÁLISE DE QUALIDADE DAS SEQUÊNCIAS  

Para avaliar a qualidade das sequências, foi utilizado o programa CONSED 

(http://www.phrap.org). Esta ferramenta foi utilizada para edição e visualização da anotação 

genômica e correção dos erros oriundos do sequenciamento baseado na qualidade de cada 

base, o que permitiu a visualização do valor de PHRED de cada base, a cobertura da região 

em número de leituras, bem como a averiguação da qualidade de região inteira do genoma. 

Desse modo, o CONSED permitiu a remoção ou inserção, quando necessária, de bases ou 

regiões que apresentaram um valor PHRED não confiável. 

 

1.3.3  ANOTAÇÃO GENÔMICA DE M. mesophilicum SR1.6/6 

Após a obtenção da sequência consenso representativa do genoma de M. mesophilicum 

SR1.6/6, foi realizado a predição dos prováveis genes presentes no genoma. A predição 

gênica aliada à curadoria automática e manual são alguns dos principais passos na anotação 

de um genoma. Neste ponto, foram incorporadas todas as informações gênicas 

correspondentes ao genoma. Para isso, foi utilizada a plataforma RAST (AZIZ et al., 2008) e 

os softwares FgeneB (predição de genes) (http://linux1.softberry.com/); RNAmmer (predição 

de rRNA que utiliza o modelo: Hidden Markov Models – HMM (LAGESEN et al., 2007); 

tRNAscan-SE (predição de tRNA) (LOWE et al., 1997), Tandem Repeat Finder (predição de 

DNA repetitivo) (http://tandem.bu.edu/trf/trf/html) (BENSON, 1999) e InterProScan 

(ZDOBNOV et al., 2001) (predição de domínios e famílias de proteínas). 

  

1.3.4  ANOTAÇÃO FUNCIONAL DO GENOMA DE M. mesophilicum SR1.6/6  

 Foi realizada uma análise criteriosa dos contigs obtidos do genoma da SR1.6/6. Estes 

contigs foram submetidos à análise com o software AntiSmash 

(http://www.secondarymetabolites.org) a fim de avaliar a presença de clusters de síntese de 

metabólitos secundários. Foram estudados genes e vias metabólicas possivelmente envolvidas 

com a interação bacteria-planta, tais como: metabolismo primário, oxidação primária de 

metanol, produção de polihidróxialcanoato, biossíntese de hopanóides, auxina, ACC-

deaminase, produção e captação de sideróforos, sistema quorum sensing, degradação de 

parede celular, formação de biofilme e secreção de proteínas. Desta forma, o estudo 

aprofundado do genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 auxiliou nas análises posteriores do 

RNAseq da interação bactéria-planta (Capítulo 2). O programa utilizado para a visualização 

da organização dos genes de interesse foi o software Artemis (RUTHERFORD et al., 2000), e 
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para a busca de vias metabólicas e genes de interesse foram utilizados os portais KEGG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, disponível em http://www.genome.jp/kegg/) e 

os bancos de dados Biocyc (http://biocyc.org/) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Foi utilizado 

também o programa MEGA 6 para construção de árvores filogenéticas. 

 

1.4   RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1.4.1  MONTAGEM E ANOTAÇÃO GENÔMICA DE M. mesophilicum SR1.6/6 

O genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 foi sequenciado utilizando o serviço de 

sequenciamento de DNA FLX454 Titanium/Roche em etapa anterior ao presente trabalho. 

Utilizando os dados já obtidos foi realizada uma reanalise a qual verificou um total de 

253,143,785 bp, 635,612 reads, com uma cobertura genômica de 40X. O genoma de M. 

radiotolerans JCM2831 foi utilizado como referência durante o processo de montagem. 

 Após esta análise de qualidade  PHRED 20, o número de pares de bases foi reduzido 

para 163,1845,41, com uma cobertura de genoma de 22X. A estratégia de montagem utilizada 

combinou os softwares Velvet e Mira e foram gerados um total de 1.015 contigs com N50 de 

333, 386pb. 

 Após a extensão dos contigs com os SeqManNGen e SeqMan 

(http://www.dnastar.com/) e o mapeamento com Workbench CLC Genomics (CLC bio, Inc.) 

foram obtidos 29 scaffolds com comprimento total de 6.214.449 pb, com N50 de 333.386. 

Desta forma, o genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 foi depositado em 

DDBJ/EMBL/GenBank em dezembro de 2012, sob número de acesso ANPA01000000 e 

submetido no periódico Genome Announcements em 3 de maio de 2013 e publicado em 20 de 

junho de 2013 (ALMEIDA et al., 2013 - Anexo A). 

Por meio dos softwares utilizados para a anotação genômica foi observado que o 

genoma de M. mesophilicum (SR1.6/6) possui cerca de 6,214,449 bp contendo 5945 ORFS. A 

porcentagem G+C é equivalente a 69.47% e possui 46 tRNAs, 4 rRNA genes e 57 

pseudogenes. 

 A anotação revelou que dos 29 contigs gerados na montagem do genoma para a 

melhor visualização, esta análise gerou um total de 6.151 características anotadas, sendo 

6.096 equivalentes a CDS (sequências, codificadoras) e 55 equivalentes a RNA (tRNA, rRNA 

e outros pequenos RNAs). Desta forma, os genes anotados foram subalocados em subsistemas 

por meio do software RAST, que reconheceu 3.022 com funcões específicas (Figura 1.1), 

fornecendo uma visão qualitativa destes genes anotados de acordo com sua função ou grupo 
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pré-estabelecido. Foi observado que 14% dos genes foram subalocados no subsistema 

envolvidos com a utilização de carboidratos, 12% com síntese de aminoácidos, 9% com 

cofatores, grupos proteícos e pigmentos e 6% com respiração. Esta análise automática é 

interessante, pois, fornece uma visão geral, porém, é uma análise resumida sobre o genoma 

em questão, sendo necessário uma análise criteriosa e manual dos processos de interesse.  

 

 

 

Figura 1.1 Distribuição dos genes anotados por meio da plataforma RAST de acordo com sua categoria em cada subsistema. 

M. mesophilicum (SR1.6/6) possui cerca de 6,214,449 bp contendo 5,945 ORFS destas 3,022 alocadas em subsistemas. 
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1.4.2  ANOTAÇÃO FUNCIONAL: GENES ENVOLVIDOS NA INTERAÇÃO COM A 

PLANTA 

1.4.2.1 Metabolismo Primário e Metilotrófico 

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 é uma bactéria metilótrófica facultativa, ou 

seja, é capaz de utilizar compostos C1 como fonte de carbono o que as confere uma vantagem 

adaptativa durante a colonização de ambientes específicos, como por exemplo, a superfície e 

o interior da planta hospedeira. Por meio do metabolismo metilotrófico de Methylobacterium 

spp. pode também ocorrer acúmulos e produção de compostos de valor agregado como, por 

exemplo, o polihidroxialcanoato (PHA).  

 

1.4.2.1.1 Oxidação primária de metanol 

O primeiro processo para a utilização de metanol como fonte de carbodo é a oxidação 

primária do metanol, processo que converte metanol à formaldeído. Esta habilidade confere 

vatagem adaptativa as bactérias, especialmente durante a colonização da filosfera. Durante a 

síntese de parede celular, após a desmetilação da pectina, metanol é liberado pelos estômatos 

e podem ser utilizados como fonte de carbono por bactérias metilotróficas (SY et al., 2005). 

 Foi estudado a organização estrutural da via de oxidação primária de metanol no genoma 

de M. mesophilicum  SR1.6/6, os genes estão localizados em quatro clusters no cromossomo 

com organização semelhante ao do genoma de M. extorquens AM1 (CHISTOSERDOVA et 

al., 2003). O cluster 1 (2,083 kb) contém os genes mxcQ (MmSR116_1075) e mxcE 

(MmSR116_1076) que codificam um sensor quinase e um regulador de dois componentes da 

família transcricional LuxR l, respectivamente. No cluster 2 (6,167 kb), os genes 

pqqABC/DE, (ppqA; MmSR116_0199; MmSR116_0200; MmSR116_0201) relacionados 

com a biossíntese de pirroloquinolina quinona (PQQ), estão localizados 371-bp a jusante do 

gene mxbDM (MmSR116_0196; MmSR116_0197) que estão relacionado com a regulação da 

transcrição de metanol desidrogenase  (CHISTOSERDOVA et al., 2003). O cluster 3 é uma 

pequena região (2,805 kb) que contém os genes pqqF (MmSR116_4464) e pqqG 

(MmSR116_4465) também relacionados com a biossíntese de PQQ, que de acordo com 

Chistoserdova et al. (2003), sugerem que a biossíntese de PQQ ocorre em módulos 

metabólicos separados podendo participar como co-fator de outra desidrogenase em M. 

extorquens AM1. O cluster 4 (12,389-kb) é transcrito na direção oposta à dos outros genes e 

contém 14 genes (mxaFJGIRSACKLDEHB) (MmSR116_5092; MmSR116_5091; 

MmSR116_5090, MmSR116_5089; MmSR116_5088; MmSR116_5087; MmSR116_5086; 

MmSR116_5085; MmSR116_5084; MmSR116_5083; MmSR116_5082; MmSR116_5081; 
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MmSR116_5080; MmSR116_5079) que são responsáveis pela codificação dos polipeptídeos 

estruturais da metanol desidrogenase (CHISTOSERDOVA et al., 2003) (Figura 1.2). Kwak et 

al. (2014) avaliaram a presença de genes envolvidos no metabolismo do metanol em 

linhagens isoladas de plantas e de outros ambientes e foi verificado que a maioria das espécies 

de Methylobacterium avaliadas compartilham genes envolvidos com a oxidação de metanol, 

exceto a linhagem M. extorquens BJ006 que não possui o gene pqqA. 

Inúmeros projetos utilizando métodos moleculares de manipulação genética de genes 

relacionados ao metabolismo metilotrófico tem sido realizados a fim de melhorar a produção 

de compostos de interesse biotecnológico. Um exemplo, deste tipo de estudo foi a construção 

da linhagem Methylobacterium sp. MB200 capaz de super expressar o gene que codifica uma 

hidroxipiruvato redutase utilizando metanol como fonte de enegia, o que resultou no acúmulo 

de glioxilato, um composto comercialmente importante na fabricação de perfumes, drogas e 

pesticidas (SHEN; WU, 2007). Assim como a linhagem de Methylobacterium extorquens 

ATCC 55.366, estudada para a produção de biopoliester pertencente a família de 

Polihidroxialcanoato (PHA) (ORITA et al., 2014).  

Portanto, a utilização de metanol como fonte de carbono, além de ser uma vantagem 

adaptativa para a bactéria durante a colonização de diferentes ambientes, em especial, plantas, 

pode também resultar em produtos biotecnológicos com alto valor agregado. 

 

Figura 1.2. Organização de genes da via de oxidação primária de metanol de M. mesophilicum SR1.6/6, obtida pelo software 

Artemis (RUTHERFORD et al., 2000) - A) Gene mxcQ codifica um regulador quinase e pode estar envolvido da regulação 

da expressão de mxbDM e luxR/mxcE codifica para um regulador de dois componentes da família transcricional LuxR l, que 

responde a quorun sensing; B) Gene pqqF e pqqG estão envolvidos com a biossíntese de pirroloquinolina quinona porém 

ocorre em módulos metabólicos separados dos demais genes (pqqACE) podendo participar como co-fator de outra 

desidrogenase em M. extorquens AM1; C) Gene mxbD e mxbM estão envolvidos com a regulação do gene mxaF, genes 

pqqA, pqqB, pqqC e pqqE estão envolvidos com a biossíntese de pirroloquinolina quinona; D) Gene mxaB também codifica 

para dois componentes da família transcricional LuxR l, que responde a quorum sensing, no geral este cluster contem 14 

genes que são responsáveis pela codificação dos polipeptídeos estruturais da metanol desidrogenase. 
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1.4.2.1.2 Genes de polihidroxialcanoato (PHA) em SR1.6/6 

Polihidroxialcanoato (PHA) é uma família de poliéster biodegradável que pode ser 

acumulado no interior das células de algumas bactérias em forma de grânulos de carbono 

servindo como reserva energética. Este tipo de poliéster tem atraído grande interesse 

industrial (ANDERSON; DAWES, 1990), o ácido poli-3-hidroxibutírico (P3HB) é o PHA 

mais estudado para a produção de bioplástico (STEINBUCHEL, 1991). Na década de 1980, 

um isolado de espécie não identificada de Methylobacterium foi selecionada para participar da 

produção de P3HB a partir de metanol pela indústria Imperial Chemical Industries (ICI) 

(BYROM, 1987). Entretanto, devido à baixa produção de P3HB e com baixo peso molecular, 

este isolado de Methylobacterium foi desconsiderado para a produção naquele momento 

(BYROM, 1987). Porém, outros estudos continuaram a ser realizados, a fim de, melhorar os 

processos de produção de PHA por Methylobacterium spp. (KHOSRAVI-DARANI et al., 

2013; SUZUKI et al., 1986, 1988). Portanto, o gênero de Methylobacterium continua sendo 

uma alternativa para a produção de P3HB a partir de metanol. P3HB é sintetizado a partir de 

acetil-CoA em três passos enzimáticos catalizados pelas enzimas beta-ketotiolase (PhaA), 

acetoacetil-CoA redutase NADPH dependente (PhaB) e PHA sintase (PhaC). Atualmente, o 

organismo modelo para a produção de PHA é a bactéria Ralstonia eutropha (REINECKE; 

STEINBUCHEL, 2009). Desta forma, alguns genes envolvidos nesta síntese foram utilizados 

para um estudo de genes ortólogos em espécies de Methylobacterium, como os genes: phaA, 

phaB, phaC e phaR. O cluster phaR-phaAB é encontrado no genoma de todas as espécies de 

Methylobacterium estudadas incluindo a linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum 

(MmSR116_2499; MmSR116_2500, MmSR116_2501). 

O gene ortólogo putativo phaC foi detectado no genoma das linhagens de M. nodulans 

ORS 2060, Methylobacterium sp. 4-46, M. radiotolerans JCM 2831, M. oryzae CBMB200, 

M. populi BJ001, M. extorquens PA1, M. extorquens CM4 e M. mesophilicum SR1.6/6, sendo 

nesta última linhagem localizado no contig 5 (MmSR116_1934). A árvore filogenética das 

espécies estudadas baseada no gene phaC é semelhante a análise realizada com o gene 

ribossomal rDNA 16S (YEZZA et al., 2006) (Figura 1.3). 
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Figura 1.3.- Árvore filogenética de Methylobacterium spp. baseada na sequências, de proteína codificada pelo gene phaC 

alinhadas por MUSCLE com parametro neighbor-joining utilizando o programa MEGA 6. Methylocella silvestris BL2 foi 

utilizada como grupo externo. 

 

Os compostos copolímero poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P3HB-co-

3HV) aumentam o potencial de aplicações de PHA como bioplásticos uma vez que, pode ser 

alcançada uma ampla gama de propriedades termo-mecânicas (SILVA et al., 2000). Em 

Ralstonia eutropha, a síntese de monomeros 3HV a partir de acetil-CoA e propionil-CoA é 

catalisada por beta-ketotiolase, chamada BktB (SLATER et al., 1998). M. extorquens é capaz 

de produzir P3HB-co-3HV utilizando ácido valérico, álcool amílico e de forma menos 

eficiente, ácido propiônico, como co-substrato (HAYWOOD et al., 1989; KHOSRAVI-

DARANI et al., 2013; UEDA et al., 1992). A sequência do gene bktB de R. eutropha foi 

utilizada como base para identificar genes ortólogos putativos em M. mesophilicum SR1.6/6, 

e foi encontrado no contig 04 (MmSR116_1750). O gene phaA assim como o gene bktB 

codifica beta-ketotiolases.  

Como PHA são compostos de carbono que geram energia, as células bacterianas 

capazes de produzir estes polímeros devem também ser capazes de mobiliza-los quando 

necessário. A degradação intracelular de P3HB envolve despolimerases P3HB intracelulares 

bem como 3HB oligomeros hidrolases (JENDROSSEK, 2007). Tem sido descrita a existência 

de duas classes de P3HB despolimerases intracelular (phaZa and phaZd). Em R. eutropha 

existem sete P3HB despolimerases intracelular (codificada por phaZa1- 5, phaZd1 e phaZd2) 

e também duas 3HB oligomeros hidrolases (codificada por phaY1 and phaY2). Os genomas 

das linhagens de M. extorquens possui três depolimerases P3HB putativas de classe phaZa e 

três de classe phaZd, porém não possuem genes 3HB- oligômeros hidrolases (phaY), estas 

foram somente encontradas em Methylobacterium sp. 4-46 e M. radiotelarans JCM2831.  
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No genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 foi detectado a presença de genes envolvidos 

com a mobilização de P3HB como gene codificador de P3HB despolimerases intracelular da 

classe phaZa (MmSR116_1769; MmSR116_3329; MmSR116_4102). Os genes que 

codificam despolimerases P3HB intracelulares putativos da classe phaZd também foram 

detectados (MmSR116_3424; MmSR116_4522), sugerindo a possibilidade de que os genes 

de M. mesophilicum SR1.6/6 codificam de fato P3HB depolimerases extracelular. Não foram 

detectados genes que codificam 3HB oligomeros hidrolases similares a PhaY1. Entretanto, 

um gene putativo codificador de 3HB oligomeros hidrolases similar a PhaY2 

(MmSR116_1744) foi observado no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6. Korotkova e 

Lindstrom (2001) analisaram mutantes do gene pha e sugeriram que pode haver uma conexão 

entre a biossíntese de PHA e o metabolismo de compostos C1 e C2. Portanto, a mobilização 

de genes P3HB poderia ser tão importante quanto o metabolismo de metanol. 

Outro grupo proteíco relevante para o acúmulo de P3HB é a PHAsin, que são 

proteínas pequenas, anfifílicas e são encontradas na superfície dos grânulos P3HB 

(PFEIFFER; JENDROSSEK, 2012). Em R. eutropha, sete PHAsin putativas foram detectadas 

(PÖTTER et al., 2004; PFEIFFER; JENDROSSEK, 2011; PFEIFFER; JENDROSSEK, 2012; 

WIECZOREK et al., 1995;), onde a mais importante é a PhaP1. O nocaute do gene phaP1 

levou a redução do conteúdo de P3HB dentro das células bacterianas (WIECZOREK et al., 

1995), visto que o número e o tamanho dos grânulos de P3HB são determinados pelo nível de 

expressão de phaP1 (WIECZOREK et al., 1995). Mesmo utilizando diferentes genes de phaP 

de R. eutropha como base, não foi possível identificar claramente genes ortólogos putativos 

em M. mesophilicum SR1.6/6 e também em nenhuma das espécies de Methylobacterium 

avaliadas. 

 

1.4.2.1.3 Fagos e transposons 

 Uma das principais vantagens evolutivas presentes em bactérias é a transferência 

horizontal de genes, que conferem resistência a antibióticos, metais pesados dentre outras 

vantagens ambientais. Alguns desses genes podem estar presentes em transposons, que podem 

mudar de posição dentro do genoma, podendo estar contidos no cromossomo, profagos e em 

plasmídeos, permitindo a transferência deste gene para outros organismos. Vuilleumier et al. 

(2009) demonstraram que existe variação no número de elementos de inserção - IS, em duas 

diferentes linhagens de M. extorquens (AM1 e DM4), sugerindo que os rearranjos genômicos 
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e a transferência horizontal de genes são mais frequentemente associados com os IS, o que 

representa o principal mecanismo da evolução de Methylobacterium, associado 

principalmente a genes envolvidos com a disponibilização de nutrientes. 

O genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 apresentou 10 ilhas genômicas, representando 

1,24% do genoma total. Nestas ilhas genômicas foi possível identificar 17 genes relacionados 

com transposase, incluindo quatro genes da família IS3 (MmSR116_0129, MmSR116_0136, 

MmSR116_0140, MmSR116_2083), cinco gene da família IS5 (MmSR116_0132, 

MmSR116_0866, MmSR116_0867, MmSR116_4732, MmSR116_4733), três genes da 

família IS256 (MmSR116_1472, MmSR116_2948, MmSR116_2949), dois genes da família 

IS66 (MmSR116_3911, MmSR116_3912), um gene da família IS1182 (MmSR116_2217), 

um gene da família IS630 (MmSR116_2337) e um gene da família ISL3 (MmSR116_5106). 

Destes, podem ser destacados os representantes da família IS5 e IS3 que representam mais de 

90% de similaridade com uma transposase, denominada ISMex32 e ISMch2, encontradas em 

M. extorquens AM1 e M. chloromethanicum CM4, respectivamente. Futuramente, pode ser 

verificada a possibilidade de ocorrência de transferência horizontal de genes, já que esta 

transposase está contida em um plasmideo (pMCHL01) em M. chloromethanicum CM4, o que 

possibilitaria a transferência deste transposon para o cromossomo de M. mesophilicum 

SR1.6/6.  

Foram identificadas no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 sequências com 

similaridade a profago. Foi encontrado uma região de um profago incompleto no contig 6, 

contendo 9 genes na região (430324-448498pb) anotadas como proteínas hipotéticas. 

