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RESUMO

MANTILLA GALINDO, M. A. Exsudatos radiculares como reguladores da colonizagédo da
planta por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens. 2019. 158f. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2019.

O género Methylobacterium pode estabelecer associacdes epifiticas ou endofiticas com
diferentes espécies vegetais. Para o estabelecimento dessa interagdo, ocorre uma comunicagao
quimica coordenada entre as partes, em que os exsudatos da planta hospedeira provavelmente
desempenham um papel fundamental. Estudos anteriores, mostraram que a linhagem M.
mesophilicum SR1.6/6 apresenta maior crescimento na presenca de exsudatos vegetais,
induzindo uma alteracdo no padrdo da expressdo de genes possivelmente envolvidos na
colonizacdo (atividade catalitica, formacdo de biofilme, metabolismo primario e genes
envolvidos em resposta antioxidante). No entanto, o papel dos exsudatos vegetais, durante a
interacdo com Methylobacterium, ainda ndo é bem entendido. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia de exsudatos radiculares de plantulas de soja (Glycine max) e
milho (Zea mays) no estabelecimento da interacdo com Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens. Assim, foram desenhados primers especificos para 3 linhagens de
Methylobacterium e uma linhagem de Methylorubrum extorquens, com a finalidade de
quantificar cada uma das linhagens no solo e na raiz de plantulas de soja e milho por gPCR.
Além disso, foi feita a identificacdo dos exsudatos vegetais durante a interacdo com
Methylobacterium por GC-MS e a influéncia dos exsudatos vegetais na formacao de biofilme
também foi avaliada. Deste modo, foi observado que as linhagens AR1.6/2 (M. extorquens) e
MP2-3 (M. hispanicum), quando inoculadas individualmente, sobreviveram no solo por até 90
dias. Enquanto as linhagens SR1.6/6 (M. mesophilicum) e R16E (M. fujisawaense)
apresentaram menor taxa de sobrevivéncia no mesmo periodo avaliado, ademais foi visto que
no consoércio bacteriano, s6 a linhagem MP2-3 sobreviveu no solo. Nos experimentos de
interacdo, foi observado que a linhagem SR1.6/6, inoculada individualmente apresentou maior
abundancia nas raizes de plantulas de soja, e quando inoculada no consércio, apresentou menor
abundancia. Em raiz de milho, a abundéncia das bactérias ndo diferiu significativamente. A
partir das analises de GC-MS, foi observado que plantulas de soja e milho apresentaram perfis
diferenciados, sendo que plantulas de milho mostraram maior porcentagem de carboidratos
(16%) e &cidos organicos (7%), em relacdo aos exsudatos de plantulas de soja, que apresentaram
14% de carboidratos e 2% de acidos organicos. Durante a interacdo, houve um aumento na
abundancia relativa de carboidratos, acidos organicos e aminoacidos tanto em plantulas de soja
como de milho. Por ultimo, foi evidenciado que os exsudatos de plantulas de milho induziram
a formacdo de biofilme bacteriano. Os resultados obtidos neste trabalho, evidenciam a
influéncia dos exsudatos na selecdo de linhagens especificas de Methylobacterium e ou
Methylorubrum, mediante a disponibilizacdo de fontes especificas de carbono. Além disso, é
possivel sugerir que o sucesso da colonizagdo da planta por Methylobacterium é dependente do
metabolismo dessas fontes de nutrientes.

Palavras chave: Exsudatos radiculares. Biofilmes. Interacdo planta-bactéria. Colonizagéo.
Ecologia de interagdes.



ABSTRACT

MANTILLA GALINDO, M. A. Root exudates as regulators of plant colonization by
Methylobacterium spp. and Methylorubrum extorquens 2019, 158f. Master thesis
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo,
2019.

