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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. 
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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. 
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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 



13 

 

 

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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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). 
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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 
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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. 
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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. 

 

 

 

 

 

Palavras chave: Engenharia genética. Endofítico. Gibson Assembly.  
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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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

 

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.  
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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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