 

1.4.3 ADAPTAÇÃO AO AMBIENTE 

O gênero Methylobacterium é descrito por sua plasticidade fenotípica, que confere a 

estas bactérias a capacidade de colonizar diferentes nichos ecológicos, e interagir com  

hospedeiros, adaptando-se em diferentes ambientes. Como descrito anteriormente, algumas 

características do metabolismo de M. mesophilicum SR1.6/6 podem conferir vantagens 

adaptativas no ambiente. Entre estas características, pode ser citada a utilização de composto 

C1 como fonte de energia, o acúmulo de grânulos energéticos (PHA) no interior de suas 

células e os elementos de transposição. A linhagem SR1.6/6 possui ainda, outras importantes 

características em sua membrana, o que permite uma colonização eficiente em diferentes 

ambientes. 
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1.4.3.1 Biossíntese de hopanóides 

Hopanóides são lipídios de membrana bacteriana, que podem proteger as células em 

ambientes adversos, pois, aumenta a estabilidade e a permeabilidade da membrana bacteriana 

e confere resistência a condições de estresse incluindo pH, temperatura, exposição a 

detergentes e antibióticos (WELANDER et al., 2009,2012; MALOTT et al., 2012). Moléculas 

de hopanóides, podem ainda, estarem associada com a interação bactéria-planta (LÓPES-

LARA et al., 2003). No presente trabalho, foram encontrados genes de biossíntese de 

hopanóides em M. mesophilicum SR1.6/6, (MmSR116_0117, MmSR116_1891, 

MmSR116_0118, MmSR116_0119, MmSR116_0120, MmSR116_0121, MmSR116_0122, 

MmSR116_5719, MmSR116_3697, MmSR116_3698, MmSR116_5723, MmSR116_3695, 

MmSR116_5721) (Tabela 1.2) e a organização deste cluster é bastante semelhante ao descrito 

para M. extorquens AM1 (WELANDER et al., 2012) (Figura 1.4). 

Algumas espécies bacterianas são capazes de produzir moléculas de hopanóides, e 

bactérias do gênero Methylobacterium estão incluídas neste grupo (BRADLEY et al., 2010; 

WELANDER et al., 2012). A linhagem SR1.6/6 apresentam genes de biossíntese de 

hopanóides e esses genes tem sido alvo de estudos, pois, podem estar associadas ao processo 

de adaptação entre a bactéria e a planta hospedeira. LÓPES-LARA et al. (2003) sugerem que 

os hopanóides podem estar envolvidos com a adaptação de bactérias em ambiente micro 

aeróbicos e quando há queda do valor do pH no meio de cultura, hipótese também sugerida na 

ecologia de Frankia sp. onde foi observada diferença na expressão de genes de hopanóides 

em diferentes condições de adaptação ambiental (NALIN et al., 2000). Mais estudos são 

necessários envolvendo estas moléculas e a habilidade de SR1.6/6 em colonizar a planta 

hospedeira, desta forma um estudo de expressão gênica foi realizado no capítulo 2. 
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Figura 1.4 - Organização estrutural dos genes que codificam a biossíntese de hopanóides em M. mesophilicum SR1.6/6 

obtida pelo software Artemis (RUTHERFORD et al., 2000). *proteína tolerante a tolueno; **proteína hipotética; 

***regulador transcricional da família MarR. 

 

 

Tabela 1.2 - Genes da via de Biossíntese de hopanóides anotados no genoma de SR1.6/6.  

  Síntese de hopanóides  

Locus Tag Gene Função Contig 

MmSR116_0117 hpnA hopanoid-associated sugar epimerase 2 

MmSR116_1891 hpnB Glycosyl transferase 5 

MmSR116_0118 hpnC squalene synthase 2 

MmSR116_0119 hpnD squalene synthase 2 

MmSR116_0120 hpnE squalene-associated FAD-dependent desaturase 2 

MmSR116_0121 hpnF squalene-hopene cyclase 2 

MmSR116_0122 hpnG Hopanoid-associated phosphorylase 2 

MmSR116_5719 hpnH hopanoid biosynthesis associated radical SAM protein HpnH 26 

MmSR116_3697 hpnI hopanoid biosynthesis associated glycosyl transferase protein HpnI 9 

MmSR116_3698 hpnJ hopanoid biosynthesis associated radical SAM protein HpnJ 9 

MmSR116_5723 hpnK hopanoid biosynthesis associated protein HpnK -  26 

MmSR116_3695 hpnL 
Conserved hypothetical protein, possibly involved in side chain 

formation 
9 

MmSR116_5721 hnpN hopanoid biosynthesis associated RND transporter like protein HpnN 26 

* hpnF é também denominado de gene shc 
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1.4.3.2 Estresse oxidativo 

 O primeiro estágio da interação entre bactéria e planta é o reconhecimento, seguido da 

adaptação. Normalmente os exsudatos das plantas não são considerados um estresse para a 

bactéria, entretanto, peróxido de hidrogênio, produto do estresse durante o reconhecimento do 

microrganismo pela planta, pode desencadear uma transdução de sinais nas bactérias. Uma 

análise proteômica analisou a interação entre M. extorquens (colonizando a filosfera da folha) 

e Arabidopsis thaliana (planta modelo) e foi observado a super expressão de proteínas do 

sistema antioxidante, ressaltando o aumento da expressão do regulador PhyR, que regula a 

transcrição de enzimas antioxidantes, que é um fator importante na colonização da filosfera da 

folha. O papel deste regulador foi confirmado por meio da sua deleção, resultando em 

mutantes com deficiência na colonização de plantas, mostrando que PhyR é um regulador 

chave para a adaptação epifítica de M. extorquens (GOURION et al., 2006). Esses resultados 

foram também confirmados por meio da análise de transcritoma, mostrando que o gene 

codificador de PhyR também é regulado em interações proteína-proteína, a qual é diferente de 

outros reguladores de estresse bem conhecidos, como por exemplo, σ
S
 and σ

B
, sugerindo que 

Alphaproteobacteria possui um outro mecanismo de resposta a stress (FRANCES-CHARLOT 

et al., 2009). M. mesophilicum SR1.6/6 possui o gene codificador de PhyR 

(MmSR166_1871), podendo também estar envolvido na interação desta bactéria endofítica 

com a planta hospedeira. 

Análises “Omics” revelam a importância do sistema antioxidante durante a interação 

bactéria-planta. A primeira linha de defesa do sistema antioxidante é a enzima superóxido 

dismutase, dismutando o radical superoxido (O2
-
) gerando peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

O2. Este sistema é encontrado em organismos aeróbicos e aeróbicos facultativos (ALSCHER 

et al., 1997; MCCORD; FRIDOVICH, 1969). Super óxido dismutase (SODs) podem ser 

classificadas em quatro grupos, de acordo com os seus cofatores: manganês (Mn) SOD-A, 

ferro (Fe) SOD-B, cobre/zinco (Cu/Zn) SOD-C e níquel (Ni) SOD. No genoma de M. 

mesophilicum SR1.6/6 foram encontrados dois genes superóxido dismutase, um que codifica 

FeSOD citoplasmático (MmSR166_3074) e outro que codifica Cu/ZnSOD periplasmático 

(MmSR166_5119), semelhante a M. oryzae CBMB20 (KWAK et al., 2014). 

O peróxido de hidrogênio (produto da atividade de SOD), assim como espécies 

reativas de oxigênio (ERO) gerados em outros processos celulares, como na respiração, são 

eliminado por peroxidases. Foram encontrados 12 genes que codificam para catalase no 

genoma de SR1.6/6 (MmSR166_1546, MmSR166_2273, MmSR166_3487, MmSR166_3610, 
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MmSR166_3903, MmSR166_3904, MmSR166_3977, MmSR166_3978, MmSR166_4261, 

MmSR166_4742, MmSR166_5222, MmSR166_5901), em diferentes contigs, e genes de 

peroxidases, sendo dois gpx (MmSR166_3179; MmSR166_5471) que codificam glutationa 

peroxidase, semelhante a M. oryzae CBMB20 (KWAK et al., 2014). Também foi anotado um 

gene que codifica uma glutationa sintase (GSH) (MmSR166_3592), a qual é responsável pela 

principal desintoxicação celular após a exposição a diferentes estresses. Esta GSH está 

associada ao estresse a cádmio em E. coli (MASIP et al., 2006) e em Candida tropicalis 2222 

(REHMAN; ANJUM, 2011), assim como, herbicidas acetocloro e metolacloro em linhagens 

de Enterobacter sp. (MARTINS et al., 2014) e ametrina e clomazona em Pseudomonas sp. 

(PETERS et al., 2014).  

 A glutationa redutase além de estar relacionada com a detoxificação de moléculas 

tóxicas, é também responsável pela eliminação de EROs (principalmente radical superóxido 

O2
-
 e peróxido de hidrogenio H2O2) (SCRUTTON et al., 1987), esse compostos reativos 

oxidam a glutationa, inativando essas moléculas. Glutationa redutase é a enzima que reduz a 

glutationa oxidada (GSSG) à GSH, usando NADPH (GRATÃO et al., 2005b). Semelhante ao 

genoma de M. oryzae CBMB20 (KWAK et al., 2014) em M. mesophilicum SR1.6/6 foi 

observada somente uma glutationa-dissulfeto redutase (MmSR166_1589). 

Existem funções redundantes no sistema tiol-redox, em que o mesmo processo pode 

ser realizado por diferentes enzimas (RITZ et al., 2001), por exemplo, tioredoxina e glutationa 

podem apresentar função redox semelhantes. Tioredoxina redutase catalisa a redução de 

tioredoxina dependente de NADPH (TUGGLE et al., 1985). No genoma da SR1.6/6 foram 

observados oito genes relacionados a tioredoxinas (MmSR166_0155, MmSR166_0308, 

MmSR166_0320, MmSR166_0643, MmSR166_1089, MmSR166_1790, MmSR166_2191, 

MmSR166_5486), onde MmSR166_0155 é a tioredoxina redutase. 

 Outra importante enzima envolvida no estresse oxidativo é a glutationa S-transferase, 

que usa GSH como doador de tiol e cataliza grupos de glutationa eletrofílica em diferentes 

compostos tóxicos hidrofóbicos (ALLOCATI et al., 2008; DIXON et al., 2002). A enzima 

GST é responsável por detoxificação de compostos xenobióticos, toxinas, metabólitos 

secundários, incluindo flavonóides e herbicidas (GHELFI et al., 2011). Olchanheski et al. 

(2014) mostraram que a presença de mesotrione um herbicida inibidor de 4-

hidroxifenilpiruvato dioxigenase - HPPD, necessário para a biossíntese de carotenoides e 

pode aumentar a atividade de GST. Esta GST pode apresentar diversas funções, algumas 

ainda não descrita, indicando que ainda há um grande potencial ainda não estudado para a sua 



42 

 

 

compreensão e aplicações futuras (VUILLEUMIER; PAGNI, 2002). No genoma de SR1.6/6 

foram descritos 16 genes que codificam o domínio GST proteíco ou GST putativo 

(MmSR166_0230, MmSR166_0475, MmSR166_0480, MmSR166_0532, MmSR166_0735, 

MmSR166_0875, MmSR166_1252, MmSR166_1854, MmSR166_2718, MmSR166_2774, 

MmSR166_2813, MmSR166_2924, MmSR166_3066, MmSR166_3872, MmSR166_4044, 

MmSR166_4619). 

 Outro grupo de compostos relacionado com o estresse oxidativo é o carotenóide o qual 

confere a cor rósea de Methylobacterium, e que protege os microrganismos contra estresse 

foto-oxidativo, principalmente em bactéria fotossintética (VAN DIEN et al., 2003). A fitoeno 

sintase é responsável pela biossíntese de carotenoides, sendo observado 5 fitoeno sintase (3 

crtI genes: MmSR116_0829, MmSR116_1893, MmSR116_1900; 1 ctrB MmSR116_0828 e 

1 ctrD MmSR116_0811) no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6. A presente análise 

demonstrou que SR1.6/6 apresenta um arsenal genético envolvido à resposta ao estresse 

oxidativo, o que pode conferir melhor adaptação a diferentes ambientes, incluindo as plantas 

hospedeiras. 

 

1.4.4 SR1.6/6 E A PLANTA HOSPEDEIRA  

 A linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum tem sido descrita por ser capaz de colonizar 

diferentes espécies de plantas (OMER, et al., 2004), evidenciando sua habilidade durante a 

adaptação em diferentes ambientes, especialmente, aqueles associados às plantas. Alguns 

aspectos do genoma de SR1.6/6 serão discutidos adiante, a fim de entender o sucesso de 

colonização desta linhagem, descrevendo alguns sistemas favoráveis as bactérias, o que pode 

ser essencial na adaptação a plantas hospedeiras. 

 

1.4.4.1 O sistema quorum sensing (QS) 

 Bactérias podem produzir moléculas sinalizadoras QS, um mecanismo de 

comunicação bacteriana que pode influenciar a organização de comunidades microbianas 

(CAMILLI; BASSLER, 2006), a formação de biofilme (ANBAZHAGAN et al., 2013) e a 

interação entre a bactéria e a planta hospedeira (ZÚÑIGA et al., 2013). M. mesophilicum 

SR1.6/6 possui três genes que codificam para uma monooxigenase similar a luciferase 

(MmSR116_3827, MmSR116_4453, MmSR116_5854), e 11 genes que codificam para 

reguladores transcripcionais da família LuxR (MmSR116_1076, MmSR116_1130, 
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MmSR116_1284, MmSR116_2120, MmSR116_2704, MmSR116_2993, MmSR116_3937, 

MmSR116_4112, MmSR116_5079, MmSR116_5888). 

Assim como foi descrito para o genoma de M. oryzae CBMB20 (KWAK et al., 2014) 

a linhagem SR1.6/6 também possui genes que codificam para enzimas modificadores de 

homoserina: O-acetilhomoserine (MmSR116_5807) e O-succinilhomoserina 

(MmSR116_5195). Adicionalmente Pomini et al. (2009) caracterizou seis diferentes 

homoserinas-acil-lactona (HSLs) em SR1.6/6: homólogos saturados (S)-N-dodecanoil-HSL e 

(S)-N-tetradecanoyl-HSL, uma cadeia incomum N-tridecanoil-HSL, um novo produto natural 

(S)-N-(2E)-dodecenoil-HSL, e os homólogos insaturados (S)-N-(7Z)-tetradecenoil e (S)-N-

(2E,7Z)-tetradecadienil-HSL. Portanto, este sistema QS pode estar diretamente envolvido 

com o sucesso de colonização de plantas por SR1.6/6 e a sua resposta durante a interação com 

a planta e com outras bactérias.  

 

1.4.4.2 Sistema de secreção  

 Durante o reconhecimento e a adaptação da bactéria na planta, alguns sinais são 

secretados para estabelecer a interação. Os sistemas de Secreção Sec-dependentes (General 

Secretory Pathway) constitui a maior via de exportação ou integração de proteínas para a 

membrana interna, espaço periplasmático, membrana externa ou mesmo para o meio externo 

em bactérias Gram-negativas (PEDROSA et al 2011; TSENG et al 2009). A secreção de 

proteínas desempenha um papel central nas interações bacterianas e, até o momento, seis tipos 

de sistemas de secrecão de proteínas foram descritos para bactérias Gram negativas (TSENG 

et al., 2009).  

O complexo é formado por proteínas transmembranas SecY, SecE e SecG (complexo  

SecYEG) que juntas formam um canal por onde proteínas são translocadas ou integradas às 

membranas, uma proteína SecA, uma ATPase associada que fornece energia ao sistema. Além 

de proteínas auxiliares SecD, SecF e YajC e uma chaperona SecB (COLLINSON et al,. 2001; 

COOPER et al., 2008; PUGSLEY, 1993). 

Este sistema pode modular as interações de bactérias em diferentes ambientes. Em 

bactérias não patogênicas, como M. mesophilicum SR1.6/6, o sistema de secreção pode estar 

envolvido com o reconhecimento bactéria-planta, pois um grande número de proteínas 

secretadas são destinados a entrar na célula hospedeira (efetores e toxinas), e, assim, vários 

sistemas de secreção incluem aparelhos para translocar proteínas através da membrana 
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plasmática do hospedeiro, e desta maneira podem modificar a fisiologia do hospedeiro e 

promover a colonização (PEDROSA et al., 2011; TSENG et al., 2009). 

Bendtsein et al. (2005) analisaram um grande número de genomas bacterianos e 

indicou que até 17% dos genes podem codificar para proteínas com sequências sinais para a 

via geral de secreção (GPS). O genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 possui uma ampla gama 

de genes associados com GPS, incluindo genes do tipo de secreção tipo I, II, V e VI  (T1SS, 

T2SS, T5SS e T6SS respectivamente) e não possui genes do tipo III e IV (T3SS, T4SS). Em 

bactérias Gram-negativas o sistema de secreção de algumas proteínas ocorre da membrana 

interna e externa por um único passo via Tipo I, Tipo III, Tipo IV ou Tipo VI (TSENG et al., 

2009), enquanto outras proteínas são primeiramente exportadas para o espaço periplásmico 

via sistema Sec ou transport Tat e em seguida transportadas para a membrana externa por 

meio do Tipo II, Tipo V ou menos comum, via tipo I e tipo IV (TSENG et al., 2009).  

Foram encontrados genes associados a sistemas de secreção (tipo I, II, V e VI), este 

sistema pode ser classificado como, Sec-dependente: Tipo II – T2SS (MmSR116_5674; 

MmSR116_5672), Tipo V – complexo SecYEG; SecY (MmSR116_4396), SecE 

(MmSR116_5144) e SecG (MmSR116_0449), uma proteína SecA (MmSR116_4131, 

proteínas auxiliares SecD (MmSR116_5750), SecF (MmSR116_5749) e YajC 

(MmSR116_5751), uma chaperona SecB (MmSR116_5322), e dois genes patatin 

(MmSR116_3150; MmSR166_3177), estes dois genes são descritos por fazer parte do 

sistema de secreção do tipo Vd, ainda pouco estudado, que pode estar relacionado com 

interações ambientais (LEO et al., 2012). O genoma SR1.6/6 também possui gene do Sec-

independente: Tipo I – transportador ABC de região transmembrana (MmSR116_2912) e 

TolC (MmSR116_0126), Tipo VI – T6SS (MmSR116_5301; MmSR116_2954). Foram 

encontrados um sistema de transporte TatB (MmSR116_0755) e TatC (MmSR116_0754), 

(MmSR116_0754), AcrA (MmSR116_3047) e AcrB (MmSR116_0771; MmSR116_1241; 

MmSR116_1610; MmSR116_1964; MmSR116_2358; MmSR116_3113).  

Em E. coli foi descrito que ocorre uma interação entre os componentes de transporte 

AcraA/B e o componente TolC para a expulsão de uma série de compostos tóxicos à célula 

como corantes, antibióticos e solventes orgânicos (TIKHONOVA; ZGURSKAYA, 2004). 

Este sistema de efluxo AcrA/B da família RNA, não foram encontrados nas outras linhagens 

de Methylobacterium avaliadas. 

O sistema de secreção do Tipo I é utilizado para exportar proteínas (geralmente 

proteases) em ambas as membranas (interna e externa) para o meio extracelular (Delepelaire 
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et al. 2004). No genoma da SR1.6/6, T1SS é composto pela família de proteína PrtD 

(MmSR116_2912), parte do sistema ABC e TolC (MmSR116_0126). O mecanismo de 

secreção de tipo I foi bastante estudado em grande detalhe com base em a-hemolisina (HlyA) 

encontrada em alguns Escherichia coli uropatogênica (UPEC) (THANABALU et al., 1998, 

Schmitt et al., 2003, Koronakis et al., 2000). Este sistema é conservado em bactérias 

endóficas, bem como no gênero Methylobacterium, sendo encontrado em todas as linhagens 

analisadas (M. chloromethanicum CM4, M. extorquens AM1, DM4, PA1, M. radiotolerans 

JCM2831, M.oryzae CBMB20, M. nodulans ORS2060). No sistema de secreção de tipo I a 

proteína excretada é levada para o meio externo por um translocador constituído por proteínas 

que abrangem o envelope da célula. Nos sistemas do Tipo II, IV, VI existe uma unidade de 

translocação, semelhante uma agulha, que permite a injeção direta de proteínas no citoplasma 

de células hospedeiras  (VEENENDAALETAL et al. 2007). 

Não foram encontrados genes homólogos ao sistem de secreção do Tipo III (T3SS) no 

genoma SR1.6/6. Este sistema está presente em bactérias Gram-negativas patógenas de 

animais e plantas, mas também já foi descrito em bactérias simbióticas, saprófitas e 

associativas (SCHIMIDT et al. 2012). O T3SS consiste de um aparelho que proporciona a 

secreção de uma série de proteínas efetoras (GRANT et al., 2006). As proteínas efetoras 

manipulam e controlam o metabolismo da célula hospedeira para a vantagem do agente 

patogênico e pode reprimir os mecanismos de defesa.  

Foi observado também a ausência do tipo VI - T6SS em linhagens de 

Methylobacterium, entretanto, no genoma de SR1.6/6  foi encontrado dois genes deste 

sistema: um gene pertencente a família ClpV1 (MmSR116_5301) e outro um relacionado a 

um gene pertencente a família ClpV1 (MmSR116_5301) e o outro pertencente a família 

HCP1 (MmSR116_2954). Os membros da família ClpV1 são homólogos a ClpB, uma 

ATPase associada com as funções relacionadas com chaperonas. Estes homólogos ClpB são 

relacionados com patogenicidade bacteriana, a família HCP1inclui HCP1 (proteína 

hemolisina) envolvida com virulência. Este sistema, embora esteja descrito por estarem 

envolvidos com patogenicidade e viruolência, tem sido encontrado em bactérias endofíticas e 

foi representado em um estudo de metagenoma de endófitos isolados da raiz de arroz 

(SESSITSCH et al., 2012), indicando que pode desempenhar um papel benéfico na interação 

com o hospedeiro. Um outro estudo verificou que, aproximadamente 25% de todas as 

bactérias Gram-negativas sequenciadas e analisadas dos gêneros Vibrio, Pseudomonas e 

Acinetobacter, tem genes codificadores do sistema T6SS (BOYER et al., 2009). Este sistema 
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de secreção também já foi associado com a colonização das raízes por bactérias fixadoras de 

nitrogênio e formação de biofilme (TSENG et al., 2009). 

A importância do sistema de secreção de proteínas em bactérias patogênicas assim 

como em bactérias em associação com plantas, especialmente, T3SS, T4SS e T6SS tem sido 

descrito (TSENG et al., 2009), entretanto, outros sistemas também desempenham importantes 

funções na interação. Bactérias Gram-negativas utilizam o sistema de secreção do Tipo II para 

o transporte de um grande número de proteínas secretadas do periplasma para o meio 

extracelular, este sistema tem sido encontrado em muitos genomas sequenciados de bactérias 

associadas com plantas, muitas das proteínas secretadas pelo Tipo II - T2SS são, por exemplo, 

fatores de virulência (Johnson et al. 2006), toxinas, proteases, celulases e lípases (TRUJILLO 

et al. 2014).  

