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RESUMO

SALGUERO-LONDONO, J. K. Anélises da expressdo génica da linhagem SR1.6/6 de
Methylobacterium mesophilicum em interacdo com citros (Citrus sinensis) soja (Glycine
max) e milho (Zea mays). 2022. 140f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2022.

Espécies do género Methylobacterium possuem um potencial biotecnoldgico e agronémico
basante amplo. Este género é capaz de sintetizar diversos compostos como biopolimeros (PHA
e PHB) ou produzir horménios vegetais como auxina. Apresenta metabolismo metilotrofico, o
qual lhe confere uma vantagem adaptativa no ambiente, permitindo colonizar diversas plantas
de importancia econémica. Durante a interacdo com diversas espécies vegetais, bactérias deste
género sdo capazes de induzir resisténcia sistémica, reduzir o estresse da planta, promover o
crescimento vegetal e proteger a planta do ataque de patdgenos. Sendo estas caracteristicas
importantes na procura de biofertilizantes, agentes de controle bioldgico e alternativas
sustentiveis para 0 meio ambiente, incluindo o solo. Consequentemente, 0s mecanismos
envolvidos na interagcdo com a planta hospedeira precisam ser elucidados e para isso estudos de
gendmica, transcriptdmica e protedmicas ajudam na compreensdo das estratégias de interacdo
planta-bactéria endofitica por meio da identificacdo de genes e vias metabolicas que regulam
esta interacdo. Portanto, neste trabalho foram realizadas analises de transcriptoma da linhagem
SR1.6/6 de Methylobacterium mesophilicum durante a interacdo com citros (Citrus sinensis),
soja (Glycine max) e milho (Zeas mays) com o objetivo de entender a influéncia dos exsudatos
radiculares na expressdo de genes bacterianos relacionados a colonizacdo com a planta
hospedeira. Os resultados das analises do transcriptoma para 0s tratamentos avaliados,
mostraram que durante a interacdo de Citros+SR1.6/6 foram identificados 1634 genes
diferencialmente expressos (580 genes induzidos e 1054 genes reprimidos); na interacdo Soja+
SR1.6/6, foram encontrados 2426 genes diferencialmente expressos (1091 genes induzidos e
1335 genes reprimidos) e durante a interacdo Milho+ SR1.6/6 foram detectados 2619 genes
diferencialmente expressos (1229 genes induzidos e 1390 genes reprimidos). Os valores de log2
fold change de genes estatisticamente significativos mostraram que existe um perfil de
expressdo especifico para as diferentes plantas avaliadas, sendo estas vias relacionadas com
quorun sensing (QS), quimiotaxia, transporte de aminoacidos, montagem de flagelo, proteinas
envolvidas com formacdo de biofilme como glicosiltransferases e polissacarideos, proteinas
envolvidas na adesdo como proteinas de membrana externa e lipoproteinas, integridade da
célula através da sintese do lipideo A, sistema do secrecéo tipo | e bombas de efluxo da familia
RND, receptores TonB para captura de ferro e genes envolvidos com sinteses de fenazinas.
Dessa forma, considerando que a expressao destes genes é regulada pela presenca dos exsudatos
radiculares liberados pelas plantas avaliadas, pode se concluir que devam participar do processo
de reconhecimento e colonizagdo da planta hospedeira.

Palavras chave: Interacdo. Transcriptoma. Expresséo génica. SR1.6/6. Planta hospedeira.



ABSTRACT

SALGUERO-LONDONO, J. K. Gene expression. Analysis of SR1.6/6 strain of
Methylobacterium mesophilicum in interaction with citrus (Citrus sinensis), soybean
(Glycine max) and maize (Zea mays).2022. 140p. Ph.D. thesis (Microbiology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2022.