The genus Methylobacterium can establish epiphytic or endophytic associations with different
plant species. For the establishment of interaction, chemical communication between plant and
bacteria take place, in this communication the root exudates probably play a key role. Previous
studies showed that the strain M. mesophilicum SR1.6/6 increased their development in root
exudates and the expression of colonization related genes (catalytic activity, biofilm formation,
primary metabolism and antioxidant genes). However, the importance and functions of plant
root exudates during interaction with Methylobacterium are not well understood. Therefore,
this work aims to determinate the role of soybean (Glycine max) and corn (Zea mays) seedling
root exudates in the establishment of interaction with Methylobacterium spp. and
Methylorubrum extorquens. Thus, specific primers were designed for three Methylobacterium
spp. strains and one Methylorubrum extorquens strain. These primers were used for the strain’s
quantification in soil and seedlings roots (soybean and corn) by gPCR. Additionally, the
composition of seedlings roots in interaction with Methylobacterium were identified by GC-
MS and the influence of exudates in biofilm formation were evaluated. Thus, it was observed
that the strains AR1.6/2 (M. extorquens) and MP2-3 (M. hispanicum) when inoculated
individually survived in the soil for up to 90 days, while the strains SR1.6/6 (M. mesophilicum)
and R16E (M. fujisawaense) showed a low survival. In bacterial consortia, only MP2-3 strain
was survived for 90 days in soil. In the interaction experiments was evidenced that SR1.6/6
strain when inoculated individually had the biggest abundance in soybean roots but in consortia
had the lowest. In corn root, the abundance of bacteria didn’t differ significantly. From GC-MS
analyzes, was observed that soybean and corn seedlings presented different profiles, and corn
seedlings showed a higher percentage of carbohydrates (16%) and organic acids (7%), in
comparison with soybean, which presented 14% of carbohydrates and 2% of organic acids.
During interaction, carbohydrates, organic acids and amino acids percentages increased in
soybean and corn seedlings. Finally, it was evidenced that corn seedling exudates induced the
bacterial biofilm formation. The results obtained in this work show the influence of exudates in
the selection of specific strains of Methylobacterium and or Methylorubrum, by providing
specific carbon sources, and it’s suggested that the success of plant colonization by
Methylobacterium is dependent on the metabolism of these nutrient sources.

Key words: Root exudates. Biofilms. Plant-bacteria interaction. Colonization. Ecology of
interactions.
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1 INTRODUGCAO

O género Methylobacterium pertence a classe Alfa-proteobacteria, ordem Rhizobiales e
familia Methylobacteriaceae (DONOVAN; MCDONALD; WOOD, 2014). Este género €
constituido por 32 espécies descritas sendo Methylobacterium organophilum a espécie tipo do
género (GREEN; ARDLEY, 2018). Membros deste género se caracterizam por apresentar a
capacidade de metabolizar o metanol na auséncia da biotina como cofator (GREEN; ARDLEY,
2018), e por desenvolver associa¢Oes endofiticas ou epifiticas com diversas espécies de plantas
(ARAUJO et al., 2015; DOURADO et al., 2013). Estas associacdes, geralmente, apresentam
um estimulo positivo na planta, promovendo o crescimento vegetal pela produgdo de fito-
hormdnios (citocininas e auxinas), disponibilizando nutrientes, inibindo patdégenos e regulando
os niveis de etileno (hormonio do estresse) (CHAUHAN et al., 2015; KUMAR et al., 2016;
MADHAIYAN et al., 2006a).

Os mecanismos que permitem o estabelecimento da interagdo entre Methylobacterium e
a planta hospedeira ainda ndo sdo bem compreendidos, mas acredita-se que 0s exsudatos
vegetais desempenham um papel fundamental no processo (BERENDSEN; PIETERSE;
BAKKER, 2012; SANCHEZ-CANIZARES et al., 2017; SASSE; MARTINOIA; NORTHEN,
2018). Os exsudatos vegetais, sdo compostos secretados pela raiz, que correspondem a 20-40%
do carbono (BADRI; VIVANCO, 2009; SINGH et al., 2019) e 15% do nitrogénio fixado pela
planta (SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018) e desempenham um papel fundamental na
estruturacdo das comunidades microbianas da rizosfera (COMPANT et al., 2019; HAICHAR
et al., 2014). Estes exsudatos, podem também estar envolvidos no favorecimento de espécies
capazes de trazer algum beneficio ecoldgico e evolutivo para a planta (HARDOIM; VAN
OVERBEEK; ELSAS, 2008). No entanto, a espécie favorecida pelos exsudatos deve ser capaz
de coexistir com outros micro-organismos e colonizar a planta hospedeira (SASSE;
MARTINOIA; NORTHEN, 2018), sendo necessario portanto, ndo somente responder ao

estimulo da planta, mas também competir com outros micro-organismos.