 Desta forma, por meio de sinais moleculares a bactéria pode perceber sinais químicos 

liberados pelas plantas (exsudatos) e outras bactérias (moléculas QS) e assim se comunicar 

com outros organismos. Por meio desta maquinaria diversa, interagir com organismos 

presentes nos diferentes ambientes, auxiliando, por exemplo, na colonização de plantas. 

 

1.4.4.3 Proteção contra patógenos 

 Os micro-organismos endofíticos de uma forma geral podem proteger plantas 

hospedeiras contra estresse biótico e abiótico por meio da indução de resistência sistêmica, 

produção de compostos antimicrobianos e competição por nutrientes. 

 

1.4.4.3.1 Metabólitos secundários e compostos antimicrobianos 

 Lacava et al. (2004) descreveram que M. mesophilicum SR1.6/6 é capaz de inibir in 

vitro Xylella fastidiosa. Entretanto, o mecanismo envolvido neste processo ainda não foi 

elucidado. O genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 possui genes envolvidos com a síntese de 

compostos antimicrobianos tais como o gene ubiA (MmSR116_0976) que codifica para 4-

hidroxibenzoato polipreniltransferase, também identificado no genoma de M. oryzae 

CBMB20, composto este, associado com a síntese de moléculas com atividade antimicrobiana 

(KWAK et al., 2014). 

Com a utilização do software Antismash foi verificado a presença de clusters 

relacionados à síntese de metabólitos secundários. No contig 02 foi encontrado um cluster 

relacionado com a biossíntese de terpenos, um metabólito secundário bastante descrito por 

possuir atividade antimicrobiana (TOGAASHI et al., 2008), faz parte deste cluster, genes que 
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codificam uma carboxil-muconolactona descarboxilase putativa (MmSR116_0105), cadeia 

curta desidrogenase/redutase SDR (MmSR116_0106), 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase 

(MmSR116_0116), alguns genes também relacionados com a biossíntese de hopanóides, 

descrito anteriormente no item (1.4.3.2.1) também fazem parte deste custer biossintético, tais 

como hopanoide associado ao açúcar epimerase (MmSR116_0117), esqualeno sintase 

(MmSR116_0118), esqualeno sintase (MmSR116_0119), esqualeno associado desnaturase 

FAD-dependente (MmSR116_0120), esqualeno hopano ciclase (MmSR116_0121), e um gene 

regulador pertencente a família TolC secreção tipo I (MmSR116_0126) (Figura 1.5).  

No contig 05 foi encontrado um cluster de biossíntese de compostos da família 

linaridina (Figura 1.6), este cluster foi recentemente estudado por meio da bioinformática e foi 

proposto que compostos da família linaridina podem apresentar atividade antimicrobiana 

(CLAESEN et al., 2010). Segundo análise Antismash este cluster é composto por três genes 

reguladores: RNA polimerase, sigma subunidade 24 (MmSR116_1871), regulador 

transcricional (MmSR116_1876) e proteína cold-shock contendo o domínio de ligação com 

DNA (MmSR116_1885), oito genes biossintéticos: proteína transportadore de acil 

(MmSR116_1882), Beta-hidroxiacil-(proteína transportadora de acil) desidratase FabA/FabZ 

(MmSR116_1883), Beta-cetoacil sintase (MmSR116_1884), N-acetiltransferase – 

(MmSR116_1888), poliprenol-monofosfomanose sintase (MmSR116_1891), aciltransferase 

(MmSR116_1892), desidrogenase (MmSR116_1893), carbamoil fosfato sintase 

(MmSR116_1894), e dois genes relacionados ao transporte: ABC-2 transporte 

(MmSR116_1897) e proteína carreadora de ATP do transportador ABC (MmSR116_1898). 

Estes clusters devem ser melhores estudados, quanto à utilização destes metabólitos 

secundários para a inibição de patógenos. 

 

 

 

Figura 1.5 - Cluster terpeno proposto pelo software Antismash: carboxilmuconolactona decarboxilase putativo - 

MmSR116_0105; B) pequena cadeia desidrogenase/redutase SDR - MmSR116_0106; C) 1-deoxi-D-xilose-5-fosfato sintase - 

MmSR116_0116; D) açúcar epimerase associado com hopanóide - MmSR116_0117; E) esqualeno sintase - 

MmSR116_0118; F) esqualeno sintase - MmSR116_0119; G) esqualeno associado a  FAD-dependente desnaturase - 

MmSR116_0120; H) esqualeno hopano ciclase - MmSR116_0121; I) TolC familia do tipo I do sistema de secreção - 

MmSR116_0126. 
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Figura 1.6 - Cluster Linaridina proposto pelo software Antismash: A) RNA polymerase, sigma 24 subunit; B) regulador 

transcricional; C) proteína acil carreadora - MmSR116_1882; D) Beta-hidroxiacil-( proteína acil carreadora) deidratase 

FabA/FabZ - MmSR116_1883; E) Beta-ketoacil sintase - MmSR116_1884; F) cipemicina – que não foi anotado no genoma 

de SR1.6/6; G) cold-shock DNA- com domínio proteíco - MmSR116_1885; H) N-acetiltransferase - MmSR116_1888; I) 

poliprenol-monofosfomanose sintase - MmSR116_1891; aciltransferase - MmSR116_1892; J) desidrogenase - 

MmSR116_1893; L) pequena subunidade carbamoil fosfato sintase - MmSR116_1894; M)ABC-2 transportador - 

MmSR116_1897; N) transportador ABC ATP-proteína ligante - MmSR116_1898. 

 

 A produção de metabólitos secundários com ação antimicrobiana apresenta uma 

grande vantagem adaptativa, pois, principalmente em ambientes com escassez de nutrientes 

esta habilidade pode favorecer o seu estabelecimento, limitando outras populações 

microbianas. Além disso, durante a interação com a planta, poder proteger o hospedeiro 

contra ataques de patógenos. O genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 apresenta poucos 

clusters de produção de metabólitos secundários com ação antimicrobiana conhecida. 

Entretanto, foi descrito para Methylobacterium spp. a habilidade em desencadear resistência 

sistêmica no hospedeiro, protegendo assim a planta contra o ataque de patógenos 

(MADHAIYAN, et al., 2006; YIM et al., 2013).   

 

1.4.4.3.2 Formação de biofilme e a associação com inseto 

Biofilmes são aglomerados de células que juntamente com substâncias poliméricas 

extracelulares “EPS” (exopolissacarídeos) formam uma matriz aderente a superfícies, bastante 

comum durante a colonização superficial de tecidos de plantas, durante a patogênese, 

interações simbióticas e comensais (RAMEY et al., 2004).  

Lacava et al. (2004) e Gai et al. (2009) demonstraram que SR1.6/6 pode, além de 

ocupar o mesmo nicho do patógeno X. fastidiosa em citros, ser transmitida por cigarrinhas, 

um dos vetores de X. fastidiosa. Entretanto, o mecanismo envolvido durante a interação entre 

inseto- Methylobacterium sp. ainda é desconhecido. Durante a transmissão de X. fastidiosa 

para planta por meio de inseto, o patógeno deve ser retido no intestino dianteiro, seguido de 

colonização da superfície do inseto (ALMEIDA e PURCELL, 2006). Insetos adultos são 

capazes de transmitir o patógeno para plantas após meses de infecção, desde que X. fastidiosa 

seja capaz de se multiplicar dentro dos vetores (CHATTERJEE et al., 2008).  

Gai et al. (2009) observaram a presença de M. mesophilicum SR1.6/6 na cabeça do 

inseto após 24h de infecção, sugerindo que essas bactérias são capazes de colonizar o 

intestino dianteiro do inseto e se fixar na cutícula para que não se desgrudem. A maquinaria 

necessária para a colonização deste tipo de ambiente inclui algumas adesinas, que são 
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proteínas de superfície celular que ajudam a na adesão célula-a-célula ou célula-substrato. 

Existem dois tipos de adesinas: fimbrial (pili) e afimbrial (SOTO; HULTGREN, 1999). A 

adesina fimbrial são também chamadas de pili (singular de pilus) e M. mesophilicum SR1.6/6 

possui alguns genes codificadores de proteínas envolvidas com o pili tipo IV. 

Pili tipo IV bacteriano são filamentos superficiais, longos, flexíveis, envolvidos com 

diversas funções, especialmente relacionada com interação celular entre bactérias e 

hospedeiros, incluindo, a adesão de superfície, formação de biofilme, transdução de fago, 

motilidade, secreção de proteínas e quimiotaxia (BEEBY et al., 2009; GIRAUD et al., 2010; 

GUZZO et al., 2009). M. mesophilicum SR1.6/6 possui 4 genes codificadores de proteína de 

montagem do pilus Tipo IV - Pilz (MmSR116_0523; MmSR116_1946; MmSR116_3145; 

MmSR116_3545). De acordo com Guzzo et al. (2009), PilZ pode desempenhar diferentes 

papéis na biogenese de pilus de tipo IV, sendo observado em Pseudomonas aeruginosa que 

este gene é importante na biogênese do pilus e na motilidade. Um ortólogo Pilz em Neisseria 

meningitidis pode ser importante para produzir agregados bacterianos e um nocaute no gene 

Pilz em Xanthomonas campestris pv campestris reduziu ligeiramente a motilidade em ágar 

semi-sólido (GUZZO et al., 2009). 

O gene Flp/Fap (proteína fimbrial de baixo peso molecular) (MmSR116_2883) é um 

componente Flp/Tad do pilus, o qual é descrito como essencial na formação de biofilme, além 

de ser um importante fator para a virulência de muito patógenos bacterianos (NYKYRI et al., 

2013). Este componente de pilus em M. mesophilicum SR1.6/6 é um domínio putativo 

conservado similar a PilA de Rhizobium leguminosarum. Skerker e Shapiro (2000) 

identificaram que além de pilA, 6 gene adjacentes cpaA-cpaF são importantes para a 

formação do pilus em Caulobacter crescentus, uma bactéria não patogênica de vida livre. O 

gene MmSR116_2884 codifica para peptidase A24A, a qual é uma proteína prepilin tipo IV 

com um domínio conservado similar ao tipo IV prepilin peptidase CpaA de uma bactéria da 

família Bradyrhizobiaceae linhagem SG-6C.  

O gene MmSR116_5678 codifica para CpaB. O gene cpaC de Caulobacter crescentus 

tem 36% de identidade (e-value: 5e-86) com o gene MmSR116_5677 de M. mesophilicum 

SR1.6/6. O gene MmSR116_5676 codifica para CpaD. Outros genes como cpaE tem 51% de 

identidade (e-value: 3e-133) com MmSR116_5675 e o gene cpaF tem 76% de identidade (e-

value: 0.0) com MmSR116_5674. Portanto, parece que M. mesophilicum possui todos os 

genes envolvidos com a biogenese de pilus, quando comparado com os genes de Caulobacter 

crescentus (SKERKER; SHAPIRO, 2000). 

http://cienciahoje.uol.com.br/colunas/deriva-genetica/medicina-genomica-a-ciencia-de-manter-a-saude
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Não existem muitos dados a respeito da formação de biofilme durante a colonização 

de inseto por M. mesophilicum SR1.6/6, entretanto, Andreote et al. (2006) descreveram que 

M. mesophilicum forma biofilme sobre os tecidos de C. roseus e Nicotiana clevelandii, fato 

este que segundo os autores deve preceder a colonização endofítica. Alguns genes importantes 

durante a formação de biofilme descrito por Niba et al. (2007) em Escherichia coli foram 

encontrados no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 e estão descritos na Tabela 1.3. 

Niba et al. (2007) rastrearam uma biblioteca de mutantes em E. coli e identificaram 

que a maioria dos mutantes defectivos para a formação de biofilme tinham nocaute de genes 

envolvidos com a formação de flagelo. Embora uma biblioteca de mutantes não tenha sido 

avalida para M. mesophilicum SR1.6/6, a identificação destes genes (Tabela 1.3) pode sugerir 

que podem estar associados à mesma função nesta bactéria endofítica. Foi observado um gene 

anotado como codificador de uma proteína hipotética (MmSR116_2002) o qual teve 26% de 

identidade (e-value: 7e-20) com o gene flgE de Escherichia coli str. K-12 substr. W3110 e 

também cyaA - adenilato/guanilato ciclase (MmSR116_0145; MmSR116_0516; 

MmSR116_0663; MmSR116_1153; MmSR116_1294; MmSR116_3686) e crp - Crp/reguldor 

trancricional da família FNR (MmSR116_0306; MmSR116_0645), os quais são genes 

importantes para a expressão de genes de flagelo. 

 Cada flagelo consiste de um longo e fino filamento, helicoidal, com um motor rotativo 

em sua base. O motor flagelar possui diferentes proteínas estruturais e requer outras proteínas 

para a sua expressão e montagem (SOWA; BERRY, 2008). A nomenclatura dos genes foi 

unificado por Iino et al. (1988), onde o gene é designado flg, flh, fli, ou flj dependendo de sua 

localização no cromossoma bacteriano. Os produtos dos genes motA e motB são proteínas de 

membrana integrais necessárias para a rotação do flagelo de E. coli (DEAN et al., 1984). Os 

flagelos são importantes para o contato das células e as superfícies e propagação de bactérias 

ao longo de uma superfície, como mostrado por Sauer et al. (2002), onde um mutante de 

flagelo da linhagem Pseudomonas aeruginosa PA14 apresentou aderência a superfície mais 

fraca do que o isolado selvagem. Em um estudo que avaliou as mudanças globais de 

expressão gênica em Candidatus Liberibacter asiaticus em uma planta hospedeira e seu inseto 

vetor, foi observado que os genes flagelares constituiam uma importante parcela dos genes 

regulados positivamente nestes hospedeiros (YAN et al., 2013).  

M. mesophilicum SR1.6/6 também possui 7 genes dsb chamados de dissulfeto 

oxidoredutases (MmSR116_4156; MmSR116_2297; MmSR116_2296; MmSR116_1596; 

MmSR116_0297; MmSR116_0669; MmSR116_0040). Proteínas Dsb são responsáveis por 
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catalisar a formação de ligações dissulfufeto em muitas proteínas de membrana e proteínas 

exportadas, sem os quais eles não conseguem atingir sua conformação funcional (TINSLEY 

et al., 2004). Estes genes foram também descritos como responsáveis pela montagem do 

flagelo, e formação de biofilme mediado pela adesão do pilus (NIBA et al., 2007; TINSLEY 

et al., 2004). 

 Além dos genes envolvidos com a formação de flagelos, Niba et al. (2007) também 

verificaram que mutantes de E. coli para genes curli demonstraram redução na formação de 

biofilme. Curli são agregados de fibras finas, o maior componente proteíco de matriz 

extracelular produzido por muitas Enterobacteriaceae, que estão envolvidos com a adesão em 

superfície, agregados de células e formação de biofilme (BARNHART; CHAPMAN, 2006). 

M. mesophilicum SR1.6/6 apresenta quatro genes que tiveram sequencias semelhantes a genes 

curli (MmSR116_5207) com 69% de identidade ao gene csgG que codifica a produção de 

curli, em Rhodopseudomonas palustris (e-value: 5e-122); MmSR116_5208 com 50% de 

identidade com o gene csgF que codifica uma proteína de R. palustris (e-value: 5e-12); 

MmSR116_5209 apresentando 35% de identidade com o gene de R. palustris que codifica 

uma pequena subunidade de curli (e-value: 2e-04) e MmSR116_5211 com 31% de identidade 

com o gene curli de Pseudomonas resinovorans (e-value: 1e-14). 

 Agregados bacterianos estruturados em biofilmes são incorporados em uma matriz 

polimérica de exopolissacarídeo (EPS) produzidos pelas próprias bactérias, contendo canais 

cheios de água, que têm sido propostos para promover o fluxo de nutrientes e o efluxo de 

produtos residuais (ANDERSEN et al., 2007; DANESE et al., 2000; MAH; O’TOOLE, 

2001). M. mesophilicum SR1.6/6 possui genes envolvidos com a produção de EPS como, 

MmSR116_0469, que codifica a biossíntese de um exopolissacarídeo poliprenil glicosil-

fofotransferase, MmSR116_1115, que codifica uma proteína YjbE envolvida com a produção 

de exopolissacarídeo; MmSR116_1261, que codifica a síntese de exopolissacarídeo ExoD; 

MSR116_4409, que codifica uma fosfoglucomutase; MmSR116_4972, que codifica uma 

fosfoglucomutase/fosfomanomutase subunidade alfa e beta; MmSR116_0034, que codifica 

uma UTP-glicose-1-fosfato uridililtransferase. Os últimos três genes estão presentes no 

genoma de X. fastidiosa e é conhecido por estar envolvido com a produção de 

exopolissacarídeos. No genoma de SR1.6/6 também foi encontrado um gene MmSR116_2789 

(proteína tirosina kinase não específica) envolvido com o transporte de EPS.  
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 Tabela 1.3 - Genes de flagelo de Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6. 

Locus Tags Genes Anotação putative 

MmSR116_5497 flgA Flagellar basal body P-ring formation protein FlgA 

MmSR116_5009 flgB Flagellar basal body rod protein 

MmSR116_3518 flgC Flagellar basal body rod protein FlgC 

MmSR116_1925 flgD Flagellar hook capping protein 

MmSR116_5499 flgF Flagellar basal body rod protein FlgF 

MmSR116_5498 flgG Flagellar basal-body rod protein FlgG 

MmSR116_5496 flgH Flagellar basal body L-ring protein 

MmSR116_2009 flgI Flagellar P-ring protein 2 

MmSR116_2004 flgL Bacterial flagellin C-terminal helical region protein 

MmSR116_2036 flhA Flagellar biosynthesis protein FlhA 

MmSR116_5002 flhB Flagellar biosynthesis protein FlhB 

MmSR116_1923 fliF Flagellar MS-ring protein 

MmSR116_1922 fliG Flagellar motor switch protein G 

MmSR116_5003 fliG Flagellar motor switch protein FliG 

MmSR116_1921 fliH Flagellar assembly protein H 

MmSR116_2033 fliI Flagellar protein export ATPase Flil 

MmSR116_2034 fliJ Flagellar export protein FliJ 

MmSR116_5006 fliM Flagellar motor switch protein FliM 

MmSR116_5501 fliM Flagellar motor switch protein FliM 

MmSR116_5004 fliN Flagellar motor switch protein FliN 

MmSR116_1920 fliN Flagellar motor switch protein FliN 

MmSR116_1914 fliP Flagellar motor switch protein FliP 

MmSR116_0563 motA MotA/TolQ/ExbB proton channel 

MmSR116_5007 motA MotA/TolQ/ExbB proton channel 

 

 

Portanto, em comparação com o genoma de outras espécies bacterianas já estudadas, 

M. mesophilicum SR1.6/6 apresenta todo o aparato para a formação de biofilme, sendo 

sugerido que, a formação de biofilme possa ser um dos principais mecanismos utilizados para 

a colonização de diferentes espécies de plantas e de insetos que se alimentam do xilema da 

planta, como já descrito anteriormente (ANDREOTE et al., 2006; GAI et al., 2009). 

 

1.4.4.5 Promoção de crescimento de plantas 

A promoção de crescimento do vegetal por bactérias pode ocorrer por meio de 

sinergismo entre diferentes vias metabólicas. Dessa forma, a fim de estudar os possíveis 

mecanismos envolvidos na promoção de crescimento vegetal por Methylobacterium, genes 

putativamente envolvidos neste processo (ACC-desaminase, síntese de citocinina, auxina e 

produção e captação de siderofóros, solubilização de fosfato) foram anotados no genoma de 

SR1.6/6.  
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1.4.4.5.1 Produção de hormônios citocinina, ácido idol acético (AIA) e o efeito de ACC-

deaminase 

No genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 foram encontrados genes miaA, que participam 

na produção de zeatina, um tipo de citocinina (MmSR116_3107 e MmSR116_0936), genes 

do sistema cobalamina (MmSR116_5269; MmSR116_527; MmSR116_5271; 

MmSR116_4626; MmSR116_5165; MmSR116_5164; MmSR116_0456; MmSR116_0457; 

MmSR116_0458; MmSR116_0459; MmSR116_0460; MmSR116_0461; MmSR116_0462; 

MmSR116_0463; MmSR116_0464; MmSR116_0465;MmSR116_0466), descritos por 

esstarem envolvidos na interação bactéria-planta e por participarem da promoção do 

crescimento da planta hospedeira.  

O genoma de SR1.6/6 também possui o gene acdS (MmSR116_4653) codificador da 

enzima ACC-deaminase, juntamente com o seu regulador, o gene acdR (MmSR116_4654). 

Possui também 24 genes pertencentes a via de biossíntese de auxina (MmSR116_ 5790; 

MmSR116_5791; MmSR116_2250; MmSR116_2715; MmSR116_3569; MmSR116_5622; 

MmSR116_5763; MmSR116_3997; MmSR116_0038; MmSR116_4785; MmSR116_3850; 

MmSR116_4083; MmSR116_1182; MmSR116_1663; MmSR116_1639; MmSR116_ 1992; 

MmSR116_2202; MmSR116_ 2188; MmSR116_2942; MmSR116_4311; MmSR116_3979; 

MmSR116_ 4808; MmSR116_1211; MmSR116_2937). Foram anotadas três possíveis vias 

para a produção de auxina: 1- a partir de idol-3-acetonitrila, 2 - a partir de  indol-3-acetamida, 

3 - a partir de triptamina (Figura 1.7). Na primeira rota Indol-3-acetonitrila é catalisada para 

ácido indol acético por meio da enzima Nitrilase/cianida hidratase e N-aciltransferase. Na 

segunda rota, Indol-3-acetonitrila é catalisada por Nitrila-hidratase (subunidade alfa e beta) a 

Indol-3-acetamida e depois a auxina por enzimas amidases. Na terceira rota, AIA pode ser 

sintetizada por meio da triptamina e indol acetaldeido. Não foram encontradas as enzimas Trp 

decaborxilase e triptofano-2-monooxigenase para metabolizar L-Triptofano no genoma de M. 

mesophilicum SR1.6/6, assim como, no genoma de M. oryzae CBMB20 (KWAK et al., 2014).  