Species of the genus Methylobacterium have a broad biotechnological and agronomic potential.
Bacterium belonging to this genus is capable to synthesizing several compounds, such as
biopolymers (PHA and PHB) andplant hormones (auxin). In addition, these bacteria present a
methylotrophic metabolism which result in an adaptive advantage in the environment, allowing
to colonize several crops. During interaction with several plant species, this genus can induce
systemic resistance, reduce plant stress, promote plant growth and protect the plant from
pathogen attack. These characteristics are important in the search for biofertilizers, biological
controllers and sustainable alternatives for the environment, including the soil. Consequently,
the mechanisms during the interaction with the host plant need to be elucidated and for this
genomics, transcriptomics and proteomic studies help to understand the strategies of plant-
endophytic bacteria interaction by the identification of genes and metabolic pathways related
to recognition and settling inside the host plant. Therefore, in this work, transcriptome of the
SR1.6/6 strain of Methylobacterium mesophilicum in response to the root exudates released by
citrus (Citrus sinensis), soybean (Glycine max) and maize (Zeas mays) were evaluated in order
to understand the initial steps associated to plant colonization. The results of the transcriptome
analysis for the evaluated treatments showed that during the interaction of Citrus+SR1.6/6,
1634 differentially expressed genes were identified (580 induced genes and 1054 repressed
genes); in the Soybean+ SR1.6/6 interaction, 2426 differentially expressed genes were found
(1091 induced genes and 1335 repressed genes) and during the Corn+ SR1.6/6 interaction 2619
differentially expressed genes were detected (1229 induced genes and 1390 repressed genes).
The log2 fold change values of statistically significant genes showed that there is a specific
expression profile for the different plants evaluated in pathways related to quorum sensing (QS),
chemotaxis, amino acid transport, flagellum assembly, proteins involved in biofilm formation
such as glycosyltransferases and polysaccharides, proteins involved in adhesion such as outer
membrane proteins and lipoproteins, cell integrity through lipid A synthesis, type | secretion
system and RND family efflux pumps, TonB receptors for iron capture and genes involved with
phenazine synthesis. Therefore, considering that the epression of these genes is regulated by
the root exudates released by the evaluated plants, we concluded that these mechanisms are
related to host plant recognition and colonization.

Keywords: Interaction. Transcriptome. Gene expression. SR1.6/6. Host plant.
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INTRODUCAO

O género Methylobacterium é composto por bactérias de coloracao résea, metilotroficas
(PPFMs) capazes de se estabelecer em diferentes nichos no ambiente, incluindo diferentes
espeécies vegetais. Em associacdo com a planta, algumas espécies deste género sdo capazes de
promover o crescimento vegetal, aumentar a atividade fotossintética e reduzir o ataque de
patdgenos. Methylobacterium spp. podem estar envolvidas na formacgdo de nodulos e fixacdo
de nitrogénio em fabaceas (leguminosas), além de produzir os reguladores vegetais auxina e
citocinina e induzir resisténcia sistémica. Por isso, bactérias este género tem despertado grande
interesse cientifico pelo fato de possuir potencial para sintese de produtos biotecnoldgicos de
alto valor agregado como o polihidroxibutirato (PHB) e polihidroxialcanoato (PHA).

M. mesophilicum SR1.6/6 foi isolada de ramos de citros e devido a interacdo com
diversas plantas hospedeiras e possivelmente Xylella fastidiosa, tem sido foco de varios estudos
nas areas de gendmica, protedmica e transcriptdmica. Neste contexto, a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na interacdo planta-Methylobacterium se torna uma
estratégia cada vez mais relevante no panorama da agricultura atual, visto que a compreensdo
dos processos envolvidos na colonizacdo da planta hospedeira pelo endéfito permite estabelecer
0s mecanismos de respostas da planta, incluindo alteraces fisioldgicas associadas ao aumento
da produtividade agricola. Entre estes mecanismos, cabe ressaltar a secre¢do de proteinas ou
moléculas requeridas para o reconhecimento, adesédo e invasdo dos tecidos do hospedeiro por
parte da bactéria endofitica. Sabe-se que o estabelecimento da interacdo entre a planta
hospedeira e micro-organismos do solo ou epifita inicia quando os exsudatos da planta séo
reconhecidos por esta microbiota, a qual leva a ativacdo de genes que codificam proteinas
importantes para o estabelecimento da interacdo, incluindo proteinas envolvidas com transporte
e secrecdo de moléculas.