Estudos anteriores, mostraram que M. mesophilicum SR1.6/6 é capaz de colonizar
plantulas de soja (Glycine max) ap6s o reconhecimento inicial, sendo observadas células
individuais ap6s 24 h e producio de biofilme ap6s 72 h (ARAUJO et al., 2015). Também foi
observado que os exsudatos das raizes de plantulas de milho (Zea mays) e de Citrus sinensis
induzem um maior crescimento de M. mesophilicum SR1.6/6 (SALGUERO-LONDONO,
2015). Os exsudatos de plantulas de soja induzem a expressdo de diferentes grupos de genes,

incluindo aqueles relacionados com a atividade catalitica, adesdo, atividade transportadora e
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genes envolvidos em resposta antioxidante nesta linhagem (ARAUJO et al., 2015), sugerindo
que esta resposta possa estar associada a capacidade de colonizar a planta hospedeira.
Contudo, ainda pouco se conhece acerca de como 0s exsudatos vegetais afetam a
interacdo de Methylobacterium com a planta hospedeira, ou selecionado diferentes gendétipos
microbianos. Por outro lado, as estratégias utilizadas por Methylobacterium, em resposta a
planta, ainda ndo foram elucidadas. Dessa forma, o principal objetivo deste trabalho foi
identificar compostos presentes nos exsudatos radiculares associados a especificidade e ao
aumento da competitividade de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens, durante
a interagdo com pléantulas de milho (Zea mays) e soja (Glycine max), e avaliar a capacidade
destas bactérias em competirem sob diferentes condi¢cdes no ambiente. Visando a ter melhor
entendimento da interacdo de Methylobacterium com a planta hospedeira. Para isso, nesse
trabalho foi avaliada a sobrevivéncia em solo e a abundancia de Methylobacterium spp. e
Methylorubrum na raiz plantulas de soja e milho, bem como a identificacdo de compostos

presentes nos exsudatos vegetais, envolvidos na interacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspetos gerais do género Methylobacterium

O género Methylobacterium (PATT; COLE; HANSON, 1976) pertence a classe Alfa-
proteobacteria (DONOVAN; MCDONALD; WOOD, 2014) e é constituido por 32 espécies,
sendo M. organophilum a espécie tipo do género (GREEN; ARDLEY, 2018). Em geral,
espécies pertencentes a este género, apresentam col6nias cor de rosa de 1 a 2 mm de diametro,
células na forma de bastonetes Gram negativos ou Gram variaveis (GREEN; ARDLEY, 2018;
KOVALEVA; DEGENER; VAN DER MEI, 2014). O género é ubiquo na natureza, podendo
ser encontrado em diferentes ambientes, tais como o solo, poeira, ar, sedimentos de lagos e,
especialmente em associacdo com plantas (KWAK et al., 2014; OCHSNER et al., 2014).

As bactérias pertencentes ao género Methylobacterium, apresentam a capacidade de usar
o0 metanol como fonte de carbono na auséncia de biotina como cofator (GREEN; ARDLEY,
2018). O metabolismo deste composto, envolve a participacao da enzima periplasmica metanol
desidrogenase (MDH), a qual permite a oxida¢do do metanol em formaldeido (SY et al., 2005;
ZHANG; LIDSTROM, 2003). J& no citoplasma o formaldeido pode ser oxidado a CO; para a
geracdo de energia, ou ser assimilado em forma de biomassa através da via da serina (SY et al.,
2005; ZHANG; LIDSTROM, 2003). A capacidade de utilizagdo do metanol como fonte de
carbono, confere ao género uma vantagem competitiva frente a outros microrganismos durante
a colonizacdo de plantas (DOURADO et al., 2015; SY et al., 2005). Visto que, as plantas
liberam esse composto durante o crescimento vegetal como resultado da quebra de pectina
(GALBALLY; KIRSTINE, 2002; MACDONALD; SCIENCES, 1993).

A degradacdo da pectina pelas plantas pode liberar aproximadamente 150 Tg de metanol
por ano (KUMAR et al., 2018). Assim, o metabolismo metilotréfico, permite que bactérias
deste género tenham uma participacdo ativa no ciclo global do carbono (IGUCHI,
YURIMOTO; SAKAI, 2015), participando da reducdo da quantidade de metanol liberada na
atmosfera (KUMAR et al., 2018), visto que ao colonizar ativamente a filosfera,
Methylobacterium spp. utiliza 0 metanol como fonte de carbono (KUMAR et al., 2018).