A produção de auxina, em especial AIA (ácido indol acético) por plantas e bactérias 

exerce um papel muito importante no processo de interação bactéria-planta. Para a planta este 

hormônio é essencial para o desenvolvimento, pois, é responsável por controlar processos 

fisiológicos, incluindo crescimento e divisão celular, diferenciação de tecidos e resposta a luz 

(PAPONOV et al., 2005). Em contrapartida, AIA bacteriana em associação com plantas 

podem também afrouxar as paredes celulares de plantas, por alongamento das células e 

favorecerem o processo de infecção de micro-organismos biotróficos (REINEKE et al., 2008). 
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Além disso, este afrouxamento da parede celular pode também aumentar a quantidade da 

exsudação radicular fornecendo nutrientes adicionais para a comunidade microbiana 

(HARDOIM et al., 2008). Dessa forma, por meio da liberação de triptofano pelas raízes 

durante a exsudação, a planta hospedeira pode induzir bactérias associadas (rizoplano e 

epifíticas) a produzirem AIA, desencadeando uma promoção de crescimento vegetal ou 

induzindo a transcrição de ACC sintase (1-aminociclopropano-1-carboxilato), por meio da 

conversão de SAM (S-adenosil metionina) à ACC e, posteriormente, a 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 endofítico que possui ACC-deaminase, 

pode diminuir os níveis de etileno diminuindo a resposta a estresse e facilitando o 

estabelecimento da interação (GLICK et al., 1998; 2013; HARDOIM et al 2008) (Figura 1.8). 

 

 

 

 

Figura 1.7 - Modelo esquemático da via de biossíntese de auxina adaptado para M. mesophilicum SR1.6/6. 
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Figura 1.8: Modelo esquemático de como a bactéria pode promover o crescimento da planta, produzinho AIA, ACC 

desaminase e controlar os níveis de etileno na planta (Glick et al 2013). 

 

 

1.4.4.5.2 Produção e captação de sideróforos  

O elemento ferro é um dos mais importantes nutrientes para o desenvolvimento de uma 

bactéria, pois, tem a capacidade de aceitar e doar elétrons, interconvertendo-se entre a forma 

férrica (Fe
3+

) e ferrosa (Fe
2+

). Esta propriedade o torna um componente muito útil em redução 

de oxigênio, no transporte de cadeias de elétrons, na catálise de reações enzimáticas, como 

por exemplo, as que estão envolvidas no metabolismo de hidrogênio, oxigênio e nitrogênio 

(NEILANDS, 1995).  

A habilidade em produzir ou captar sideróforos é uma das vantagens para o sucesso da 

colonização do microrganismo em um meio competitivo, pois torna o elemento ferro 

disponível para utilização (Miethke & Marahiel, 2007) o que também contribui para uma 

melhor colonização de raízes, caule e folhas de plantas hospedeiras (Loaces et al. 2010; 

Miethke and Marahiel 2007; Neilands 1995).  

O elemento ferro é abundante na terra, porém, é facilmente oxidado na presença de 

oxigênio e pH neutro tornando-se indisponível para ser absorvido e utilizado pelas células 

(FARALDO-GOMEZ; SAMSOM, 2003). Ferro está envolvido em importantes processos 

fisiológicos, como fotossíntese, repiração, transporte, regulação gênica, biosíntese de DNA e 

fixação biológica de nitrogênio (Krewulak & Vogel, 2008). Desta forma, bactérias que são 

capazes de capturar ou produzir sideróforo, os quais quelam íons de ferro, possui uma 

vantagem adaptativa. Para linhagens de Methylobacterium, a habilidade em produzir ou 
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capturar sideróforos é uma importante estratégia para o crescimento, para a disponibilização 

do ferro resistência a metais pesados (Van Aken and Schnoor 2004).  

Sideróforos são classificados de acordo com a maquinária enzimática envolvida em sua 

biossíntese.  Um grupo chamado NRPSs que depende de peptídeo síntase não ribossomal e 

outro grupo independente chamado NRPSs independente (Barry and Challis 2009). Algumas 

bactérias produzem sideróforos do tipo hidroxamato enquanto outras produzem o tipo catecol 

(Neilands and Nakamura, 1991). A produção de sideróforos por microrganismos pode ser 

benéfica para a planta hospedeira, pois pode inibir o crescimento de microrganismos 

patogênicos, indisponibilizando o element ferro no ambiente (Sharma and Johri 2003), e 

também pode estimular o crescimento da planta melhorando a absorção e nutrição mediada 

por ferro, aumentando a solubilidade dete elemento (Lemanceau et al., 2009). Diversos 

estudos têm mostrado que sideróforos pode também aumentar a imunidade, ativando o 

sistema de resposta a resistência sistêmica na planta por eliminação de ferro (DE 

VLEESSCHAUWER; HOFTE, 2009).  

O sistema de transporte de sideróforos em bactérias Gram-negativas é um complexo de 

três proteínas de membrana (TonB, ExbB e ExbD) o que são geralmente chamados de 

receptores dependentes de TonB (BRADBEER 1993; KASERER et al. 2008), estes 

receptores são frequentemente encontrados em bactérias Gram-negativas, incluindo 

Methylobacterium (LOPER; Buyer 1991). 

Em Pseudomonas sp.  a captação e a síntese de sideróforos são associadas com fatores de 

virulência, patogênese e competitividade no solo,especialmente em rizosfera (GHYSELS et 

al. 2005). Desta maneira, a presença de genes associados com a captação e síntese de 

sideróforos em M. mesophilicum SR1.6/6 pode ser associada a interação com a planta 

hospeira. Foi constatado a produção in vitro de sideróforos em algumas linhagens de 

Methylobacterium, como, M. extorquens AR1.6/2 (Silva-Stenico et al. 2005), M. 

phyllosphaerae CBMB-5 e MB-27 que prouem sideróforos do tipo hidroxamato (Vaidehi and 

Sekar 2012) e sete linhagens de M. extorquens, 3 linhagens de M. zatmanii, 2 linhagens de M. 

radiotolerans, 2 linhagens de M. fujisawaense e 22 linhagens de M. mesophilicum incluído a 

linhagem SR1.6/6, objeto deste estudo (Lacava et al. 2008). 

 O genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 apresenta 15 receptores dependentes de TonB 

(MmSR116_3891, MmSR116_4265, MmSR116_4861, MmSR116_4309, MmSR116_4614, 

MmSR116_4445, MmSR116_0511, MmSR116_4123, MmSR116_2650, MmSR116_2406, 

MmSR116_3374, MmSR116_3893, MmSR116_4301, MmSR116_4691 e MmSR116_3374), 
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estes receptores estão presentes em linhagens de Methylobacterium os quais desenvolvem se 

como um sistema de transporte para complexos ferro-siderofos em bactérias Gram negativas 

(GHYSELS, 2005). 

Por outro lado, bactérias podem regular o metabolismo do ferro dependendo da 

disponibilidade deste elemento no ambiente, por exemplo, Fur (Ferric-uptake regulator 

protein) controla a expressão de genes envolvidos com a aquisição de ferro, processo 

observado em E. coli (Hantke, 2001) e Salmonella typhimurium (Ernst et. al., 1978). Esta 

proteína foi encontrada no genoma de diferentes linhagens de Methylobacterium (M. populi 

BJ001, Methylobacterium sp. 4-46, Methylobacterium extorquens PA1, M. extorquens CM4, 

M. extorquens AM1, M. extorquens DM4, M. radiotolerans JCM 2831, M. oryzae CBMB20, 

M. nodulans ORS 2060), assim como en M. mesophilicum SR 1.6/6 (MmSR116_1579). 

Foram também encontrados no genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 alguns outros genes 

descritos por serem conservados em outras bactérias, como o gene phuR (MmSR116_4301) e 

hasR  (MmSR116_4691) os quais são descritos como receptores de ferro em P. aeruginosa 

com homologia com receptores TonB em SR1.6/6, o gene fpvA (ferric pioverdin receptors) 

(MmSR116_3374), uma mistura do tipo hidroxamato e catecol, envolvidos com a biossíntese 

de pioverdina, o gene pirA (MmSR116_4445) e pfeA  (MmSR116_3893) que estão 

envolvidos com receptores de sideróforos enterobactina (DRAPER, et al 2011). Genes 

envolvidos com a biossíntese de sederóforos alcaligina, como alcA (MmSR116_4826) e alcB 

(MmSR116_4827) também estão presentes no genoma das linhagens de Methylobacterium 

avaliadas, assim como em SR1.6/6. 
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Tabela 1.4 - Receptores de sideróforos TonB-dependente com domínios proteícos em Methylobacterium mesophillicum 

SR1.6/6 envolvidos com a aquisição e síntese de sideróforos. 

Locus tag Proteína Domínios protéicosTonB 

Tipo de 

sideróforo/sistema de 

captação de ferro 

MmSR116_3891  ferrichrome receptor precursor protein Receptor TonB 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_4265  TonB family protein Receptor TonB 

MmSR116_4861  TonB protein Receptor TonB 

MmSR116_4309  Ferrienterobactin_receptor Receptor TonB 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_4614  Ferrienterobactin_receptor Receptor TonB 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_4445 PirA Ferrienterobactin_receptor Receptor TonB 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_0511  Protein_TolA Receptor TonB 

 
 TonB family C-terminal domain  

MmSR116_4123  Protein_TolA Receptor TonB 

 
 Gram-negative bacterial TonB protein C-terminal  

MmSR116_2650  Outer membrane receptor for monomeric catechols Receptor TonB 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_2406  ferrichrome outer membrane transporter Receptor TonB 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_3374 FpvA ferrioxamine B receptor precursor protein Pioverdina 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_3893 PfeA Outer membrane cobalamin receptor protein  Enterobactina 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels   

MmSR116_4301 PhuR ferrichrome outer membrane transporter Pioquelina 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_4691 HasR ferrichrome receptor precursor protein Pioquelina 

 
 TonB dependent/Ligand-Gated channels  

MmSR116_1579 FuR TonB dependent/Ligand-Gated channels Supressor 

 
 Ferric uptake regulator(Fur)  

MmSR116_2044 FoxR Zeta_toxin Regulador 

MmSR116_2912 FiuR ABC transporter transmembrane region Regulador 

MmSR116_4826 AlcA L-ornithine 5-monooxygenase Alcaligina 

MmSR116_4827 AlcB Siderophore biosynthesis protein domain AlcB Alcaligina 

MmSR116_4828 NRPS Short-chain dehydrogenases/reductases (SDR)  

 
 

MbtH, amino acid adenylation domain-containing 

protein 
 

 
 

The adenylation domain of nonribosomal  

peptide 

non-ribosomal_peptide_synthetase 

Vicibactina 

 
 Phosphopantetheine attachment site  

 
 Esterase_lipase  
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1.4.4.5.3 Solubilização de fosfato  

Fósforo, depois do nitrogênio, é o segundo macronutriente mais limitante para o 

crescimento da planta, pois, está envolvido na regulação de vias metabólicas, e é o 

componente-chave de moléculas como, ácidos nucleicos, fosfolípidos, ATP, e, 

conseqüentemente, as plantas não podem crescer sem este nutrientedeste nutriente (SINGH et 

al., 2014). SR1.6/6 possui um gene phn (MmSR116_5590) que codifica o sistema C-P liase, 

também envolvido na disponibilização de fósforo, genes codificadores da enzima fitase 

(MmSR116_2248; MmSR116_1945), esta enzima fitase (mio-inositol-hexaquifosfato 

fosfohidrolase) catalisa a liberação do fosfato de fitato (mio-inositol hexaquifosfato), o qual é 

a principal forma de fósforo em grãos cereais, legumes e sementes oleaginosas (PANDEY et 

al., 2001) e representa cerca de (10–50% da quantidade de fósforo total no solo (SINGH et al., 

2014), a presença desta enzima em bactérias associadas a plantas hospedeira pode melhorar a 

nutrição de plantas disponibilização de fósforo (SINGH et al., 2014).  

1.4.5  CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Methylobacterium spp. podem ser encontradas em associação com diferentes espécies 

de plantas (OMER, et al 2004), como por exemplo, M. radiotolerans (isolada de Curcubita 

pepo), M. oryzae CBMB20 (isolada de caule de arroz), M. mesophilicum SR1.6/6 (isolada de 

Citrus sinensi)s, M. sp. GXF4 (isolada de xilema de videira), M. populis BJ001 (isolada de 

Populus  sp.), M. extorquens PA1 (isolada de Arabidopsi thaliana), M. extorquens 

DSM13060 (isolada de Pinus sylvestris), M. nodulans ORS2060 (isolada de Crotolaria sp.), 

M. sp. 46-4 (possui interação com planta, mas o seu isolamento é desconhecido) (EEVERS et 

al., 2015; DOURADO et al., 2015).   

Foi observado que muitos dos genes avaliados são conservados em todas as linhagens 

avaliadas, como por exemplo, genes envolvidos com a síntese de pqq (BCDE), regulador 

PhyR, gene shc precursor da via de síntese de hopanóides, genes phn envolvidos com a 

produção de zeatina, genes envolvidos com a formação de pilus e produção de 

exopolissacarídeos.  

Kwak et al. (2014) analisou genes essenciais de diferentes espécies de 

Methylobacterium isoladas de diferentes ambientes, e por meio de uma árvore filogenética 

dividiram as espécies em três grupos: 1-) M. extorquens CM4, M. extorquens AM1, M. 

extorquens DM4, M. extorquens PA1, M. extorquens BJ001; 2-) M. oryzae CBMB20, M. 

radiotolerans JCM2831; 3-) M. nodulans ORS2060, Methylobacterium sp. 4-46 e 

relacionaram estes grupos quanto ao potencial em promover o crescimento de planta 
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hospedeira. Desta forma, foi bservado que o grupo (1) é o grupo que possui menos genes em 

seu genoma relacionados com a promoção de crescimento, não possuindo o gene acdS 

codificador de ACC-deaminase, fitase, e sistema liase C-P. O grupo (2) é o grupo que mais 

possui genes relacionados com a promoção de crescimento da planta, sendo que, dos genes 

avaliados, não possui apenas genes de fixação de nitrogênio, enquanto o grupo (3) é o único 

grupo que possui genes de fixação de nitrogênio. O grupo 2 e o grupo 3 são compostos por 

bactérias que normalmente apresentam um nicho ecológico associado com plantas 

hospedeiras.  

Neste estudo descrito acima, os autores não incluiram a linhagem de M. mesophilicum 

SR1.6/6, desta forma, no presente trabalho esta análise filogenética foi feita novamente 

incluindo a linhagem em questão, e foi verificado que a linhagem de M. mesophilicum 

SR1.6/6 está inserida no mesmo grupo que as espécies M. oryzae CBMB20 e M. 

radiotolerans JCM2831, descrito por Kwak et al. (2014) (Figura 1.9), e que compartilha os 

mesmos genes envolvidos com a promoção de crescimento vegetal avaliados. 

 

 
Figura 1.9 - Árvore filogenética de espécies de Methylobacterium, sequencias de 7 proteínas foram concatenadas e alinhadas 

por MUSCLE com parametro neighbor-joining utilizando o programa MEGA 6. Methylocella silvestris BL2 foi utilizada 

como grupo externo. 

 

 

 

 

 Foi observado que M. populi BJ001 é a única linhagem de todas as espécies avaliadas 

que não possui gene pqqA. A espécie M. nodulans, das espécies avaliadas, é a única que não 

possui genes relacionados com fotossíntese, porém faz parte do clado de M. sp. sp-4 que 

possui genes de fixação de nitrogênio.   
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 Embora a maioria dos genes relacionados com a interação entre a bactéria e a planta 

sejam conservados, existem genes exclusivos e genes compartilhados com apenas alguns 

grupos avaliados, cada qual pode estar relacionado com o seu nicho ecológico, conferindo 

vantagens adaptativas importantes durante a colonização de cada hospedeiro, sendo que, os 

benefícios para a planta, em muitos casos, dependem das respostas da planta ao micro-

organismo, podendo estar condicionada pelo genótipo da planta. 

 O genoma de M. mesophilicum SR1.6/6 apresenta uma série de mecanimos que podem 

ser apontados como contribuintes para o sucesso da colonização da planta hospedeira, como  

produção de biofilme, e também mecanismos que podem contribuir para a proteção das 

células, como, produção de moléculas de hopanóides, agentes antioxidantes, reconhecimento 

e adaptação na planta, como, agentes antioxidantes sistema de secreção,sistema quorum 

sensing, e, ainda fornecer benefícios para a planta hospedeira, aumentando o seu crescimento 

vegetal, diminuindo os níveis de estresse da planta e controlando a ação de microrrganismos 

patogênicos (Figura 1.10).  

  

 

Figura .1.10: Modelo esquemático da interação da linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum e a planta 
hospedeira e o inseto,  cigarrinha, vetor da doença clorose variegada de citros (CVC) causada por X. 
fastidiosa. 
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RESUMO do Capítulo 2 

NEVES, A. A. C. Expressão gênica de Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 com a 

planta hospedeira Citrus sinensis. 2015. 32 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 
 

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 (PPFM), tem sido descrito por colonizar uma 

variedade de plantas de forma endófitica. Esta linhagem foi isolada de ramos de citros 

saudável e tem sido o foco de vários estudos, a fim de compreender a interação entre SR1.6/6 

e a planta hospedeira. Embora muitos estudos têm sido realizados com Methylobacterium spp. 

durante a interação com a planta hospedeira, ainda há muito a esclarecer e compreender sobre 

os mecanismos envolvidos durante a colonização da planta hospedeira. O objetivo deste 

trabalho foi analisar a expressão de genes SR1.6/6 drante o início da colonização de Citrus 

sinensis por meio da tecnologia RNAseq. M. mesophilicum SR1.6/6 foi inoculada em plantas 

de citro axênica e foram mantidos a 28ºC por 5 dias sob agitação, três diferentes tratamentos 

foram avaliados: somente SR1.6/6 (controle); células planctônicas SR1.6/6 (em contato com 

os exsudatos da plantas) e SR1.6/6 da interação (células aderidas as raizes e células 

endofíticas). Foi obtido RNA total destes tratamentos, processado e submetido a 

sequenciamento de grande escala Solid. Os resultados mostraram que no tratamento 

plactonico muitos genes de estresse oxidativo foram super expressos, enquanto no tratamento 

interação muitos genes envolvidos com a formação de biofilme e sistema quorum sensing 

foram super expressos. O primeiro passo de qualquer interação entre bactérias e plantas, 

ocorre um reconhecimento inicial, que desencadeia uma série de mecanismos mediados por 

sinais moleculares das partes envolvidas. Os genes em resposta ao stress oxidativo pode ser 

responsável pela protecção de células contra uma explosão oxidativa desencadeada pela 

planta, e estes podem ser importantes para o crescimento e a adaptação do microrganismo, em 

seguida, algumas células podem adentrar os tecidos vegetais e, portanto precisar de genes 

envolvidos na adesão de superfície o que pode ser a chave para estabelecer esta interação. 

Estudos mais aprofundados devem ser feitos sobre os reguladores, a fim de compreender o 

seu papel durante a interação planta-bactéria. 

 

 

 

 

 

Palavras chave: Pink-Pigment Facultative Methylotrophics (PPFM). Expressão gênica. 
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ABSTRACT of Chapter 2 

NEVES, A. A. C. Gene expression of the interaction of Methylobacterium mesophilicum 

SR1.6/6 and the host plant Citrus sinensis. 2015. 32 f. Ph.D. Thesis (Biotechnology) - 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

 
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 is aerobic pink-pigmented facultatively 

methylotrophic bacteria (PPFMs), it has been described to host a range of plants as 

endophythes. This strain was isolated from healthy citrus plant and it has been the focus of 

several works in order to understand the interaction between host plants and SR1.6/6. 

Although many studies have been performed with Methylobacterium spp. during interaction 

with the host plant, much remains to elucidate and understand the mechanisms involved in the 

bacterium establishment and plant colonization. The aim of this work was to analyze the 

genes expression of SR1.6/6 after the colonization in Citrus sinensis using RNAseq. M. 

mesophilicum SR1.6/6 cell suspension were inoculated in citrus axenic seedling and were 

kept at 28ºC for 5 days under agitation, three different treatments were evaluated: only 

SR1.6/6 strain (control); planktonic SR1.6/6 strain (influenced by plant exudates) and SR1.6/6 

strain during citrus root interaction. RNA of these treatments were obtained and carried to 

Solid sequencing platform. The results showed  that in planktonic  treatment many stress 

oxidative genes were up regulated, while in treatment iteraction, genes involved with biofilm 

formation and quorum sensing system were up. The first step of any interaction between 

bacteria and plant, occurs involvement and initial recognition, that triggers a series of 

mechanisms mediated by molecular signals of the parties involved. Genes in response to 

oxidative stress may be responsible for protecting cells against a burst oxidative triggered by 

the plant, and these can be important in the growth and adaptation of the microorganism to the 

host environment and then some cells can enter into plant tissues  and for this to happen some 

genes involved in surface adhesion can be key to establish this interaction. On the other hand 

regulators genes need to be more studied in order to understand its role during in bacteria-

plant interaction. 

 

 

 

 

 

Keyword: Pink-Pigment Facultative Methylotrophics (PPFM). Gene expression. 
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Capítulo 2 – Expressão gênica da interação de Methylobacterium 

 mesophilicum SR1.6/6 com a planta hospedeira Citrus sinensis 

 

2.1  INTRODUÇÃO 

2.1.1  BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS 

 Micro-organismos endofíticos são aqueles que em pelo menos uma fase de seu ciclo 

de vida coloniza o interior de tecidos vegetais sem causar qualquer dano aparente à planta 

hospedeira (PETRINI, 1991), ou ainda, micro-organismos que habitam o interior dos tecidos 

vegetais sem causar danos ao hospedeiro ou formar estruturas externas visíveis. Desta forma, 

são excluídos os micro-organismos epifíticos e fitopatogênicos (AZEVEDO; ARAUJO, 

2007). Entretanto, essas distinções de ordem didática nem sempre correspondem às 

complexas relações entre os micro-organismos e os seus hospedeiros, dependendo das 

condições ambientais, um micro-organismo classificado como endofítico pode se comportar 

como um epifítico ou um patogênico (ANDREWS; HARRIS, 2000; AZEVEDO, 1998). 