Dessa forma, diversos estudos tém sido realizados com o fim de caracterizar 0s
mecanismos de invaséo e colonizacdo do hospedeiro por parte de bactérias endofiticas. Este
conhecimento pode permitir o desenvolvimento de estratégias para 0 aumento de resisténcia e
tolerancia da planta a fatores bidticos e abidticos que afetam a produtividade vegetal. Neste
contexto, o presente projeto avaliou o transcriptoma da bactéria endofitica Methylobacterium
mesophilicum SR.1.6/6 durante a interacdo com diferentes hospedeiros, incluindo soja (Glycine
max), milho (Zea mays) e laranja doce (Citrus sinensis). Foram identificados genes envolvidos
na colonizacdo da planta, bem como rotas metabdlicas e estratégias utilizadas por esta bactéria
para evadir do sistema de defesa da planta. Adicionalmente foram propostas vias de interacdo

associadas a especificidade da linhagem SR1.6/6 a diferentes hospedeiros.



CAPITULO 2

DESCRI(;AO GERAL DA TESE DE DOUTORADO E RELAQAO ENTRE OS
CAPITULOS

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 foi isolada endofiticamente de ramos de citros e,
gracas a sua capacidade de colonizar difentes plantas hospedeiras, tem se tornado um alvo de
estudo como um potencial agente de biocontre de patdgenos e como biofertilizante por
estimular o crescimento vegetal e melhorar o rendimento dos cultivos. Porém, pouco é
conhecido sobre os mecanismos de interacdo com a planta hospedeira sendo necessario
abordagens omicas que permitan a identificacdo de genes e rotas metabdlicas importantes
envolvidas nesta interacdo. Este trabalho teve como objetivos detectar genes envolvidos no
reconhecimento, ades&o e estabelecimento na planta hospedeira por parte de M. mesophilicum
SR1.6/6 por médio de analises do transcriptoma e estabelecer modelos de interacdo planta-
bactéria especifica durante o reconhecimento ao hospedeiro por parte desta linhagem.
Capitulo 3: Apresenta os resultados globais das analises do transcriptoma da linhagem SR1.6/6
de M. mesophilicum durante a interacdo com Citrus sinensis, Glycine max e Zea mays. Os
resultados mostraram que durante a interacdo de Citros+SR1.6/6 foram identificados 1634
genes diferencialmente expressos; na interacdo Soja+ SR1.6/6, foram encontrados 2426 genes
diferencialmente expressos e durante a interacdo Milho+ SR1.6/6 foram detectados 2619 genes
diferencialmente expressos. Observando a regulacdo de genes envolvidos na expressdo
proteinas transportadoras de moléculas, metabolismo metilotréfico e atividade da enzima
metanol desidrogenase, sintese e montagem de flagelo, biossintese de LPS, quimiotaxia e
motilidade, genes envolvidos com resposta de QS, sistema de secrecdo tipo I, montagem de
pilus, bombas de efluxo, biossintesse de estruturas ribossdmicas e protéinas ribossomais,
sistema antioxidante e metabolismo da glutationa, importantes para a interacdo planta-bactéria.
Capitulo 4: Foi reportado que durante a interacdo da M. mesophilicum SR1.6/6 com soja e
milho destacam-se mecanismos como metabolismo de carbono e aminoacidos, motilidade por
sintese de flagelo, quimiotaxia, sintese do lipidio A, ativacdo de reguladores transcricionais e
transportadores, adesdo por proteinas de membrana externa e lipoproteinas e ativacdo de
mecanismos de defesa e translocacdo de compostos pelo sistema de secre¢éo tipo I. Durante a
interacdo M. mesophilicum SR1.6/6-citros foi encontrada ativagdo de reguladores
transcricionais em resposta a planta, adeséo por proteinas de membrana externa e lipoproteinas
e a ativacdo de bombas de efluxo RND como um mecanismos de detoxificacdo e sobrevivéncia

na planta.