Espécies do género Methylobacterium podem estabelecer associagdes com diferentes
plantas, tais como soja (Glycine max) (SOBRAL, 2003), laranja (Citrus sinensis) (ARAUJO et
al., 2002), cana-de-acucar (Saccharum officinarum L) (MADHAIYAN et al., 2005), eucalipto
(Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophyla) (ANDREOTE et al., 2009), entre outras. Durante

essa associacdo Methylobacterium pode colonizar a planta, comportando-se como um micro-
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organismo endofitico ou epifitico, sendo capaz de promover o crescimento vegetal e/ou
interagir com pat6genos (ARAUJO et al., 2002, 2015; DOURADO et al., 2013).

Um dos mecanismos pelos quais Methylobacterium promove o crescimento vegetal é por
meio da producdo de fito-hormdnios (Figura 1) (OMER et al., 2004), dentre os quais se
destacam as auxinas como o acido indolacético (AlA) e as citocininas como a zeatina
(HOLLAND; POLACCO, 1994; IVANOVA; DORONINA; TROTSENKO, 2001). O &cido
indolacético, desempenha um papel central na divisdo celular, bem como no alongamento,
desenvolvimento de frutos e senescéncia (DUCA et al., 2014). Além disso, também estimula a
formacdo de pelos radiculares e aumenta o comprimento das raizes da planta (DUCA et al.,
2014). A sintese deste fito-hormdnio j& foi confirmada para Methylobacterium mesophilicum
SR1.6/6, sendo postuladas trés possiveis vias de biossintese: a) do indole-3-acetonitrilo, b) do
indole-3-acetamida e c) da triptamina (BOGAS et al., 2016).

Por outro lado, a zeatina induz a divisdo celular e est4 especialmente envolvida na
proliferacdo do meristema apical da parte aérea (SAM), responsavel pela producédo de todos os
Orgdos aéreos da planta (KESHISHIAN; RASHOTTE, 2015). Ademais age como coadjuvante
das auxinas na diferenciacdo celular (KESHISHIAN; RASHOTTE, 2015). Genes fundamentais
na sinteses de zeatina, como o miaA, foram detectados no genoma de Methylobacterium oryzae
CBMB20 (KWAK et al., 2014).

Outra forma pela qual Methylobacterium promove o crescimento vegetal é por meio da
reducdo dos niveis de etileno, horménio cuja a alta concentracdo reflete uma condicdo de
estresse na planta, reduzindo a elongacéo radicular (Figura 1) (GLICK, 2014). Essa modulacéo,
é possivel gracas a producdo da enzima ACC deaminase por Methylobacterium, a qual converte
0 &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor do etileno, em amonia e acido
alfa-cetoglutarico (FEDOROV et al., 2013; MADHAIYAN et al., 2006a). Deste modo,
Methylobacterium utiliza o ACC liberado como fonte de nitrogénio, reduzindo a sintese do
etileno, e promovendo o crescimento da planta (MADHAIYAN et al., 2006a).

Estudos anteriores, demostraram a atividade enziméatica de ACC deaminase em linhagens
de M. oryzae e M. fujisawaense (MADHAIYAN et al., 2006a, 2007), assim como, a presenca
do gene acdS responsavel por codificar esta enzima nos genomas de M. populi e M.
radiotolerans (FEDOROQV et al., 2013). Adicionalmente, o0s autores obtiveram proteinas
recombinantes desta ACC deaminase que evidenciou a estrutura homotetramerica da enzima, a
qual apresenta uma alta especificidade ao ACC (FEDOROQV et al., 2013).

As vias de sinteses de etileno e acido indole acético estdo relacionadas (Figura 1), pois a

producédo em quantidade elevada de AIA (entre 3 uM-1mM) pela bactéria, inibe o crescimento
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da planta por meio da estimulagdo da sintese de etileno (PECK; KENDE, 1995). Na biossintese
de etileno, o precursor S-Adenosil-Metionina (SAM) é convertido a é&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e posteriormente a etileno, pela acdo das enzimas
ACC sintetase (ACS) e ACC oxidase (ACO), respetivamente (MADHAIYAN;
POONGUZHALLI; SA, 2007; PECK; KENDE, 1995). Dessa forma, a producdo de AIA em
elevada concentracdo pela bactéria estimula a sintese de novo da ACC sintetase, provavelmente
devido a um aumento na expressdo dos genes codificantes para esta enzima ou por regulacédo
pos-transcricional, resultando em um aumento de etileno e na inibi¢ao do crescimento da planta
(HANSEN; GROSSMANN, 2000). O equilibrio entre as concentracfes de etileno e AlA, é
fundamental para a manutencdo da colonizacdo de plantas por bactérias endofiticas
(HARDOIM; VAN OVERBEEK; ELSAS, 2008), o que poderia possivelmente acontecer com
Methylobacterium durante a interacdo com a planta hospedeira.