 As bactérias endofíticas possuem a capacidade de colonizar sistemicamente o 

hospedeiro, podendo habitar o apoplasto, vasos condutores e, ocasionalmente, o meio 

intracelular, sem ocasionar qualquer dano ao hospedeiro, diferentemente de bactérias 

patogênicas (HARDOIM et al., 2008; QUADT-HALLMANN et al.,1996). Por meio desta 

colonização sistêmica, estas bactérias são capazes de alterar as condições fisiológicas e 

morfológicas do hospedeiro, além de influenciar as populações de outros micro-organismos 

presentes no interior da planta (ANDREOTE et al., 2006). Embora ainda não sejam 

conhecidos todos os processos envolvidos nesta relação entre bactéria endofítica e a planta, 

sabe-se que a atividade destas bactérias podem beneficiar a planta hospedeira, aumentando o 

crescimento vegetal por meio da produção de fatores de crescimento (p.e., citocinina, auxina) 

(MEENA et al., 2012; TROTSENKO et al., 2001) protegendo contra patógenos (p.e., indução 

de resistência sistêmica ou produção de antibióticos) (LACAVA et al., 2004; HOLLAND et 

al., 1994), aumentando a atividade fotossintética (CERVANTES-MARTINEZ et al., 2004) e 

disponibilizando uma maior quantidade de nutrientes (p.e., fixando nitrogênio ou 

solubilizando fosfato), entre outros (AZEVEDO; ARAÚJO et al.,  2007; HALLMANN et al., 

1997). 

 

 

 



79 

 

 

2.1.2 INTERAÇÃO BACTÉRIA - PLANTA 

De uma forma generalista, a interação entre bactéria e a planta hospedeira pode 

ocorrer de forma, patogênica ou associativa. A forma patogênica pode ocorrer de diversas 

maneiras, geralmente, as espécies bacterianas desenvolvem métodos específicos para 

colonizarem os tecidos das plantas e utilizarem os nutrientes adquiridos para o seu próprio 

desenvolvimento, podendo ocasionar danos à planta hospedeira. Na forma associativa, a 

planta e a bactéria são beneficiadas, a bactéria pelos exsudados fornecidos pela planta 

hospedeira e a planta pela proteção contra possíveis agentes patogênicos, ou pela utilização de 

alguns compostos específicos p.e. fatores de crescimento (citocinina, auxina) (MEENA et al., 

2012; TROTSENKO et al., 2001), fósforo (SINGH et al., 2014), ferro (LOACES et al., 2010) 

fornecidos pela bactéria capazes de estimular ou auxiliar no seu crescimento e 

desenvolvimento da planta (PÜHLER et al., 2004).  

O primeiro passo da interação planta-bactéria, para a bactéria, é o reconhecimento dos 

exsudatos das plantas. Tais exsudatos são compostos principalmente por açúcares, 

aminoácidos e ácidos orgânicos, bem como flavonóides (LEFEVRE et al., 2013), estes são 

capazes de atrair micro-organismos específicos e benéficos (HARDOIM et al., 2008), e 

estabelecer uma interação bactéria-planta. Entretanto, a interação bactéria-planta envolve uma 

série de outros eventos bioquímicos, como por exemplo, grandes modificações no 

metabolismo celular, incluindo o acúmulo de metabolitos secundários e mudanças na 

fisiologia da planta (AFROZ et al., 2013; ANDREOTE et al., 2006; HAHLBROCK; 

BEDNAREK, 2003). Os mecanismos envolvidos nessa rede de eventos ainda não são muito 

bem conhecidos, e a julgar pela sua complexidade, estão longe de serem elucidados, 

entretanto, já existem alguns estudos de transcriptoma (KARUNAKARAN et al., 2009; 

FERNANDEZ et al., 2012) e proteoma (GOURION et al., 2006) que visam entender essa 

interação bactéria-planta com foco em bactéria patogênica ou simbiótica. 

Com o aumento da utilização da tecnologia de sequenciamento, muitos genomas 

bacterianos têm sido sequenciados, auxiliando nas análises de transcriptomas de 

microrganismos, resultando em uma maior identificação de genes expressos durante a 

interação com a planta hospedeira. Em Xylella fastidiosa, agente causal da clorose variegada 

dos citros, diferentes trabalhos caracterizaram funções gênicas e rotas metabólicas envolvidas 

em sua virulência e na formação de biofilme (SHI et al., 2007; 2009; DA SILVA -NETO et 

al., 2008). Bactérias simbiontes também vêm sendo alvos de estudos de transcriptomas, como 

por exemplo, em Rhizobium leguminosarum (KARUNAKARAN et al., 2009) e 



80 

 

 

Bradyrhizobium japonicum avaliando os níveis de expressão gênica em células de vida livre 

bem como aquelas em nódulos durante a fixação de nitrogênio (BECKER et al., 2004; 

BRECHENMACHER et al., 2008; PESSI et al., 2007). 

Passalacqua et al. (2009), estudaram o transcriptoma de Bacillus anthracis sob 

diferentes tempos de crescimentos sob diferentes concentrações de CO2 e O2, por meio da 

técnica de sequenciamento Solid. Foi observada uma elevada resolução no perfil de expressão 

de genes desta bactéria, a qual possibilitou a obtenção de novas sequências transcritas 

previamente não anotadas no genoma de referência. 

Neste mesmo sentido, Fernandez et al. (2012) estudaram o perfil transcripcional do 

fungo Hemileia vastatrix por meio da tecnologia 454-GS-FLEX Titanium durante a infecção 

em Coffea arabica. Este fungo é um patógeno da cultura de café e é responsável por 

limitações econômicas nesta plantação. Utilizando qPCR foi observado transcritos durante 

esta interação, como por exemplo, genes relacionados com a doença denominada ferrugem, 

genes relacionados com a formação de haustórios, gene envolvidos com fatores de 

alongamento e metabolismo. Neste trabalho, também foram sugeridos a presença de outros 

genes relacionados com a ferrugem, genes que ainda não tinham sido depositados em banco 

de dados. 

No início da década de 2000, algumas bactérias em associação com plantas fizeram 

parte do primeiro grupo de genomas sequenciados, tais como: bactérias simbióticas 

Mesorhizobium loti (KANEKO et al., 2000) e Sinorhizobium meliloti (GALIBERT et al., 

2001) e a bactéria patogênica Xylella fastidiosa (SIMPSOM et al., 2000). O que permitiu que 

Van Sluyset et al. (2002) comparassem o genoma de sete bactérias colonizadoras de plantas: 

Agrobacterium tumefaciens (GOODNER et al., 2001; WOOD et al., 2001), M. loti 

(KANEKO et al., 2000), S. meliloti (GALIBERT et al., 2001), Xanthomonas campestres pv. 

campestris (Xcc), Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) (DA SILVA et al., 2002), X. 

fastidiosa (SIMPSOM et al., 2000) e Ralstonia solanacearum (SALANOUBAT et al., 2002), 

e estudassem a estrutura genômica, principalmente quanto a organização de genes associados 

a interação bactéria-planta, genes envolvidos em sistemas de secreção, degradação de parede 

celular e respostas a estresse oxidativo. Foi observado que existem combinações diferentes de 

enzimas degradadoras de parede celular e genes relacionados a estresse oxidativo em todos os 

genomas estudados, como também foi observado que um total de 19 genes envolvidos em 

funções de manutenção da célula é comumente encontrado em todos os genomas estudados.  
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Outro estudo de interação bactéria-planta analisou a alteração da expressão gênica da 

planta (Arabidopsis thaliana) quando inoculada com P. fluorescens e foi observado o 

aumento na expressão de genes envolvidos com metabolismo, transdução de sinais e resposta 

ao estresse (WANG et al., 2005). Neste contexto, uma análise proteômica analisou a interação 

entre Methylobacterium extorquens (colonizando a filosfera da folha) e Arabidopsis thaliana 

(planta modelo) e observou a superexpressão de proteínas do sistema antioxidante, 

ressaltando o aumento da expressão do regulador PhyR como um fator importante na 

colonização da filosfera da folha (GOURION et al., 2006). 

Desta forma, estudos de interação tem demonstrado que a presença de micro-

organismos no interior de tecidos vegetais (colonizando endofíticamente) pode aumentar a 

aptidão da planta, como descrito anteriormente. E apesar de serem descritos um grande 

número de micro-organismo com potencial a serem fitopatogênicos, a maioria dessas 

interações permanecem assintomáticas, devido a um elaborado sistema de defesa da planta 

(LIPKA; PANSTRUGA, 2005) e equilíbrio da comunidade microbiana (ANDREOTE et al., 

2006). Alguns trabalhos mostram que durante a interação bactéria-planta, ocorre uma 

mudança no perfil transcricional de ambos os organismos envolvidos, ocasionando mudanças 

fisiológicas na bactéria e no hospedeiro, sendo que, muitas destas mudanças devem estar 

associadas à manutenção e estabilidade da interação. 

  

2.2. OBJETIVOS 

Estudar a interação em SR1.6/6 e a planta hospedeira C. sinensis 

 

2.2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

i) Definir, esquematizar e executar o modelo experimental para o estudo da interação 

SR1.6/6 e o seu hospedeiro original C. sinensis; 

ii) Avaliar a expressão genica de alguns genes já descrito por estarem envolvidos na 

interação entre bactéria-planta, como ACC-deaminase, patatin, crtI e genes envolvidos com a 

biossíntese de hopanóides: hpnA, hpnC, hpnD, hpnE, hpnF, hnpB, hpnL, hpnI, hpnJ, hpnH, 

hpnN e hpnK. 

iii) Preparar material para o RNAseq 

iv) Analisar o transcriptoma da interação SR1.6/6 – C. sinensis. 
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2.3  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.3.1 ISOLADO DE M. mesophilicum E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 Foi utilizada a linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum, previamente isolada de C. 

sinensis (ARAÚJO et al., 2002). Para o estudo de interação bactéria-planta esta linhagem foi 

cultivada em meio SPW modificado (4 g.L
-1

 de peptona de soja; 1g.L
-1

 de triptona; 2,4 g.L
-1

 

de extrato de malte; 10 g.L
-1

 de sacarose; 1,2 g.L
-1

 de K2HPO4; 1 g.L
-1

 de KH2PO4; 0,4 g.L
-1

 

de MgSO4.7H2O; 0,4 g.L-1 de glutamina; 0,2 g.L-1 de histidina; pH 6,6) a 28
o
 C por até 120 

h. Para a curva de crescimento esta linhagem foi cultivada em meio Nutrient Broth (Sigma 

Aldrich, St. Louis, EUA) e meio mínimo Hypho (PEEL; QUAYLE, 1961) contendo 100 mL 

de solução fosfato (25,3 g de K2HPO4, 22,5 g Na2HPO4 em 1 L de água destilada) 100 mL de 

solução sulfato (5 g de (NH4)2SO4, 2 g of MgSO4 7 H2O em 1 L de água destilada) 799 mL 

de água destilada, 1 mL de metais traço (500 ml de DH2O; 5 g de EDTA; 2,2 g de 

ZnSO47H2O; 0,733 g de CaCl22H2O; 0,506 g de MnCl24H2O; 0,499 g de FeSO47H2O; 0,110 

g de (NH4)MO7O2 x 4H2O; 0,157 g de CuSO45H2O; 0,161 g de CoCl26H2O) ), suplementado 

com 15 mM de metanol como fonte de carbono (AGASHE et al., 2013; PEEL; QUAYLE, 

1961). 

 

2.3.2 CRESCIMENTO AXÊNICO DE PLÂNTULAS (in vitro) 

As sementes de Citrus sinensis (Var. pineaple) foram cedidas gentilmente pela Dra. 

Alessandra Alves de Souza do Centro de Citricultura Sylvio Moreira em Cordeirópolis. A 

desinfecção superficial das sementes foi realizada por imersão das sementes em solução de 

hipoclorito 2% por 15 minutos, seguida de lavagem abundante com água destilada 

autoclavada. Estas sementes foram depositadas em papel filtro previamente autoclavado para 

a remoção da umidade e posteriormente semeadas em frascos contendo meio MS 

(MURASHIGE SKOOG, 1962). O desenvolvimento das plântulas foi realizado em condições 

axênicas em ambiente escuro por 15 dias, após o brotamento e pequena estiolacão as plantas 

foram colocadas em fotoperiodo de 12 h por mais 15 dias. Após este período de crescimento, 

as plântulas foram transplantadas para meio MS liquido para posterior inoculação de M. 

mesophilicum SR1.6/6. 
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2.3.3 SELEÇÃO E PREPARO DAS PLANTAS 

As plantas com aproximadamente 12 cm de altura foram transplantadas para frascos 

contendo 20 mL de água destilada autoclavada (2 plantas por frasco), totalizando 32 plantas 

para cada tratamento, e mantidas por um período de 72 h a 28 
o
C em câmara de crescimento 

com luz. Tal procedimento foi realizado para permitir que a planta pudesse exsudar, antes da 

inoculação da bactéria M. mesophilicum (SR1.6/6). 

 

2.3.4 INOCULAÇÃO DE M. mesophilicum (SR1.6/6) 

Para inoculação, a bactéria foi cultivada em meio SPW modificado por 72 h a 28 
o
C 

em agitador orbital (150 rpm). Após o cultivo, alíquotas de 2 mL da suspensão celular 

(DO600nm=2,0) foram adicionados em cada frasco contendo as plantas transplantadas em 20 

mL de água destilada. Estes frascos foram mantidos a 28 
o
C por 120 h, sendo ao longo do 

período realizadas as amostragens para análises de microscopia eletrônica. Como controle 

foram utilizados frascos contendo somente as plantas com adição de 2 mL de meio de cultura 

SPW (concentração final de 10%) para o estudo da expressão dos genes da planta (sem 

bactéria) e frascos com adição somente do inóculo da bactéria (sem planta) para estudo da 

expressão dos genes de M. mesphilicum SR1.6/6. 

 

2.3.5 DELINEAMENTO DO MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO DA 

INTERAÇÃO M. mesophilicum (SR1.6/6) - Citrus sinensis 

Foi desenvolvido um modelo experimental para o estudo da interação entre SR1.6/6 e 

a planta hospedeira, foi definido a quantidade de plantas necessárias para o estudo, bem como, 

o número de réplicas biológicas a serem realizadas (Figura 2.1). O tempo de interação entre a 

bactéria e a planta hospedeira foi estipulado por acompanhamento da colonização de SR1.6/6 

na raiz e parte aérea de citros através de microscopia eletrônica e quantificação de SR1.6/6 

por qPCR. As condições de cultivo da bactéria e da planta hospedeira será descrita mais 

adiante no texto. 
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Figura 2.0 - Delineamento experimental para o estudo da interação entre SR1.6/6 e a planta hospedeira. GM1, 

GM2, GM3: Grupo 1,2, 3 Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 ;  GMC1, GMC2, GMC3: Grupo 1, 2, 3 M. 

mesophilicum SR1.6/6 + Citros. 

 

 

2.3.6 QUANTIFICAÇÃO POR PCR EM TEMPO REAL DA COLONIZAÇÃO DE SR1.6/6 

NA PLANTA HOSPEDEIRA 

Na quantificação de SR1.6/6 durante a colonização de citros por qPCR, foi utilizada 

uma curva padrão, realizada com diluições seriadas 1 x 10
7
 até 1x 10

1
do DNA genômico de 

SR1.6/6. O número de cópias do genoma, foi calculado por meio da seguinte equação: 

 

274 x 10
-9

x 6,022 x 10
23

 

6,21 x 10
6
pb x 649 

 

  

Onde 274 x 10
-9 

corresponde à concentração de DNA genômico de SR1.6/6 em g/mL; 

6,022 x 10
23 

corresponde ao número de avogrado, ou seja, o número de moléculas existentes 

em 1 mol; 6,21 x 10
6 

corresponde ao tamanho do genoma de SR1.6/6 (pb) e 649 corresponde 

ao peso molecular médio de 1pb de DNA. 
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 A reação de amplificação por qPCR foi conduzida em termociclador StepOnePlus 

(Life Technologies, NY, EUA) programado para uma desnaturação inicial de 10 minutos a 95 

o
C, seguida de 40 ciclos de 15 segundos a 95 

o
C e 1 minuto a 60 

o
C. Na reação de qPCR a 

especificidade dos primers foi avaliada por meio de uma curva de desnaturação com o 

gradiente de 60 a 95 
o
C variando 1 

o
C a cada 30 segundos. Cada reação de amplificação foi 

realizada em um volume final de 20 µL, contendo 2 µL de cDNA (50 ng), 0,1 µL de cada 

primer (10 µM) específicos para M. mesophilicum: MMC1 - 

TACGTGGAGAGATTCACGGTC  e MMC2 -  GTACAAGGCCCGGGAACGTAC (390pb) 

(Lacava et al., 2006) e 10 µL da solução do kit SYBR® Green PCR Master Mix (Life 

Technologies, NY, EUA). 

 

2.3.7 EXPRESSÃO DIFERENCIAL DE GENES ENVOLVIDOS NA INTERAÇÃO 

BACTÉRIA-PLANTA 

A síntese do cDNA foi realizada com 1 µg do RNA utilizando a SuperScriptFirst-

StrandSynthesis System for RT-PCR (Life Technologies, NY, EUA) comprimers randômicos, 

de acordo com as recomendações do fabricante. 

A reação de amplificação por qPCR foi conduzida em termociclador Step One Plus 

(Life Technologies, NY, EUA) programado para uma desnaturação inicial por 5 minutos a 

94°C, seguida de 40 ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 62°C. Na reação de qPCR a 

especificidade dos primers foi avaliada por meio de uma curva de desnaturação com o 

gradiente de 60°C a 96°C variando 1°C a cada 30 segundos. Cada reação de amplificação foi 

realizada em um volume final de 25 mL, contendo 2 µL de cDNA (50 ng), 10 mM de cada 

primer e 12,5 mL da solução do kitPlatinum SYBR Green qPCR (Life Technologies, NY, 

EUA). 

A quantificação da expressão gênica por meio de qPCR foi baseada na expressão de 

um gene alvo (Tabela 2.1) em relação a um gene de referência zwf (gene com expressão 

constitutiva) pelo modelo matemático de Pfaffl que calcula a razão da expressão relativa de 

um gene alvo baseado na eficiência da reação de qPCR (E) e no ponto em que a fluorescência 

ultrapassa satisfatoriamente a fluorescência de background (Ct) de uma amostra desconhecida 

vs. o controle, e é expresso em relação a um gene referência, de acordo com a seguinte 

equação (PFAFFL, 2001). 
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  Razão (RER) = (Ealvo) ΔCTalvo 
(controle -amostra)

 

    (Eref.) ΔCRref. 
(controle - amostra)

 

 

 

 

 

Tabela 2.1 - Primers utilizados para a quantificação da expressão genica durante a interação M. mesophilicume C. cinensis. 

Primer Gene Sequência 5'- 3' Fragmento Referencia 

HpnA F hpnA GTTGTAGAAGGCCAGGATCG 242pb Este estudo 

HpnA R  CGCTACCGGATGTTCTTCTC   

HpnB F hpnB TGATCGACTTCCTGCTCCTC 212pb Este estudo 

HpnB R  GACGAGGTCGGTCCTGTATC   

HpnC F hpnC ATCTTCTCCTACGGGGTGGT 162pb Este estudo 

HpnC R  CTCACCGTGGAAAAGACCTC   

HpnD F hpnD ATGACGGATCGCCTCGAC 170pb Este estudo 

HpnD R  CTCCAGCTCACCAACATCCT   

HpnE F hpnE ACGACGACTTCCTGCAGATT 150pb Este estudo 

HpnE R  GATCTGCACGCCGAGATAAC   

hpnF F hpnF ATGAGAGAGGCCGTAAGCAA 230pb Este estudo 

hpnF R  GGAAATGGTGGAACAGGATG   

HpnH F hpnH TTACCCGCTTGTGATGATGA 180pb Este estudo 

HpnH R  ACTTCTTCTGGGCGATGATG   

HpnI F hpnI ACCGTGCTCAAGCCTCTCT 195pb Este estudo 

HpnI R  CCATGTTGATCAGGTTCGAG   

HpnJ F hpnJ ACCGAACTCTACACGCATCC 159pb Este estudo 

HpnJ R  ACGCAGGAAGTCGGAGAAG   

HpnK F hpnK ACCGAACTCTACACGCATCC 159pb Este estudo 

HpnK R  ACGCAGGAAGTCGGAGAAG   

HpnL F hpnL TCTACCTGATCCAGCGGAAG 217pb Este estudo 

HpnL R  AAGCGCAGGCAGACATAGAC   

HpnN F hpnN TACTCGAACTGGTCGCTGAA 241pb Este estudo 

HpnN R  GGCTGCGGTAGTAGATGACC   

patatinF Patatin CTTCAACGCCAACCTGATG 250pb Dourado (2010) 

patatinR  CCGATCCGCTCGTAGTTCT   

PhyF crtI AATACTTCAAGCCGGTGCTG 186pb Dourado (2010) 

PhyR  GACATGCCGAGGTACTTGGT   

ACC Met1 F acdS GACCGGGTCGGCAACATC 200pb Dourado (2010) 

ACC Met1 R  AGCCCGCCGTACTTGTGC   

ZwfrF Zwf AGCAGCTGGAACATGTGGTT 231pb Dourado (2010) 

ZwfrR  CGACGAGAGCCAGTTCTACC   
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2.3.8 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DA COLONIZAÇÃO DE SR1.6/6 E A PLANTA 

HOSPEDEIRA  

 Foram coletadas amostras de raízes de citros com 24, 72 e 120 h após a inoculação da 

bactéria. As amostras foram imediatamente fixadas em solução Karnovisky modificada 

(glutaraldeído 2,5%; formaldeído 2,5%; em tampão cacodilato de sódio 0.05 M - pH 7,2 e 

CaCl2 0,001 M), e armazenadas a 4
o 

C. A desidratação ocorreu por imersão sucessivas em 

acetona (30, 50, 70, 90 e 100% - 30 min cada). Após a desidratação as raízes foram secas ao 

ponto crítico (CPD 050 - Balzers), metalizadas com ouro (MED 010 - Balzers) e analisadas 

em microscópio eletrônico de varredura de pressão variável LEO 435-VP (Cambridge 

Instruments-England) no Núcleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrônica na Pesquisa 

Agropecuária (NAP/MEPA-ESALQ/USP) pela pesquisadora Mônica Lanzoni Rossi (Centro 

de Energia Nuclear na Agricultura). 