CAPITULO 3

Resposta da bactéria endofitica Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 a interacdo com

as plantas citros (Citrus sinensis), soja (Glycine max) e milho (Zea mays)

Jennifer Salguero-Londofio?, Welington Luiz Araujo?
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RESUMO

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 foi isolada endofiticamente de ramos de citros e,
gracas a sua capacidade de colonizar difentes plantas hospedeiras, tem se tornado um alvo de
estudo como um potencial agente de biocontre de patdgenos e como biofertilizante por
estimular o crescimento vegetal e melhorar o rendimento dos cultivos. Porém, pouco é
conhecido sobre os mecanismos de interacdo com a planta hospedeira sendo necessario
abordagens omicas que permitan a identificacdo de genes e rotas metabdlicas importantes
envolvidas nesta interacdo. Portanto, este estudo teve como objetivo comparar as estratégias de
interacdo de M. mesophilicum por meio de anélises de RNAseq em respostas aos exsudatos
radiculares de diferentes plantas hospedeiras. Os resultados das analises do transcriptoma para
os tratamentos avaliados, mostraram que durante a interacdo de Citros+SR1.6/6 foram
identificados 1634 genes diferencialmente expressos (580 genes induzidos e 1054 genes
reprimidos); na interacdo Soja+ SR1.6/6, foram encontrados 2426 genes diferencialmente
expressos (1091 genes induzidos e 1335 genes reprimidos) e durante a interagdo Milho+
SR1.6/6 foram detectados 2619 genes diferencialmente expressos (1229 genes induzidos e 1390
genes reprimidos). Foi observada a expressdo de genes envolvidos nas vias de transporte de
moléculas, metabolismo metilotréfico e atividade da enzima metanol desidrogenase, sintese e
montagem de flagelo, biossintese de LPS, quimiotaxia e motilidade, genes envolvidos com
resposta de QS, sistema de secrec¢éo tipo I, montagem de pilus, bombas de efluxo, biossintesse
de estruturas ribossdmicas e protéinas ribossomais, genes envolvidos com resposta a espécies
reativas de oxigénio (sistema antioxidante e metabolismo da glutationa), mostrando que a
presenca da planta influencia a resposta de M. mesophilicum SR1.6/6, modificando os perfis de
expressao de genes relevantes durante a interacdo Methylobacterium-planta hospedeira.



CAPITULO 4

Mecanismos especificos de interacdo de M. mesophilicum SR1.6/6 com a planta hospedeira

Jennifer Salguero-Londofio?, Welington Luiz Araujo?
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RESUMO
As bactérias utilizam diferentes estratégias de sobrevivéncia para se estabelecer em diferentes
ambientes. A colonizacdo da planta por endéfitos é mediada por uma série de eventos que
incluem o reconhecimento de de moléculas de sinalizacéo e nutrientes secretados pelas plantas
(exsudatos radiculares). Estes compostos além de serem utilizados como fonte de carbono e
energia, podem exercer uma influéncia no metabolismo bacteriano, ativando ou reprimindo
genes envolvidos em mecanismos especificos de interacdo. Considerando que 0s mecanismos
de interacdo Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6-planta hospedeira ainda ndo foram
totalmente esclarecidos, o objetivo deste trabalho foi detectar genes envolvidos no
reconhecimento, adesdo e estabelecimento na planta, comparando as estratégias de interagdo de
M. mesophilicum SR1.6/6. Para isso, no presente trabalho a resposta desta bactéria a presenca
dos exsudatos radiculares de citros, soja e milho vou avaliada por meio da anélise do seu
transcriptoma. Foi observado que a expressdo de genes associados a proteinas de vias
relacionadas a comunicacao celular (QS), quimiotaxia, transporte de aminoacidos, montagem
de flagelo, proteinas envolvidas com formacdo de biofilme como glicosiltrasferases e
polissacarideos, proteinas envolvidas na adesdo como proteinas de membrana externa e
lipoproteinas, integridade da célula através da sintese do lipideo A, sistema do secrec¢éo tipo |
e bombas de efluxo da familia RND, receptores TonB para captura de ferro e genes envolvidos
com sinteses de fenazinas foram reguladas diferencialmente durante a interacdo. Os resultados
permitiram concluir que existem estratégias especificas por parte da linhagem SR1.6/6 em
resposta a planta hospedeira e essas repostas sdo influenciadas pela espécie vegetal, o estagio

de desenvolvimento e os exsudatos radiculares.
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