Diferentes espécies de Methylobacterium podem fornecer fésforo a planta, por meio da
solubilizacéo de fosfato, produzindo enzimas como fosfatases &cidas ndo especificas, fitases e
C-P liases (AGAFONOVA et al., 2014; KUMAR et al., 2016) ou por meio da producdo de
acidos organicos gque atuam como agentes quelantes dos anions e convertem formas néo
disponiveis de fosforo em formas disponiveis (JAYASHREE et al., 2011). Além de fdsforo,
Methylobacterium é capaz de disponibilizar ferro para a planta (DOURADO et al., 2015). Este
micronutriente é necessario para a biossintese de clorofila, reacdes redox e atividades
fisioldgicas importantes nas plantas (SAHA et al., 2016). A disponibilizacdo deste elemento
ocorre mediante a producdo de sider6foros (Figura 1), compostos organicos de baixo peso
molecular que apresentam alta afinidade com o ion férrico (Fe™) e permitem a sua
internalizagéo e posterior solubilizacdo (RAJKUMAR et al., 2010).

A capacidade de Methylobacterium de solubilizar fésforo e produzir sideréforos foi
avaliada num estudo, por meio da técnica de WC-MS (whole-cell matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry analysis), a partir da qual, foi observado
que de 190 isolados de Methylobacterium, 185 foram capazes de solubilizar fosfato na presenca
de metanol como fonte de carbono e 93 solubilizaram fosfato na presenca de glicose (TANI et
al., 2012). No entanto, somente 35 isolados produziram sider6foros (TANI et al., 2012). Em
outro estudo, Lacava et al. (2008) mostraram que linhagens de Methylobacterium isoladas de
Citrus produzem siderdforos de tipo hidroxamato, mas nédo do tipo catecol (LACAVA et al.,
2008). Estes trabalhos demonstram que Methylobacterium spp. pode promover o crescimento
vegetal por meio de diferentes estratégias, incluindo a producdo de reguladores vegetais e

disponibilizagéo de fosforo e ferro para a planta.
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Figura 1 - Principais mecanismos pelos quais Methylobacterium promove o crescimento
vegetal e interage com a planta hospedeira.
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Fonte: Modificado de Dourado et al. (2015)

Methylobacterium promove o crescimento vegetal, mediante a solubilizacdo de fésforo e disponibilizacéo de ferro,
a producdo de hormdnios vegetais como: citocininas e auxinas,a modulacdo de etileno e a inducdo da ISR
(resisténcia sistémica).

Por fim, é importante mencionar que Methylobacterium pode induzir a resisténcia
sistémica da planta (ISR), a qual corresponde a ativacdo dos mecanismos de defesa contra
patdégenos, como resultado da colonizagcdo por micro-organismos benéficos (HARUN-OR-
RASHID; CHUNG, 2017; KUMAR; VERMA, 2018). Plantas de arroz e amendoim quando
inoculadas com Methylobacterium, apresentaram inducdo da ISR, além disso, foi observado
um aumento na producdo de enzimas relacionadas a defesa, como, quitinase, fenilalanina
amonia liase, B-1,3-glucanase e peroxidase (MADHAIYAN et al., 2004, 2006b). De forma
similar, Andanov et al. (2011) observaram que mesmo em indculo de baixa densidade,
Methylobacterium induz ISR em plantas de batata (Solanum tuberosum L.) contra a bactéria
fitopatogénica Pectobacterium atrosepticum. Outro estudo, mostrou que Methylobacterium
induz ISR em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) frente ao patdégeno Ralstonia
solanacearum, neste estudo as plantas tratadas com Methylobacterium mostraram um aumento

na producdo de proteinas relacionadas a patogénese (pathogenesis-related proteins - PR-
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proteins) associadas com a ISR, como a B-1,3-glucanase e fenilalanina amonia liase, além de

menos sintomas e menor producdo de etileno nas plantas tratadas (YIM et al., 2013).
2.2 Interacdo de Methylobacterium spp. com plantas hospedeiras