 

2.3.9 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA ANALISE POR RNAseq 

Os tratamentos avaliados neste trabalho pelo RNAseqforam: GM (controle apenas 

SR1.6/6); GMC-A (SR1.6.6 no meio planctônico interagindo com raízes de C. sinensis); 

GMC-BB (SR1.6/6 colonizando a raiz de C. sinensis endofítica e epifiticamente); GMC-BP 

(raiz de C. sinensis na presença de SR1.6/6); GC (somente raízes de C. sinensis sem inóculo 

de SR1.6/6), todos em triplicatas biológicas (Figura 2.0). 

Os frascos GM, GMC-A/B(B/P) após o período de produção de exsudados e 

inoculação de SR1.6/.6 foram mantidos a 28 
o
C em agitador orbital por 120h, o mesmo foi 

feito para os frascos GC (sem o inóculo bacteriano). Após este período as células bacterianas 

em suspensão do tratamento GM e GMC - A foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm a 

4 
o
C e armazenadas em 4 mL de RNA later (Life Technologies, NY, EUA) overnight a 4 

o
C e 

mantidas em freezer -80 
o
C para posterior extração de RNA. As raízes de plântulas do 

tratamento GMC-BP e GC foram imersas em solução de RNA later (Life Technologies, NY, 

EUA) overnight a 4 
o
C e mantidas em freezer -80 

o
C para posterior extração de RNA. 

 

2.3.10. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL DE M. mesophilicum SR1.6/6 E C. sinensis 

A extração de RNA total das células bacterianas foi realizada utilizando o kit RNeasy 

Mini Kit (Qiagen, CA, EUA). Ambas as amostras foram lisadas por meio de maceração com 

nitrogênio líquido, e então, a extração foi conduzida de acordo com as informações do 

fabricante. A concentração e qualidade do RNA obtido foram avaliadas em Qubit RNA Assay 

Kit (Life Technologies, NY, EUA) e em eletroforese com gel de agarose 1%. 
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2.3.11 PROCESSAMENTO DO RNA  

2.3.11.1 Enriquecimento de RNA mensageiro (mRNA) 

 O enriquecimento de mRNA do RNA total extraído das amostras (GM, GMC-A, 

GMC-B(B/P) e GC) foi feito por meio de depleção de rRNA, pelo tempo de retenção, através 

de Cromatografia Líquida de alta Pressão (DHPLC - Denaturing High Pressure Liquid 

Chromatography) (CASTRO et al., 2013) (Transgenomic, NE, EUA). As amostras de mRNA 

foram quantificadas por meio do Qubit RNA Assay Kit (Life Technologies, NY, EUA). 

 

2.3.11.2 Preparo da biblioteca de CDNA para o transcriptoma 

 A biblioteca de cDNA, foi construída utilizando o protocolo SOLiD Total RNA-Seq 

Kit (Life Technologies, NY, EUA). Resumidamente, após a remoção dos RNAs ribossomais, 

cerca de 200 ng do RNA resultante foi fragmentado com a RNAse III através de incubação 

em um termociclador a 37 °C por 10 minutos e interrompida pela adição de 90 μl de água sem 

nuclease. Após a fragmentação o RNA foi concentrado e purificado por meio do kit Ribo 

Minus Concentration Module (Life Technologies, NY, EUA), e conduzido para o processo de 

hibridização com adaptadores e posterior preparo de amplificação da biblioteca de cDNA, 

produzidos por transcrição reversa, a partir de adaptadores P1 ligados à extremidade das 

moléculas de RNA, conforme protocolo SOLiD™ Total RNA-SeqKit (Life Technologies, NY, 

EUA). A amplificação foi realizada em um termociclador através de 15 ciclos de 95 °C por 30 

segundos, 62 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, sucedidos por incubação a 72 °C 

por 7 minutos. Então, o material amplificado foi purificado com o kit Pure Link TM PCR 

Micro (Life Technologies, NY, EUA) e o material foi quantificado em Qubit® 2.0 

Fluorometer-Invitrogen (Life Technologies, NY, EUA) e confirmado através de eletroforese 

de agarose 2%. As amostras foram então ajustadas para uma concentração de 50 pg.mL
-1

, 

sugerida para a PCR em emulsão. 

 

2.3.11.3 Preparo das microesferas para sequenciamento 

 As fases oleosa e aquosa são preparadas separadamente, para posterior emulsão com a 

utilização do sistema SOLiD EZ bead Emulsifier (Life Technologies, NY, EUA), onde gera 

microgotículas de fase aquosa no interior da emulsão (micro-reatores). Aṕos 10 minutos de 

emulsificação a reação foi depositada em saco apropriado para a ciclagem em SOLiD EZ bead 

Amplifier (Life Technologies, NY, EUA). Ao término da reação de emulsão foi feita uma 

reação de enriquecimento em sistema SOLiD EZ bead Enricher (Life Technologies, NY, 

http://www.nature.com/labinvest/journal/v81/n12/full/3780387a.html
http://www.nature.com/labinvest/journal/v81/n12/full/3780387a.html
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/Q32852


89 

 

 

EUA), onde apenas as microesferas com fragmentos inseridos são capturadas. Em seguida, as 

esferas enriquecidas passam por uma reação de modificação da extremidade 3’ com terminal 

transferase, para permitir adesão a lâmina de sequenciamento. As microesferas foram então 

depositadas para o sequenciamento conforme descrição do fabricante, produzindo leituras de 

até 100 nucleotídeos. 

 

2.3.11.4 Sequenciamento do RNA em plataforma SOLiD 

O sequenciamento do RNA das amostras GM, GMC-A, GMC-B(B/P) e GC foi feito 

por meio da técnica SOliD (Life Technologies, NY, EUA) através de uma parceria com a 

Rede Paraense de Genômica e Proteômica, especificamente com o Laboratório de 

Polimorfismo do DNA - LPDNA, sob coordenação do Prof. Artur Luiz da Costa da Silva, 

utilizando os protocolos da (Life Technologies, NY, EUA). 

 

2.3.11.5 Análise das sequencias transcritômicas 

Os arquivos obtidos tipo SAM obtidos pelo alinhamento foram convertidos ao formato 

BAM, ordenados e indexados utilizando o pacote samtools. Em seguida o arquivo SAM foi 

utilizado o pacote cuffdiff (TRAPNELL, 2012) para realizar os testes estatísticos dos 

transcritos entre os tratamentos utilizando como referência o arquivo em formato gtf. A partir 

dos dadosobtidos foram criados os gráficos e a tabela de expressão relativa utilizando o do 

pacote Cumme R bund library que roda no software R (TRAPNELL, 2012). 

 

2.3.11.6 Mapeamento do transcriptoma de M. mesophilicum SR1.6/6 

Os dados provenientes do sequenciamento SOLiD 5500xl em formato xsq foram 

convertidos via pacote XQSTOOLs para color space e seu correspondente arquivo de 

qualidade. Em seguida, as bases e sequências com pontuação Phred inferior a 20 foram 

excluídas. Além disso, as sequências correspondentes à porção F3 foi reduzida na sua 

extremidade 3’ de 75 bases para 60 bases a fim de remover parte com qualidade inferior. 

Utilizando o Bowtie (LANGMEAD et al., 2009) e sequências de rRNA e tRNA como 

referência foram subtraídas as sequências que apresentaram alinhamento com as mesmas. As 

sequências resultantes que não apresentaram similaridade com rRNA e tRNA foram utilizadas 

para o mapeamento com o programa Bowtie novamente, entretanto, utilizando como 

referência o Genoma de M. mesophilicum SR1.6/6. 
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2.4. RESULTADOS 

2.4.1 ISOLADO DE M. mesophilicum E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 A linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum, é uma bactéria de crescimento lento, foi 

realizada uma curva de crescimento em meio rico Nutrient Broth (Sigma Aldrich, St. Louis, 

EUA) e meio mínimo Hypho (PEEL; QUAYLE, 1961) suplementado com 15 mM de metanol 

como fonte de carbono, e foi observado que esta linhagem tanto em meio rico (Figura 2.1) 

quanto em meio mínimo (Figura 2.2) entra em fase exponencial de crescimento em 16 h, 

atingindo a fase estacionária entre 44 e 48 h. 

 

 

 

 Figura 2.1: Curva de crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 em meio Nutrient Broth Sigma Aldrich, St. Louis, 

EUA). 

 

 

 Figura 2.2: Curva de crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 em meio mínimo (HYPHO -  PEEL e QUAYLE, 

1961). 

  

 

2.4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

2.4.2.1 PCR em tempo real da colonização de SR1.6/6 e a planta hospedeira 

 

O experimento foi conduzido de acordo com o delineamento experimental 

esquematizado na Figura 2.0. O tempo de interação bactéria-planta foi estipulado por meio de 
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acompanhamento da colonização da bactéria pela raiz da planta através de microscopia 

eletrônica e qPCR. Foi observado que após o inóculo de SR1.6/6 em frascos contendo citros, 

a colonização ocorreu de forma eficiente, sendo quantificada via qPCR de raízes e parte aérea 

da planta, após 1, 3 e 5 dias de interação (Figura 2.3, 2.4), indicando que esta linhagem 

SR1.6/6 é capaz de colonizar citros in vitro nas condições avaliadas.  

 

 

Figura 2.3 - Tratamentos GM (SR1.6/6) somente a bactérias no meio de cultura, GMC-A (SR1.6/6 + citros) 

bactérias influenciadas pelos exsudados da planta e GMC-B (SR1.6/6 + citros) bactérias aderiadas às raízes e 

bactérias do interior das raízes. 
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Figura 2.4 -  Monitoramento por qPCR de SR1.6/6 em colonização de raizes e caule de C. sinensis,  após 1, 3 e 5 

dias de interação. 

 

 

2.4.2.2 Microscopia eletrônica da colonização de SR1.6/6 e a planta hospedeira  

 

Foi observado que a formação de biofilme ocorre após 3 dias de interação (Figura 2.5) 

e posteriormente ocorre um aumento do número de células e a maturação do biofilme. Dessa 

forma, o objetivo do trabalho além de avaliar a expressão gênica de células planctonicas 

influenciadas pelos exsudatos da planta, foi também avaliar a expressão genica de M. 

mesophilicum SR1.6/6 durante a interação bactéria-planta.  
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Figura 2.5 - Methylobacterium mesophilicum (SR1.6/6) na superpície de raíz de Citrussinensis. (A) 24 h após a inoculação, 

(B) 72 h após a inoculação e (C) 120 h após a inoculação.  

 

 

 

2.4.2  EXTRAÇÃO E PROCESSAMENTO DO RNA 

 Foram obtidos RNA de boa qualidade de todas as amostras avaliadas, analisadas por 

gel de agarose 1%. A presença das bandas referentes ao RNA 23S e 16S no gel de agarose 

mostrou que o RNA estava íntegro. Foram realizadas 4 corridas contendo 15 µg de RNA 

total, recuperando cerca de 200 ng de mRNA quantificadas pelo Qubit. As amostras 

apresentaram perfis semelhantes e compatíveis com o descrito para esta metodologia de 

depleção utilizando DHPLC (Figura 2.6). O mRNA de cada amostra foi coetado entre o 

período de 12 a 16 minutos (Figura 2.7) e submetido a uma nova coleta para vizualização do 

padrão de mRNA destrito na literatura apresentando somente mRNA, eliminando desta forma, 

o rRNA (Figura 2.8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2.6 -  Padrão RNA ribossomal evidenciado pela seta, obtido por DHPLC - Equipamento Transgenomic. 
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Figura 2.7 - A área evidenciada representa o tempo de coleta para a amostra e mRNA por meio de DHPLC - Equipamento 

Transgenomic, NE, EUA). 

 

 

 

 

 

Figura 2.8 - Padrão RNA mensageiro, após a depleção de RNA ribossomal por meio de DHPLC - Equipamento 

Transgenomic, NE, EUA). 

           

  

 Após a depleção de rRNA, todas as amostras das triplicatas biológicas foram 

submetidas a construção das bibliotecas no SOLiD
TM

 - SOLiD Total RNA-Seq Kit Protocol 

(Life Technologies, NY, EUA) para o sequenciamento e posterior análise dos dados do 

RNAseq da interação bactéria-planta.  

 

2.4.3  PCR QUANTITATIVO DE GENES ENVOLVIDOS NA INTERAÇÃO  

BACTÉRIA-PLANTA 

 

 A análise de PCR quantitativo em tempo real permitiu estudar a expressão de genes 

associados com a interação bactéria-planta: crtI, acdS, patatin em duas condições: 1) 

planctônico - células bacterianas em solução em contato com os exsudatos da raíz da planta 

hospedeira e 2) interação - células bacterianas em contato com a raiz da planta hospedeira 

(Figura 2.9). A especificidade da reação foi avaliada através da visualização das curvas de 

desnaturação, apresentando picos únicos. 
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 Foi observado que o gene crtI foi reprimido durante a interação. Já o gene acdS 

codificador de ACC-deaminase e o gene patatin foram induzidos durante a interação (Figura 

2.10). 

 

 

Figura 2.9 - Expressão gênica dos genes crtI, acdS, patatin, durante a interação com os exsudatos e com a planta hospedeira 

comparado com o controle SR1.6/6 em agua suplementada com 10% de meio SPW modificado. Os valores apresentam 

médias de medidas de expressão gênica relativa ao gene normalizador zwfe as barras indicam o desvio padrão das três 

repetições biológicas realizadas e a escala do gráfico é logarítmica - *diferença significativa no teste T (p<0,01); **diferença 

significativa no teste T (p<0,05). 

 

 

 Foram analisados também a expressão gênica de genes envolvidos na biossíntese de 

hopanóides (hpnA, hpnC, hpnD, hpnE, hpnF, hnpB, hpnL, hpnI, hpnJ, hpnH, hpnN e hpnK) 

por meio de PCR quantitativo avaliando os mesmos dois tratamentos acima (planctônico e interação) e 

foi observado uma diferença na expressão dependendo do tratamento avaliado. 

Durante a interação de SR1.6/6 e C. sinensisfoi observado que a maioria dos genes 

avaliados foram induzidos na presença de citros, exceto os genes hpnF e hpnH que foram 

significativamente reprimidos. Sendo que o gene hpnF foi mais reprimido no tratamento 

interação do que no tratamento planctônico, o gene hpnB  foi induzido de forma significativa 

no tratamento planctônico, o gene hpnH  foi mais reprimido no tratamento planctônico do que 

no tratamento interação (biofilme + endofítico) e o gene hpnK foi induzido de forma 

significativa no tratamento interação (biofilme + endofítico) (Figura 2.10). 
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Figura 2.10 - Expressão gênica dos genes envolvidos na biossíntese de hopanóides, comparado com o controle SR1.6/6 em 

agua suplementada com 10% de meio SPW modificado. Os valores apresentam médias de medidas de expressão gênica 

relativa ao gene normalizador zwfe as barras indicam o desvio padrão das três repetições biológicas realizadas e a escala do 

gráfico é logarítmica - *diferença significativa no teste T (p<0,01). 

 

 

2.4.4  ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS TRANSCRIPTÔMICAS 

 Foi realizado o sequenciamento paired-end (F3 e F5) de triplicatas para cada 

tratamento, sendo obtido um número bastante expressivo para cada amostra variando de 

36229441 a 154439628 de leituras para todos os tratamentos (Tabela 2.2). Visando aplicar a 

mesma metodologia para todas as condições, foi realizada a trimagem das extremidades 3' em 

15 bases, que ao final ficaram leituras de F3 (60pb) e F5 (35pb).  

 Para todas as amostras foi aplicado um filtro PHRED 20 seguido de filtro para 

retirada de RNA ribossômicos, pois, embora tenha sido feito o enriquecimento ainda assim é 

esperado sequenciar alguns RNA ribossômicos. Após estes filtros, a leituras foram mapeadas 

contra o genoma de referência (SR1.6/6), entretanto, foi observado que para algumas amostras 

poucas leituras foram mapeadas, variando de 10 a 95% (Tabela 2.2). Esta diferença entre a 

porcentagem dos mapeados provavelmente deve-se ao fato da diferença no número das 

leituras e de leituras de boa qualidade das amostras avaliadas, além do que especialmente para 

o tratamento GMC-B(B/P), a metodologia utilizada para a extração de RNA, de certa forma, 

favorecia a extração de RNA de raízes de plantas, devido a pequena quantidade de células 

bacterianas deste tratamento, além do mais, neste processamento, em uma mesma linha da 

placa (flowchip) de sequenciamento havia mRNA de planta e de bactéria, obtidos por 

maceração da raíz da planta em contato com a bactéria, desta forma, uma melhor metodologia 

para analisar estes dados deverá ser estudada. Porém, mesmo com o baixo número de leituras 
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mapeadas para algumas amostras, foi possível avaliar os genes diferencialmente expressos 

entre os tratamentos avaliados, devido ao elevado número de leituras obtidas (Anexo B).  

 Os três tratamentos avaliados (GM, GMC-A e GMC-B) foram obtidos de triplicatas 

biológicas, a fim de tornar a análise mais robusta, onde para cada gene ser considerado 

realmente diferencialmente expresso o mesmo deve apresentar o mesmo padrão nas 

triplicatas, neste contexto foi observado que o tratamento mais homogêneo foi o tratamento 

GMC-A, ou seja, as replicas apresentaram um padrão de expressão gênica bastante 

semelhante (Figura 2.11).  

 

 

Tabela 2.2 - Dados do sequenciamento dos transcritos das amostras GM (controle), GMC - A (planctônico), GMC-B 

(biofilme + endofítico). 

 

Amostras TOTAL Leituras PHRED 20 Mapeados % Mapeados 

GM1 F3 36634017 18488394 1610958 8,713347411 

GM1 F5 36634017 34578578 4683240 13,54376111 

GM2 F3 48646042 24079150 1692198 7,027648401 

GM2 F5 48646042 46239558 4294732 9,288004007 

GM3 F3 39218490 18984615 1173693 6,182337646 

GM3 F5 39218490 36854065 4596035 12,47090382 

GMC1-A F3 42092771 24221281 2605106 10,7554427 

GMC1-A F5 42092771 38791304 5625601 14,50222194 

GMC2-A F3 42424432 23542184 1635566 6,947384321 

GMC2-A F5 42424432 40030512 4347116 10,85950637 

GMC3-A F3 43926584 24615142 1128821 4,585880512 

GMC3-A F5 43926584 41667174 3012622 7,230204765 

GMC1-B F3 154439628 135183878 14476 0,009373242 

GMC1-B F5 154439628 145507048 104133 0,067426347 

GMC2-B F3 118638961 95862484 13219 0,011142208 

GMC2-B F5 118638961 112087073 66800 0,056305281 

GMC3-B F3 36229441 121736607 27466 0,075811272 

GMC3-B F5 36229441 130484912 120994 0,333965959 

 

 

 Foram obtidos no tratamento plactônico (GMCA) em relação ao controle (GM), 

55 genes diferencialmente expressos e no tratamento biofilme + interação (GMC-B) em 

relação ao controle (GM), 130 genes diferencialmente expressos (Tabela 2.3; 2.4). Na análise 

(GMC-A) em relação a (GMC-B) foram obtidos 75 genes diferencialmente expressos. Dentre 

estes valores apresentados, foram evidenciados alguns genes super expressos e reprimidos nos 

tratamento avaliados, como por exemplo, foi observado a super expressão de genes 
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envolvidos com a resposta a estresse oxidativo no tratamento GMC-A, tioredoxina 

(MmSR116_5376), cisteína síntase (MmSR116_4485), gene codificador de uma proteína da 

família CsbD (MmSR116_2413), gene codificador de proteína WrbA (MmSR116_5130), 

gene codificador do sistema tol-pac associado com acil-CoAtioesterase (MmSR116_4119) e 

no tratamento GMC-B, apenas o gene tioredoxina (MmSR116_5486) em relação ao controle. 

 Foi observado também a super expressão de genes associados com a formação de 

biofilme em GMC-A, gene codificador de polissacarídeo de acetilase (MmSR116_1618) e em 

GMC-B, gene codificador de luciferase monooxigenase (MmSR116_4453), lipoproteína 

CpaD YjbE (MmSR116_1115), e observado a repressão de um gene contendo domínio 

peptideoglicano em GMC-A e outro gene codificador de proteína PilZ do tipo IV em GMC-B, 

todos eles em relação ao controle.  

 

 

 

Tabela 2.3 - Genes diferencialmente expressos nos tratamentos GMC-A (planctônico) e GMC-B (interação) comparados 

com o tratamento controle GM (sem inóculo da bactéria). 

 

Tratamento Genes induzidos Genes reprimidos 

GMC-A  49 6 

GMC-B 54 76 

 

 

 

Tabela 2.4 - Genes diferencialmente expressos em comparação aos tratamentos GMC-A (planctônico) e GMC-B (interação). 

 

Tratamento Genes induzidos Genes reprimidos 

GMC-A 74 1 

GMC-B 1 74 
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Figura 2.11 - Gráfico heatmap dos tratamentos GM (A1, A2, A3); GMC-B (B1, B2, B3); GMC-A (C1, C2, C3) mostrando 

que a triplicata GMC-A foi o tratamento mais homogêneo entre as triplicatas. 