A interacdo entre Methylobacterium spp. e planta hospedeira tem inicio com a presenca
do microrganismo no solo ou sobre a planta, seguido do reconhecimento, pela bactéria, de
exsudatos vegetais como, carboidratos soltveis, aminoacidos, terpenos, alcaloides, entre outros
(ABANDA-NKPWATT et al., 2006). Estes exsudatos, podem contribuir para a selecdo de
gendtipos bacterianos especificos e possivelmente séo reconhecidos por Methylobacterium spp.
induzindo 0 movimento quimiotatico bacteriano até a planta (AFZAL; KHAN; SESSITSCH,
2014; DOURADO et al., 2012a; POONGUZHALI; MADHAIYAN; YIM, 2008).

Apbés o primeiro contato com a planta, acreditasse que bactérias do género
Methylobacterium comporta-se de forma similar as demais bactérias endofiticas, onde o
processo de colonizacdo dos tecidos vegetais segue a sequéncia: i. adesdo da bactéria na
superficie da raiz (HARDOIM; VAN OVERBEEK; ELSAS, 2008); ii. replicacdo celular e
formac&o de micro-coldnias (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010); iii. producéo de
biofilme mediado por Quorum-sensing (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010) iv.
entrada nos tecidos vegetais por locais onde estdo emergindo raizes laterais, por lesdes ou pela
ponta da raiz (BRENCIC; WINANS, 2005; GUSTAVO et al., 2015) e v. propagacao atraves
do cortex, a endoderme e o xilema, (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010).

A linhagem Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 € capaz de colonizar raiz e caule
de vinca (Catharanthus roseus) e tabaco (Nicotiana clevelandii), sendo mais abundante nos
caules (ANDREOTE et al., 2006). Neste estudo, foi observado que a presenga de M.
mesophilicum SR1.6/6 afeta as comunidades microbianas na raiz e no caule de ambas espécies
vegetais estudadas, além disso, os autores sugerem que Methylobacterium pode controlar
patdgenos do xilema, incluindo X. fastidiosa (ANDREOTE et al., 2006). Em outro trabalho, foi
observado que esta linhagem pode estar associada ao controle de X. fastidiosa in vitro
(LACAVA et al., 2004).

Dourado et al. (2013) observaram que exsudatos de plantas de eucaliptos (Eucalyptus
citriodora), assim como as N-acyl-homoserine lactones (AHL), podem induzir a expresséo do
gene mxaF (codifica a enzima metanol desidrogenase), em M. mesophilicum SR1.6/6,
indicando que este gene pode ser regulado em resposta aos exsudatos da planta e por quorum

sensing. Além disso, os autores mostraram que o etanol (exsudado pela planta) ndo afetou a
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expressdo dos genes relacionados a resposta ao estrese ctrl (codifica a enzima phytoene
dehydrogenase) e acds (ACC deaminase). Adicionalmente, os exsudatos de eucalipto e arroz,
ndo influenciaram a expressao dos genes relacionados a patogenicidade (patatin e phoU), dessa
forma, os autores sugeriram que M. mesophilicum SR1.6/6 poderia colonizar a planta como

endofito, sem causar danos ao seu hospedeiro

Em outro estudo, Aradjo et al. (2015) observaram que M. mesophilicum SR1.6/6 € capaz
de colonizar a raiz de plantas de soja (Glycine max) e formar biofilme 72 h apds o primeiro
contato. Por outro lado, este trabalho mostrou que os exsudatos radiculares de soja (Glycine
max) induzem a expressao de diferentes grupos de genes, incluindo aqueles relacionados com
atividade catalitica, adesdo, atividade transportadora e resposta antioxidante em M.
mesophilicum SR1.6/6. Além disso, Salguero-Londofio (2016) mostrou que Methylobacterium
mesophilicum SR1.6/6 apresenta maior crescimento na presenca de exsudatos de plantas de
milho (Zea mays) e citros (Citrus sinensis), sugerindo que a planta hospedeira poderia induzir

um aumento da densidade celular dessa bactéria na rizosfera.

Portanto, acredita-se que o0 estabelecimento da interagdo planta hospedeira-
Methylobacterium requer uma comunicacao quimica coordenada entre a bactéria endofitica e o
seu hospedeiro, sendo os exsudatos da planta hospedeira, os possiveis reguladores da
especificidade do processo de colonizacéo.

2.3 O género Methylorubrum

Recentemente, Green e Ardley (2018), fizeram uma reclassificacdo taxonémica do género
Methylobacterium baseada no gene 16S rRNA de 52 espécies de Methylobacterium descritas
até entdo. Os autores propuseram uma divisdo em dois géneros diferentes Methylobacterium e
Methylorubrum. Assim, como esta apresentado na Figura 2, as 32 espécies agrupadas no clado
A da arvore, continuam sendo classificadas como género Methylobacterium, sendo
Methylobacterium organophilum a espécie tipo. No clado B, 11 espécies anteriormente
classificadas como Methylobacterium, passaram a pertencer a um novo género denominado de
Methylorubrum, sendo Methylorubrum extorquens a especie tipo do género. As espécies
agrupadas no clado C, foram espécies incertae sedis (incapacidade para localizar exatamente
um taxon dentro da classificacdo), dentre as quais se encontra Methylobacterium nodulas,
reportada em diversos trabalhos devido a sua capacidade de fixar nitrogénio e induzir formacéo
de nddulos em plantas (GREEN; ARDLEY, 2018).
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O género Methylorubrum é constituido por espécies que sdo capazes de se desenvolverem
na preseca de metanol, sem a biotina como cofator. Algumas espécies, também apresentam a
capacidade de crescer na presenca de metilamina como Unica fonte de carbono, caracteristica
que distinguem de Methylobacterium (GREEN; ARDLEY, 2018). Adicionalmente, algumas
espécies de Methylorubrum podem usar a betaina, glicerol, etanol, piruvato, 2-oxoglutirato,
succionato, fumarato, lactato, malato e acetato como Unica fonte de carbono (GREEN;
ARDLEY, 2018).

Membros do género Methylorubrum, também podem interagir com espécies vegetais
como morango (Fragaria x ananassa cv. Elsanta), (ABANDA-NKPWATT et al., 2006), e
Citrus sinensis (ARAUJO et al., 2002). Recentemente, foi observado que o género
Methylorubrum foi o mais dominante em caules e folhas no estagio de florescimento (S4-S6)
de plantas de soja (Glycine max) (SHINTARO HARA, MASATOSHI MATSUDA, 2019).
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Figura 2 - Arvore filogenética baseada no 16S rRNA. de linhagens atribuidas ao género

Methylobacterium até o ano 2018.
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94— Methylobacterium longum 440" (FN868949)
Methylobacterium phyllostachyos BLA7" (EU912444)
Methylobacterium tardum RB677' (AB252208)
Methylobacterium radiotolerans JCM 2831 T(CP001001)
Methylobacterium fujisawaense DSM 5686 (AJ250801)
84! Methylobacterium oryzae CBMB20" (AY683045)
Methylobacterium phyllosphaerae CBMB27" (EF126746)
Methylobacterium pseudosasicola BL36' (EU912439)
Methylobacterium brachiatum B0021 T (AB175649)

94 Methylobacterium mesophilicum DSM 1708 (AB175636)
Methylobacterium gregans 002-074" (AB252200)

Methylobacterium dankookense SW08-7" (FJ155589)
Methylobacterium cerastii C15" (FR733885)
Methylobacterium trifolii TA73" (FR847848)
Methylobacterium jeotgali S2R03-9" (DQ471331)
Methylobacterium bullatum F3.2" (FJ268657)
Methylobacterium marchantiae JT1 T(FJ157976)
i Methylobacterium komagatae 002-079" (AB252201)
4(;7;'? Methylobacterium aerolatum 5413S-117 (EF174498)
99 Methylobacterium persicinum 002-165" (AB252202)
5 Methylobacterium oxalidis 35a" (AB607860)
M

ethylobacterium soli YIM 4881 6" (EUB60984)
Methylobacterium iners 531 7S-33" (EF174497)