 

 

2.5 DISCUSSÃO 

 A linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum foi isolada como endofítica de ramos de 

planta sadia de citros e foi sugerido que esta linhagem pode interagir com Xyllela fastidiosa 

(ARAÚJO et al., 2001; LACAVA et al., 2004). Foi suferido que a presença da bactéria 

endofítica M. mesophilicum em tecidos internos de plantas assintomáticas de citros (que 

apresentam X. fastidiosa) poderia estimular a produção de compostos ou elicitar, de alguma 

forma, um aumento na resistência destas plantas à X. fastidiosa ou reduzir o crescimento deste 

fitopatógeno vascular (LACAVA et al., 2004; 2006), desta forma, este endófito poderia 

limitar o estabelecimento de X. fastidiosa em plantas assintomáticas (ARAÚJO et al., 2001).  

Posteriormente foi observada a colonização desta linhagem em diversas espécies de 

plantas, sendo que, o sucesso da colonização é dependente da espécie da planta e de seu 

estágio de desenvolvimento (ANDREOTE et al., 2010; DOURADO et al., 2013). Porém, 

pouco se conhece sobre os mecanismos deste endofítico na colonização da planta hospedeira 

sem ocasionar danos aparentes. De uma forma geral, muitos estudos têm sido realizados 

acerca dos micro-organismos endofíticos, quanto a sua diversidade e a sua especificidade em 
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colonizar a planta hospedeira, para mmelhor entender e avaliar esta associação entre bactéria 

e planta.  

A interação entre micro-organismos e plantas hospedeira, seja ela benéfica ou 

patogênica, envolve uma série de eventos bioquímicos, que podem alterar, por exemplo, o 

metabolismo celular dos envolvidos nesta interação (AFROZ et al., 2013; HAHLBROCK; 

BEDNAREK, 2003).  Apesar de serem descritos um grande número de micro-organismos 

potencialmente fitopatogênicos, a maioria dessas interações são assintomáticas, devido a um 

elaborado sistema de defesa da planta (LIPKA; PANSTRUGA, 2005) e equilíbrio da 

comunidade microbiana (ANDREOTE et al., 2006).  

No presente trabalho, para avaliar o modelo de interação antes de realizar o 

sequenciamento em larga escala dos transcritos, foi realizado um estudo de expressão gênica 

por qPCR de alguns gene descritos na literatura por estarem envolvidos em alguns processos 

de interação bactéria-planta, e foi observado que o gene crtI foi reprimido de forma 

significativa no tratamento interação (biofilme + endofíticos). O gene crtI, codifica a enzima 

fitoeno desidrogenase que catalisa uma série de reações de desnaturação do fitoeno resultando 

na síntese direta do licopeno, que são carotenóides e que resultam na proteção da célula contra 

danos oxidativos, diferentes tipos de radiações e dissecação (XU et al., 2007), portanto, nesta 

condição avaliada, a bactéria SR1.6/6 não ativa seu sistema de defesa por este gene crtI, asism 

como Dourado et al (2013) também observou durante a interação entre SR1.6/6 e eucalipto e 

arroz. 

Foi observado também que o gene acdS, codificador de 1-aminociclopropano-1-

carboxilate (ACC-deaminase) foi induzido de forma significativa no tratamento interação em 

relação ao tratamento controle. A ação de ACC-deaminase pode diminuir os níveis de etileno 

diminuindo a resposta a estresse da planta, facilitando o estabelecimento da interação (GLICK 

et al., 1998; 2013; HARDOIM et al., 2008) e consequentemente promovendo o crescimento 

do vegetal (KAWK et al., 2014). O gene patatin (MmSR166_3177) foi significamente 

induzido também no tratamento interação. Os genes da família patatin codificam fosfolipases 

responsáveis pela hidrólise de fosfolipídios, que são utilizadas por bactérias patogênicas na 

colonização eficaz do hospedeiro, onde os fosfolipídios da membrana são hidrolisados, 

resultando na perda da integridade da membrana e citotoxicidade (BANERJI et al., 2008), 

porém, recentemente genes da família patatin foram associados como parte do sistema de 

secreção do tipo vd, normalmente associado com as interações (LEO et al., 2012). Desta 
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forma, é necessário um melhor estudo a cerca deste gene para entender a relação do gene 

patatin na interação SR1.6/6 e a planta hospedeira. 

 A expressão de genes envolvidos com a biossíntese de hopanóides também foi 

avaliada durante a interação de M. mesophilicum SR1.6/6 com citros. A produção de 

moléculas de hopanóides depende da ciclagem de esqualeno (ROHMER et al., 1984) que tem 

como resultado um triterpenóide pentacíclico modificado por insaturações, metilações e/ou 

adição de cadeias laterais, estas moléculas compõem a membrana celular de algumas bactérias 

incluindo Methylobacterium spp. (BRADLEY et al., 2010), e conferem rigidez e estabilização 

da membrana, além de regular a sua fluidez e permeabilidade (WELANDER et al., 2009), a 

ausência de hopanóides não influencia no crescimento da bactéria (SEIPKE; LORIA, 2009; 

WELANDER et al., 2009). Entretanto, pode afetar a tolerância ao estresse em ambientes 

extremamente ácidos (JONES et al., 2012), tolerância a compostos tóxicos como o 

diclorometano (DCM) (MULLER et al., 2011); afetar a resistência a antibióticos (MALOTT 

et al., 2012) e a motilidade bacteriana (SCHMERK et al., 2011). Estruturas de hopanóides 

podem ser de duas classes: hopanóides simples com esqueleto C30 (p.e. diplopteno) e 

hopanóides composto (p.e. com adição de grupo amino e/ou grupos hidroxil, como 

bacteriohopanotetrol).  

Os hopanóides podem estar envolvidos no processo de interação entre bactéria-planta 

(LÓPES-LARA et al., 2003), hipótese também sugerida na ecologia de Frankia sp. onde foi 

observada diferença na expressão de genes de hopanóides em diferentes ambientes (NALIN et 

al., 2000). Neste sentido, Dini-Andreote (2011) iniciou um estudo do padrão de expressão de 

genes de M. mesophilicum SR1.6/6 durante a interação com soja e foi observado que a 

bactéria SR1.6/6 quando em biofilme sobre as raízes da planta aumenta a expressão do gene 

hpnH, que codifica uma proteína com radical SAM, envolvida com a adição de adenosinas no 

esqueleno de hopano, convertendo diplopteno à hopano adenosil (SCHMERK et al., 2015). O 

gene hpnH juntamente com o gene hpnG são essenciais para a produção de moléculas de 

hopanóides C35, incluindo a produção de bacteriohopanotetrol (BHT), BHT glucosamina e 

BHT ciclitol (SHUMERK, et al., 2015). Desta forma, a deleção do gene hpnH em 

Burkholderia cenocepacia (SHUMERK, et al., 2015), em M. extorquens (BRADLEY et al., 

2010) e em R. palustris (WELANDER et al., 2012) resultou na produção de hopanóides C30.  

Na presença de citros, o gene hpnH foi reprimido, mas o gene hpnK envolvido com a 

deacetilação de BHT acetil glicosamina resultando em BHT glicosamina e o gene hpnJ 

envolvido na conversão de BHT glicosamina à BHT ciclitol, foram induzidos no tratamento 
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interação. A deleção dos genes (hpnI, hpnJ e hpnK) em Burkholderia cenocepacia não afetou 

a taxa de crescimento na presença de detergente, porém a ausência destes genes resultou em 

sensibilidade a pH ácido e ao antibiótoco polimixina B (SHUMERK, et al., 2015).  

M. mesophilicum SR1.6/6 quando em associação com citros parece acumular 

esqualeno, uma vez que o gene de ciclagem  (hpnF) foi reprimido, porém pode ser sugerido 

que esta bacteria modifica moléculas de hopanóides vindo da planta, por exemplo, já que o 

hpnK foi induzido. A utilização destas moleculas durante esta interação continua sendo 

desconhecida e, desta forma, estudos de mutantes com nocautes em genes envolvidos com a 

biossíntese de hopanóides devem ser realizados. 

 Após esta análise inicial de expressão de genes, foi realizado conforme o delineamento 

experimental uma análise utilizando o sequenciamento em larga escala (RNAseq), onde foi 

possível avaliar a expressão de todo o genoma de SR1.6/6 em associação com C. sinensis. 

 Desta forma, foram comparados os tratamentos (GM x GMC-A); (GM x GMC-B) e 

(GMC-A x GMC-B). Era esperado encontrar a expressão de genes já descritos por estarem 

envolvidos durante o processo de interação bactéria e planta, conforme descrito no capítulo 1, 

porém, neste trabalho, a maior ênfase foi dada aos genes que tiveram expressão diferencial 

significativamente diferente entre os tratamentos. Pois, o tratamento controle adotado neste 

modelo experimental pode também ser considerado um ambiente de estresse para a bactéria e 

para a planta, sendo então necessário o auxílio de genes envolvidos com a adaptação ao 

ambiente em ambos os tratamentos, desta forma, neste trabalho o objetivo foi entender a 

resposta da bactéria na presença da planta no início da colonização neste modelo 

experimental. Desta forma, os genes diferencialmente expressos entre os tratamentos 

avaliados demonstram que a presença da planta foi o fator limitante para a expressão 

significativamente diferente entre os tratamentos. 

Durante o inicio de qualquer interação entre planta, bactéria e ambiente ocorre um 

envolvimento e reconhecimento inicial desencadeando uma série de mecanismos mediados 

por sinais moleculares das partes envolvidas. Exsudatos radiculares inflluenciam o 

reconhecimento, a formação de biofilme e a colonização por Methylobacteriums pp. 

(ROSSETO et al., 2011). Foi observada a indução de genes de respostas a estresse oxidativo, 

uma forma de proteger as células contra o “burst” oxidativo desencadeado pela planta, que é 

uma das estratégias iniciais de defesa contra patógenos (WOJTASZEK, 1997).  

Neste contexto, foram encontrados diferencialmente super expressos no tratamento 

planctônico (GMC-A) quando comparado com o controle (GM) genes tioredoxina 
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(MmSR116_5376) e cisteína sintase (MmSR116_4485). Em muitos organismos, moléculas 

de glutationa e tioredoxina que contem cisteína tem a função de manutenção intracelular, 

reduzindo e protegendo as células contra estresse oxidativo (CARMEL-HAREL; STORZ, 

2000). Foi observado também a super expressão de um gene codificador de uma proteína da 

família CsbD (MmSR116_2413) e de uma Flavoproteina WrbA (MmSR116_5130)  também 

envolvido com a resposta a estresse oxidativo (AKBAR et al., 1999; ANDRADE et al., 2007). 

No tratamento GMC-B foi observado a expressão diferencial de menos genes relacionado a 

estresse oxidativo, apresentando somente a super expressão do gene tioredoxina 

(MmSR116_5486). Estes resultados sugerem que o ambiente planctonico pode ser 

considerado mais agressivo para a célula de SR1.6/6 sendo necessário a expressão de mais 

genes de reposta a extresse oxidativo permitindo a adaptação neste ambiente. Ainda neste 

sentido, foi observado no tratamento GMC-A a super expressão do gene codificador de um 

sistema tol-pal associado com acil-CoAtioesterase, (MmSR116_4119), que pode estar 

envolvido com expulsão de compostos tóxicos da célula (VALDÉS et al., 2008). 

Bactérias Gram-negativas possuem um mecanismo de comunicação denominado 

sistema quorum sensing, o qual é responsável pela regulação de inúmeras características 

fenotípicas durante a interação com plantas, como por exemplo, a formação de biofilme (LIU 

et al., 2011). Durante a interação entre SR1.6/6 e C. sinensis foi observada a super expressão 

do gene codificador de luciferase monooxigenase (MmSR116_4453) no tratamento GMC-B. 

A luciferase faz parte do complexo quorum sensing, e pode auxiliar na formação de biofilme, 

pricipalmente durante a colonização da superfície da planta pela bactéria. A formação de 

biofilme depende também de adesinas, pilus e EPS (exopolissacarídeo), auxiliando a fixação 

das células sobre a superfície em especial servindo como base para a colonização endofítica 

(ANDREOTE et al., 2006). Kwak et al. 2014 relataram a presença de genes envolvidos na 

biossíntese de pilus de tipo IV e adesinas em M.oryzae CBMB20, e sugeriu que os produtos 

desses genes, envolvidos na adesão a superficie e formação de biofilme, esta diretamente 

envolvido com a colonização de tecidos vegetais por Methylobacterium spp. 

Foi observado por meio de microscopia eletrônica e qPCR que esta linhagem durante a 

colonização das raízes de citros forma biofilme com 3 dias de interação e posteriomente 

ocorre um aumento do número de células e a maturação deste biofilme. Esta linhagem tem o 

crescimento lento, apresentando uma curva exponencial de crescimento em meio rico e meio 

mínimo entre o período de 24-48 h (Figura 2.2 e 2.3), o que não parece interferir na 

colonização de citros, pois, este é o gênero mais abundante em associação com esta planta 
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(ARAÚJO et al., 2002). Rosetto et al (2011), verificou que a colonização desta linhagem em 

cana-de-açúcar forma biofilme após 2 dias de interação, entretanto, após estabelecida a 

colonização, esta linhagem se propaga de forma mais rápida dentro da planta e continua a 

formar biofilme por até 6 dias após a interação.  Neste trabalho, foi observado a super 

expressão de uma quantidade maior de genes envolvidos com a formação de biofilme no 

tratamento GMC-B (células do biofilme e endofíticas), como: lipoproteína CpaD 

(MmSR116_5676) envolvido na biogênese de pilus e a proteína YjbE (MmSR116_1115) 

envolvido com a produção de EPS. No tratamento GMC-A e GMC-B foi super expresso o 

gene codificador de polissacarídeo de acetilase (MmSR116_1618) descrito em 

Stenotrophomona smaltophilia por estar envolvido com a formação de biofilme (ALAVI et 

al., 2013). Porém foi também observado repressão de alguns genes também envolvidos com a 

formação de biofilme em ambos os tratamentos como: um gene contendo domínio 

peptideoglicano (MmSR116_0967) no tratamento GMC-A e um gene codificador de PilZ 

pertencente ao sistema tipo IV (MmSR116_3545) no tratamento GMC-B, gene envolvido na 

biogênese de pilus, que pode influenciar a motilidade bacteriana. Era esperado que houvesse a 

super expressão de genes envolvidos com a formação de biofilme nos tratamentos avaliados, 

pois o biofilme seria a base da colonização das raízes, entretanto, é necessário um estudo mais 

aprofundado a respeito desses genes para melhor entender a importância de cada um deles, 

uma vez que foi observada a repressão de genes envolvidos com a formação de pilus, 

estrutura também importante durante a colonização. Foi observado também que alguns genes 

reguladores foram super expressos e outros reprimidos em ambos os tratamentos avaliados, 

sendo necessário um estudo mais aprofundado do papel destes reguladores durante a 

interação. 

Foram também realizadas análises de expressão diferencial comparando os dois 

tratamentos envolvendo a presença da planta (GMC-A – GMC-B) e foi observado uma maior 

expressão genica no tratamento GMC-A em relação ao tratamento GMC-B, como por 

exemplo, genes envolvidos com o sistema de secreção (MmSR116_1031), reguladores 

transcripcionais, MmSR116_1262, MmSR116_0293, MmSR116_2645, MmSR116_3069, 

MmSR116_3925, genes envolvidos na biossíntese de auxina: nitrila hidratase subunidade alfa 

(MmSR116_5790) e beta (MmSR116_5791). Nesta análise somente um gene apresentou 

expressão maior no tratamento GMC-B, este gene foi o esqualenohopanociclase, este gene é 

descrito como o precursor da biossíntese de hopanóides, porém este gene fui reprimido nas 

analises inicial de qPCR. Através deste resultado, pode ser sugerido que as células em contato 
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com os esxudatos da planta respondem inicialmente à um ambiente adverso, para que então 

ocorra a adaptação das células permitindo a colonização do interior da raíz, podendo colonizar 

sistematicamente o hospedeiro, como monitorado por qPCR, onde no quinto dia de 

colonização foi observado uma quantidade maior de células nas raízes e caule de citros. 

Desta forma, embora estudos tenham sido realizados a fim de entender as estratégias 

de colonização da planta hospedeira por Methylobacterium spp. que resultam na promoção de 

crescimento vegetal, muito ainda falta para elucidar e entender os mecanismos fisiológicos 

envolvidos durante o estabelecimento, colonização inicial e tardia da planta hospedeira. Para 

um melhor entendimento pode ser interessante o monitoramento da expressão de genes, 

especialmente aqueles envolvidos com a produção de ACC desaminase e patatin, bem como 

os genes envolvidos com a produção de hopanóides, a fim de entender as funções desses 

genes não somente no estabelecimento e colonização inicial da planta hospedeira, mas 

também o padrão gênico desses genes após períodos maiores de interação.   
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RESUMO do Capítulo 3 

NEVES, A. A. C. Mutações em Methylobacterium spp. 2015. 09 f. Tese (Doutorado em 

Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2015. 

 

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a obtenção de organismos com características novas ou 

não encontradas na natureza, através da transferência, mutações e deleções genéticas, permitindo uma 

nova alternativa para o melhoramento genético de espécies de valor biotecnológico, e a realização de 

estudos para melhoria de processos biológicos de interesse. Neste sentido, foi aplicada a metodologia 

utilizada para inserção do gene dcmA em Methylobacterium spp. para obtenção de mutantes defectivos 

para genes envolvidos na produção de hopanóides, que são moléculas responsáveis por estabilizar e 

proteger as células bacterianas, e possivelmente estar associada A interação bactéria-planta. Desta 

forma, foram construídos 2 plasmideos para a deleção do gene hpnE e hpnF. Para posterior 

conjugação com M. mesophilicum SR1.6/6. 
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ABSTRACT of Chapter 3 

NEVES, A. A. C. Mutations in Methylobacterium spp.. 2015. 09 f. Ph.D. Thesis 

(Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2015. 

 

The recombinant DNA technology allows the achievement of organisms with new features acquired 

by transfer, mutations and genetic deletions, allowing a new alternative for the genetic improvement of 

species of biotechnological value, and studies to improve biological process of interest. In this regard, 

the methodology was applied for insertion of the gene in Methylobacterium spp DCMA. to obtain 

mutants defective in genes involved in the production of hopanoid, which are molecules responsible 

for stabilizing and protecting the bacterial cells, and possibly be associated with bacteria-plant 

interactions. Therefore, two plasmids were constructed for the deletion of hpnE and hpnF gene. For 

further conjunction with M. mesophilicum SR1.6/6. 

 

 

 

 

 

Keywords: Genetic engineering. Endophytes. Gibson Assembly. 
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CAPÍTULO 3 – Mutações em Methylobacterium spp.  

3.1  INTRODUÇÃO 

 A tecnologia do DNA recombinante possibilita a obtenção de organismos com 

características novas ou não encontradas na natureza, através da transferência, mutações e 

deleções genéticas, permitindo uma nova alternativa para o melhoramento genético de 

espécies de valor biotecnológico, e a realização de estudos para melhoria de processos 

biológicos de interesse.  

 A transferencia genética pode também ocorrer de forma natural, os rearranjos 

genômicos e a transferência horizontal de genes são mais frequentemente associados com os 

elementos de transposição e estes rearranjos representam o principal mecanismo da evolução 

de Methylobacterium (VUILLEUMIER et al. 2009). Neste sentido, tem sido observado que 

frequentemente microrganismos adquirem material genético de organismos que são 

evolutivamente distantes (LEE et al., 2010), mas ecologicamente próximos (GOGARTEN et 

al, 2002; SMILLIE et al., 2011). Estes genes obtidos de transferencia horizontal 

desempenham importantes papéis em processos biológicos, que vão desde genes que 

conferem resistência a antibióticos, a genes que modificam o papel ecológico do 

microrganismo (FORSBERG et al., 2012; SHAPIRO et al., 2012). Por exemplo, quando um 

novo nicho ecológico se abre através da introdução de um composto xenobiótico, a 

transferência horizontal de genes (HGT) pode acelerar a montagem e disseminação de uma 

via catabólica correspondente (SPRINGAEL et al., 2004). Esta nova habilidade, no entanto, 

pode ser custosa para o receptor, até que seja cuidadosamente integrado no metabolismo e 

redes de regulações existentes (KIM et al., 2012; YADID et al., 2013). 

Durante o estágio sanduíche da aluna em paceria com o Dr. Christopher James Marx, 

na Universidade de Harvard, foi realizado um treinamento para a consstrução de mutantes em 

Methylobacterium, que resultou na publicação de um artigo em anexo (MICHENER et al., 

2014 – ANEXO C). O objetivo deste trabalho foi estudar novas habilidades fisiológicas de 

Methylobacterium spp. após a transferência horizontal de genes, mais especificamente, a 

introdução do gene dcmA em outras espécies de Methylobacterium. Este gene foi adquirido 

por transferência horizontal  (SCHMID-APPERT et al., 1997; VUILLEUMIER et al., 2009) e 

codifica para a enzima DCM dealogenase, cuja o seu produto é o formaldeído, composto 

constituinte central do metabolismo metilotrófico, este gene, portanto, é responsável pela 

capacidade da linhagem DM4 de Methylobacterium extorqunes em crescer em meio contento 

diclorometano (DCM), um contaminante ambiental. 
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A técnica utilizada neste trabalho foi também aplicada para a obtenção de mutantes 

defectivos para genes de hopanóides em M. mesophilicum SR1.6/6 para posterior estudo da 

colonização de plantas hospedeira, devido ao potencial evolvimento dessas moléculas na 

participação da interaçã bactéria-planta, desta forma, foram escolhidos o gene hpnF 

(envolvido com a ciclagem) e hpnE (envolvido com a síntese) para nocaute. Neste capítulo 

será discutido somente a metodologia e os resultados obtidos para M. mesophilicum SR1.6/6.  

 

3.2  MATERIAIS E MÉTODOS  

3.2.1 ISOLADO DE Methylobacterium mesophilicum E CONDIÇÕES DE CULTIVO  

 Foi utilizada a linhagem SR1.6/6 de M. mesophilicum, previamente isolada de Citrus 

sinensis (ARAÚJO et al., 2002) e sequenciada (ALMEIDA et al., 2013 – ANEXO A). Esta 

bactéria foi cultivada em meio mínimo Hypho (PEEL; QUAYLE, 1961) contendo 100 mL de 

solução fosfato (25,3 g de K2HPO4, 22,5 g Na2HPO4em 1 L de água destilada) 100 mL de 

solução sulfato (5 g de (NH4)2SO4, 2 g of MgSO4 7 H2O em 1 L de água destilada) 799 mL 

de água destilada, 1 mL de metais traço (500 ml de DH2O; 5 g de EDTA; 2,2 g de 

ZnSO47H2O; 0,733 g de CaCl22H2O; 0,506 g de MnCl24H2O; 0,499 g de FeSO47H2O; 0,110 

g de (NH4)MO7O2 x 4H2O; 0,157 g de CuSO45H2O; 0,161 g de CoCl26H2O) suplementado 

com 15 mM de metanol como fonte de carbono (AGASHE et al., 2013; PEEL; QUAYLE, 

1961) a 30 ºC por até 72 h.  

 

 

3.2.2 CONSTRUÇÃO DE PLASMIDEOS PARA NOCAUTE DE GENES DE 

HOPANÓIDE EM SR1.6/6  

 Os plasmídeos para a deleção de cada gene de hopanóide foi construído por meio de 

combinações de PCR, a montante e a jusante de cada gene alvo por meio de tail PCR 

exemplificado na figura 3.1, os primers específicos foram desenhados com auxilio do 

software Geneious para a vizualização das sequencias e dos mapas dos plasmideos, para o 

desenho dos primers foi utilizado a ferramenta primer 3 agregada ao software Neb -

(https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/tm-calculator) para avaliar a 

temperatura de pareamento e Nupack para avaliar estruturas secundárias  

(http://nupack.org/partition/new). Os produtos de PCR foram combinados por meio da técnica 

Gibson Assembly (https://www.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/gibson-

assembly-cloning) (Tabela 3.1, 3.2). Para tal foi preparado uma reação contendo 2 μl (200ng) 

de vetor digerido com enzimas XbaI and SacI, 1 ul do inserto (tamanho do inserto/ tamanho 
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em pares de bases do vetor = ng do fragmento (1:1) e 2 ul de H2O totalizando 5 μl de volume 

final. Esta reação foi submetida ao ciclo de 1hora a 50 ºC em termociclador, seguidos de 

Clean up (Qiagen). Os reagentes utilizados para a técnica Gibson Assembly estão nas tabelas 

3.1 e 3.2.  

 

 

Figura 3.1 - Para a construção da regiao US (a montante) e a região DS (a jusante) foram combinados primers 1-)US FWD + 

shc DS REV = fragmento US  e  2-)DS FWD + shc DS REV = fragmento DS, a fim de obter a homologia para a 

recombinação e por fim deleção do gene. 

 

 

Tabela 3.1 - Componentes do tampão 5X Isothermal reaction buffer (5X IRB) 

Componente Volume (mL) 

1 M tric-HCl (pH = 7.5) 3 

2 M MgCl2 0.150 

100 mM Dntp 0.240 of each 

100 mM NAD 0.300 

PEG-8000 1.5g 

dH2O To 6 mL 

Total Volume 6 mL 
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Tabela 3.2 - Reagentes para a reação Gibson Assembly para 8 amostras 

Componente Volume (uL) 

5X IRB 32 

Taq polimerase Phusion (2U/ul) 1 

Taq ligase (40 U/ul) 16 

T5 Exonuclease (1:50) 3.2 

dH2O 68.3 

Aliquota 120ul : 8 = 15 ul 

  

 Após a construção do fragmento, este foi inserido em vetor E. coli competentes (beta-

10) por meio de transformação. Foram adicionados 15 µl do produto da reação Gibson 

Assembly em 100 µl de células de E. coli competentes e deixadas no gelo por 30 minutos 

seguidos de choque térmico por 40 segundos a 42 ºC, 2 minutos no gelo e adição de 1 mL de 

meio de cultura líquido LB (Luria Broth) e 1 hora em agitador orbital (150 rpm) a 37 ºC. 

Posteriormente as células foram centrifugadas e ressuspendidas em 50 µl de meio de cultura 

novo e semeada sobre meio de cultura LB suplementado com 50 mg de canamicina (marca de 

seleção). Após 24 h em estufa a 37 ºC as colônias obtidas foram submetidas a PCR e 

sequenciadas por Sanger para confirmar se o fragmento inserido era o desejado. 

  

3.2.3 CONJUGAÇÃO DOS PLASMIDEOS PARA NOCAUTE EM SR1.6/6 

 Para a conjugação do plasmideo com o inserto desejado (E. coli + pPSO4 + inserto) 

foi utilizado uma linhagem ajudante que possui o aparato para a conjugação, neste processo 

foi utilizada a linhagem de E. coli PRK2073 (resistente a Estreptomicina).  Desta forma, 

foram preparados 5 mL de culturas em meio LB de E. coli + plasmideo para o nocaute e E. 

coli PRK2073 crescidos por 24 h a 37 ºC, as culturas foram centrifugadas por 1 minuto a 

14.000 rpm e ressupendidas em 1 mL de meio de cultura novo. Foram preparados 10 mL de 

cultura SR1.6/6 em meio HYPHO suplementado com metanol e celulose crescidos por 48 h a 

30 ºC, centrifugadas por 10 minutos a 5.000 rpm e ressuspendida em 1 mL de meio novo. 

Foram adicionados 50 µl da cultura PRK2073 no tubo de cada plasmideo (E. coli + pPSO4 + 

inserto) e deixados em agitador orbital (150 rpm) por 30 minutos a 37 ºC, após este 

procedimento, foram adicionados 100 µl desta mistura em 1 mL de cultura de SR1.6/6 e 

semeado 50 µL em meio Nutriente Agar, em círculos, tomando cuidado para não escorrer, e 

deixados por 18 h a 30 ºC. Foi semeado todo o circulo com alça de drigalsk em meio HYPHO 

suplementado de 15 mM de metanol e 50 mg de canamicina. As colônias resistentes a 

canamicina obtidas foram crescidas em meio de cultura sem a presença de canamicina por 24 

h a 30 ºC e 50 µl foram semeados sobre meio de cultura HYPHO suplementado com metanol 
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e 5% w/v de sacarose para a seleção de clones mutados. As colônias sensíveis ao antibiótico 

canamicina foram sequenciadas para confirmar a deleção desejada. 

 

3.3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1  CONSTRUÇÃO DE PLASMIDEOS PARA NOCAUTE DE GENES DE 

HOPANÓIDE EM SR1.6/6  

Foram construídos dois plasmídeos (Figura 3.2) para nocautear o gene hpnE e hpnF 

(shc), a construção dos primers (Tabela 3.3) foram dificultadas devido ao elevado percentual 

G+C desta região genômica, favorecendo a formação de estruturas secundárias e impedindo o 

perfeito anelamento e extensão dos primers. 

 

Tabela 3.3 – Sequências dos primers para a construção dos plasmídeos para nocaute, combinados com a técnica Gibson  

                       Assembly. 
 

Primer Sequencia 

shc US FWD (61+) CACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGT GTCGTCAACAGCCTGAC 

shc US REV (57+) GTGTAGCGCTCCTCCTT GAGCTCGAAGCAGATATG (reverse) 

shc DS FWD (62+) CATATCTGCTTCGAGCTC AAGGAGGAGCGCTACAC 

shc DS REV (64+) CCTGGTCGGCTGGATCCTCTAGTGAGCTGGCTTGAGCGACGGATC 

(reverse) 

hpnE US FWD (59+) CACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGT AGCTCACCAACATCCTC 

hpnE US REV (64+) AGATTGTCGTAGGCGGTT GTTGCCGTTGTCGATGGT (reverse) 

hpnE DS FWD (61+) ACCATCGACAACGGCAAC AACCGCCTACGACAATCT 

hpnE DS REV (59+) CCTGGTCGGCTGGATCCTCTAGTGAGCT CCCAGTAGCTGATCTTGT 

(reverse) 

 

 

 

 

Figura 3.2 - Mapa do plasmídeo hpnE e shc, apresentando as regiões de anelamento dos primers específicos. 
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 O gene hpnE, codifica para uma protéina “dehydrosqualene reductase” podendo estar 

envolvida com a síntese de esqualeno em uma via de síntese alternativa de hopanóide, 

conforme anotação no NCBI. Este gene em SR1.6/6 foi reprimido durante a interação com 

citros, bem como o gene shc que codifica “hopene cyclase” percussora da via de biossíntese 

de hopanóides, responsável pela formação da cadeia cíclica desta molécula. No capítulo 2 

deste trabalho foi estudado a expressão de genes de biossíntese de hopanóides durante a 

interação de SR1.6/6 (Figura 2.12). Portanto, o objetivo era obter mutantes defectivos para 

grande maioria dos genes avaliados no Capítulo 2, entretanto, até o momento foi realizado a 

construção de dois plasmídeos para a deleção do gene hpnE e shc (Figura 3.2). 

 

 

3.3.2 CONJUGAÇÃO DOS PLASMIDEOS PARA NOCAUTE EM SR1.6/6 

 Foi realizada a conjugação desses plasmideos com SR1.6/6 que recebeu o plamideo e 

apresentou resistência canamicina, a marca de seleção, porém ao retirar a marca de seleção do 

meio de cultura, a bactéria não realizou o segundo crossing, e foi obsrevado que as colônias 

de SR1.6/6 expulsaram o plasmídeo, revertendo a condição selvagem. Desta forma, outras 

construções estão sendo realizadas, a fim de aumentar o número de bases adjacentes ao gene a 

ser deletado, e assim proporcionar uma maior chance da realização do segundo crossing 

resultando na deleçã do gene alvo. 

 

 

 

 

 

3.3  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Após a obtenção dos mutantes de M. mesophilicum SR1.6/6 com nocaute de genes 

envolvidos com a biossíntese de moléculas de hopanóides, os próximos passos serão estudar a 

colonização destes mutantes e avaliar as expressões de todos os genes da via de biossíntese 

por qPCR na ausência de genes expecíficos, a fim de entender a função desta classe gênica 

durante a interação SR1.6/6 e a planta hospedeira. 
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4. CONCLUSÃO 

  

No presente trabalho foi possível reanalisar os dados obtidos por sequenciamento 454 

resultando em uma melhor montagem e anotação automática e manual de todo o genoma, 

além de descrever genes envolvidos durante a interação entre bactéria e a planta hospedeira. 

Esta análise permitiu compreender melhor as funções de algumas classes gênicas da linhagem 

SR1.6/6 que podem estar associadas com a capacidade desta bactéria em se estabelecer na 

planta hospedeira, além de fornecer dados para estudos posteriores, principalmente quanto a 

caracterização do padrão de expressão de genes identificados neste trabalho por meio da 

tecnologia RNAseq.  

A descrição do genoma de Methylobacterium mesophilicum realizada neste trabalho 

pode servir como subsídeos para diversos outros estudos envolvendo principalmente a 

interação com a planta hospedeira e o potencial biotecnológico desta linhagem para produção 

de compostos e hormônios vegetal, assim como, pode ser mais explorado a relação desta 

linhagem com inseto para utilização em controle biológico. 

O estudo dos transcritos desta linhagem quando em interação com a planta hospedeira 

demonstrou que a presença da planta pode desencadear uma série de respostas na bactéria, 

onde esta parece apresentar os aparatos necessários para a colonização e adaptação, como por 

exemplo, genes envolvidos com resposta a estresse oxidativos e formação de biofilme. Um 

estudo de expressão gênica destas duas classes gênicas em outras condições de cultivo e 

crescimento devem ser realizados. Neste trabalho uma série de genes diferencialmente 

expressos durante a interação foram apresentado, os quais, também podem ser melhores 

estudados em outras condições ambientais. 
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ANEXO A - Artigo publicado na revista Genome A.(ALMEIDA et al., 2013) 
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ANEXO B: Expressão Diferencial de SR1.6/6 durante o tratamento planctônico GMC-A e 

interação GMC-B. 

Expressão Diferencial no tratamento planctônico GMC-A 

Produtos gênicos super expressos 

Locus Tag Produto genico 

MmSR116_0020 Hypothetical protein 

MmSR116_0111 folate-binding protein YgfZ 

MmSR116_0685 Hypothetical protein 

MmSR116_0855 hypothetical protein 

MmSR116_1001 ErfK/YbiS/YcfS/YnhG family protein 

MmSR116_1064 NAD-binding D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase 

MmSR116_1073 DEAD/DEAH box helicase 

MmSR116_1098 RAG2 PHD domain containing protein 

MmSR116_1230 Hypothetical protein 

MmSR116_1239 Hypothetical protein 

MmSR116_1360 integration host factor subunit beta 

MmSR116_1618 Polysaccharide deacetylase 

MmSR116_1726 Hypothetical protein 

MmSR116_1813 Electron transfer flavoprotein FAD binding protein 

MmSR116_1832 Hypothetical protein 

MmSR116_1924 Hypothetical protein 

MmSR116_1991 SlyX family protein 

MmSR116_2058 Hypothetical protein 

MmSR116_2123 cytochrome c550 

MmSR116_2186 d-galactonate transporter 

MmSR116_2187 glucarate dehydratase 

MmSR116_2318 Zinc-finger domain protein 

MmSR116_2321 hypothetical protein 

MmSR116_2413 CsbD family protein 

MmSR116_2451 hypothetical protein MmSR116_2451 

MmSR116_2544 Hypothetical protein 

MmSR116_2737 DNA starvation/stationary phase protection protein Dps 

MmSR116_2833 hypothetical protein 

MmSR116_3007 transport-associated protein 

MmSR116_3046 hypothetical protein 

MmSR116_3153 NifU domain-containing protein 

MmSR116_3343 Hypothetical protein 

MmSR116_3415 HNH endonuclease 

MmSR116_3482 response regulator receiver protein 

MmSR116_3546 hypothetical protein 

MmSR116_3669 Hypothetical protein 

MmSR116_4119 tol-pal system-associated acyl-CoA thioesterase 

MmSR116_4349 Hypothetical protein 

MmSR116_4429 short-chain dehydrogenase/reductase SDR 

MmSR116_4460 Hypothetical protein 

MmSR116_4485 Cysteine synthase 
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MmSR116_4500 Hypothetical protein 

MmSR116_4586 Cobalamin B12-binding protein 

MmSR116_5049 hypothetical protein 

MmSR116_5130 Flavoprotein WrbA 

MmSR116_5154 Hypothetical protein 

MmSR116_5376 Hypothetical protein 

MmSR116_5376 Thioredoxin 

MmSR116_5691 Transglutaminase 

MmSR116_5829 hypothetical protein 

Produtos genicos repremidos 

Locus Tag Produto genico 

MmSR116_0315 5`-nucleotidase 

MmSR116_0967 peptidoglycan binding domain-containing protein 

MmSR116_1553 Hypothetical protein 

MmSR116_2177 Hypothetical protein 

MmSR116_2179 Glycosyl transferase family 2 

MmSR116_4659 Hypothetical protein 

 

 

 

 

 

 

Expressão Diferencial no tratamento (biofilme + endofítico) GMC-B 

Produtos genicos super expressos 

Locus Tag Produto genico 

MmSR116_0074 Ornithine decarboxylase 

MmSR116_0145 adenylate/guanylate cyclase 

MmSR116_0300 hypothetical protein 

MmSR116_0958 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase 

MmSR116_1001 ErfK/YbiS/YcfS/YnhG family protein 

MmSR116_1115 Exopolysaccharide production protein YjbE 

MmSR116_1190 Glycosyl transferases group 1 

MmSR116_1236 Hypothetical protein 

MmSR116_1392 Hypothetical protein 

MmSR116_1456 Hypothetical protein 

MmSR116_1618 Polysaccharide deacetylase 

MmSR116_1675 Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase 

MmSR116_1973 Hypothetical protein 

MmSR116_2616 Hypothetical protein 

MmSR116_2637 Hypothetical protein 

MmSR116_2737 DNA starvation/stationary phase protection protein Dps 

MmSR116_2956 Hypothetical protein 

MmSR116_2981 ECF subfamily RNA polymerase sigma-24 factor 

MmSR116_2989 cytochrome c class I 

MmSR116_3007 transport-associated protein 

MmSR116_3147 rhomboid family protein 
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MmSR116_3153 NifU domain-containing protein 

MmSR116_3377 2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-succinyltransferase 

MmSR116_3382 leucyl-tRNA synthetase 

MmSR116_3400 hypothetical protein 

MmSR116_3427 hort-chain dehydrogenase/reductase SDR 

MmSR116_3445 calcium-binding EF-hand-containing protein 

MmSR116_3490 type 11 methyltransferase 

MmSR116_3546 hypothetical protein 

MmSR116_3606 methionine biosynthesis protein MetW 

MmSR116_3720 Hypothetical protein 

MmSR116_3727 Hypothetical protein 

MmSR116_3961 integrase family protein 

MmSR116_3984 C4-dicarboxylate transporter/malic acid transport protein 

MmSR116_4006 Hypothetical protein 

MmSR116_4087 glutamate racemase 

MmSR116_4091 hypothetical protein 

MmSR116_4453 luciferase-like monooxygenase 

MmSR116_4637 signal transduction histidine kinase 

MmSR116_4659 Hypothetical protein 

MmSR116_4803 SMP-30/gluconolaconase/LRE domain-containing protein 

MmSR116_5010 Hypothetical protein 

MmSR116_5117 Hypothetical protein 

MmSR116_5227 Hypothetical protein 

MmSR116_5354 Maleylacetoacetate isomerase 

MmSR116_5395 Hypothetical protein 

MmSR116_5425 Polysaccharide deacetylase 

MmSR116_5486 Thioredoxin 

MmSR116_5494 PA-phosphatase-like phosphoesterase 

MmSR116_5553 hypothetical protein 

MmSR116_5623 hypothetical protein 

MmSR116_5676 pilus biogenesis lipoprotein CpaD 

MmSR116_5729 hypothetical protein 

MmSR116_5734 NUDIX hydrolase 

Produtos genicos repremidos 

Locus Tag Produto genico 

MmSR116_0068 Hypothetical protein 

MmSR116_0150 hypothetical protein 

MmSR116_0156 LysR family transcriptional regulator 

MmSR116_0317 Sulfur oxidation protein SoxZ 

MmSR116_1031 secretion protein HlyD family protein 

MmSR116_1142 Bacterial extracellular solute-binding protein, family 5 Middle 

MmSR116_1162 hypothetical protein 

MmSR116_1221 Hypothetical protein 

MmSR116_1347 Hypothetical protein 

MmSR116_1362 30S ribosomal protein S1 

MmSR116_1377 Hypothetical protein 

MmSR116_1389 Hypothetical protein 
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MmSR116_1487 EamA-like transporter family 

MmSR116_1539 transglutaminase domain-containing protein 

MmSR116_1578 3-hydroxydecanoyl-ACP dehydratase 

MmSR116_1667 Hypothetical protein 

MmSR116_1681 50S ribosomal protein L36 

MmSR116_1964 Acriflavin resistance protein 

MmSR116_1977 Glycoside hydrolase family protein 

MmSR116_2014 Membrane bound O-acyl transferase MBOAT family protein 

MmSR116_2067 hypothetical protein 

MmSR116_2120 two component LuxR family transcriptional regulator 

MmSR116_2180 Hypothetical protein 

MmSR116_2190 hypothetical protein 

MmSR116_2254 hypothetical protein 

MmSR116_2302 F0F1 ATP synthase subunit epsilon 

MmSR116_2346 Hypothetical protein 

MmSR116_2400 Helix-turn-helix domain protein 

MmSR116_2594 Hypothetical protein 

MmSR116_2991 UspA domain-containing protein 

MmSR116_3017 Cytochrome oxidase subunit II 

MmSR116_3069 XRE family transcriptional regulator 

MmSR116_3254 WxcM domain-containing protein 

MmSR116_3258 Protein of unknown function (DUF563) 

MmSR116_3278 BlaR1 peptidase M56 

MmSR116_3363 MltA-interacting MipA family protein 

MmSR116_3379 two component transcriptional regulator 

MmSR116_3401 Nitroreductase 

MmSR116_3444 hypothetical protein 

MmSR116_3545 type IV pilus assembly PilZ 

MmSR116_3848 Hypothetical protein 

MmSR116_3953 Hypothetical protein 

MmSR116_3973 Hypothetical protein 

MmSR116_4118 hypothetical protein 

MmSR116_4156 DsbA oxidoreductase 

MmSR116_4182 hypothetical protein 

MmSR116_4282 response regulator receiver modulated metal dependent phosphohydrolase 

MmSR116_4408 alpha/beta hydrolase fold protein 

MmSR116_4493 Hypothetical protein 

MmSR116_4520 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase 

MmSR116_4605 Hypothetical protein 

MmSR116_4729 Hypothetical protein 

MmSR116_4734 Hypothetical protein 

MmSR116_4792 transcriptional regulator 

MmSR116_4907 Hypothetical protein MmSR116_4907 

MmSR116_4927 Hypothetical protein 

MmSR116_4938 transcriptional regulator 

MmSR116_5063 hypothetical protein 

MmSR116_5096 hypothetical protein 

MmSR116_5156 Hypothetical protein 
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MmSR116_5281 Hypothetical protein 

MmSR116_5322 Protein-export protein SecB 

MmSR116_5381 Prephenate dehydratase 

MmSR116_5399 YiaAB two helix domain protein 

MmSR116_5411 Hypothetical protein 

MmSR116_5424 NAD-dependent epimerase/dehydratase 

MmSR116_5583 tartrate dehydrogenase 

MmSR116_5607 Hypothetical protein 

MmSR116_5768 ABC transporter-like protein 

MmSR116_5787 DNA polymerase III subunit beta 

MmSR116_5789 ECF subfamily RNA polymerase sigma-24 factor 

MmSR116_5921 Hypothetical protein 

MmSR116_5928 Hypothetical protein 

MmSR116_5972 Hypothetical protein 

MmSR116_5973 Hypothetical protein 

MmSR116_6005 Hypothetical protein 

MmSR116_6009 Hypothetical protein 
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ANEXO C- Artigo publicado na revista eLife (MICHENER et al., 2014) 
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