Methylobacterium gossipiicola Gh-105" (EU912445)
—— Methylobacterium organophilum ATCC 27886 (AB175638)
991 Methylobacterium brachythecii 99b’ (AB703239)
Methylobacterium gnaphali 23¢" (AB627071)
100 Methylobacterium haplocladii 87¢' (AB698691)
97L— Methylobacterium thuringiense C34' (FR847847)
76| Methylobacterium extorquens IAM 1263" (AB175632)
93|l Methylobacterium dichloromethanicum DM4' (AB175631)
Methylobacterium chloromethanicum CM4' (CP001298)
Methylobacterium populi BJOO1" (CP001029)
Methylobacterium zatmanii DSM 5688" (AB175647)
Methylobacterium thiocyanatum ALL/SCN-PT (U58018)
Methylobacterium aminovorans JCM 8240" (AB175629)
Methylobacterium suomiense F20" (AB175645)
—— Methylobacterium lusitanum RXM' (AB175635)
Methylobacterium rhodesianum DSM 5687" (AB175642)
96 '————— Methylobacterium podarium FMa4 (AF514774)
Methylobacterium salsuginis MR (EF015478)
Methylobacterium rhodinum DSM 21 63" (AB175644)

Methylobacterium hispanicum GP34" (AJ635304)

Methylobacterium goesingense iElI3"T AY364020)
Methylobacterium adhaesivum AR27" (AM040156)

Methylobacterium aquaticum GR16" (AJ635303)

97F
Methylobacterium tarhaniae N421 1" (JQ864432)

‘Methylobacterium indicum’ SE2.11 T (KP272100)

'— Methylobacterium platani PMBO02" (EF426729)
L Methylobacterium variabile GR3" (AJ851087)
—— Methylobacterium isbiliense AR24" (AJ888239)

Methylobacterium nodulans ORS 2060" (CP001349)
Methylobacterium sp. 4-46 (CP000943)
Methylobacterium sp. xct9 (AF467688)
Methylobacterium sp. WSM3032 (DQ848137)
Methylobacterium sp. WSM2693 (DQ838522)
Methylobacterium sp. WSM2799 (DQ848136)
Methylobacterium sp. WSM2598 (DQ838527)
Methylobacterium sp. WSM3960 (FJ919621)
Methylobacterium sp. WSM3966 (FJ919618)

Methylobacterium sp. xct14 (AF467692)
Psychroglaciecola arctica M6-76" (KC511070)

Fonte: Green e Ardley (2018)

Clade A
(32 spp.)

Clade B
(18 spp.)

Clade C1

Clade C2

Na arvore filogenética, estdo representados os clados A, correspondente ao género Methylobacterium e o clado

B. correspondente ao género Methylorubrum.
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2.4 Exsudatos vegetais como mediadores da interacdo planta-micro-organismo na

rizosfera

A rizosfera foi definida por Hiltner (1904) como a porc¢édo de solo que esta rodeando as
raizes de uma planta e dessa forma, esta sendo influenciada pela atividade das mesmas
(DAZZO; GANTER; LANSING, 2009; HILTNER 1904). Podem ser encontradas trés zonas
diferentes, a endorizosfera formada pela endodermis e as camadas corticais dentro da raiz; o
rizoplano, que corresponde a superficie da raiz; e a ectorizosfera, referente as particulas de s

olo que se encontram ap0s a superficie da raiz, mas que sdo impactadas pelas mesmas
(KLOEPPER, 2019; SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018).

A planta interage com os microrganismos da rizosfera de diferentes formas e, portanto,
estes micro-organismos estdo envolvidos na manutencéo do fitness vegetal (COMPANT et al.,
2019). Essas interacGes, podem ser positivas, negativas ou neutras (KLOEPPER, 2019). Dentre
as interagBes positivas, encontram-se as associag¢des simbiodticas com fungos endomicorrizicos
ou ectomicorrizicos, e com bactérias promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth
Promoting Bacteria-PGPB) (BAIS et al., 2006). Dentre as interacdes negativas, destacam-se
associacfes com bactérias e fungos patogénicos (HAICHAR et al., 2014).

O estabelecimento dessas interacdes € diretamente influenciado pelos exsudatos vegetais
uma vez que, por meio deste processo a planta apresenta a capacidade de atrair e estimular o
desenvolvimento de micro-organismos benéficos, enquanto simultaneamente pode controlar ou
suprimir o desenvolvimento dos patogenos (CANARINI et al., 2019; MENDES; GARBEVA,;
RAAIIMAKERS, 2013). Assim, os exsudatos vegetais geram uma maior abundancia e
atividade de micro-organismos na rizosfera, em relacéo ao solo, o que é conhecido como efeito
rizosfera (rhizosphere effect) (BAIS et al., 2006; COMPANT et al., 2019; HAICHAR et al.,
2014).

Os exsudatos vegetais sdo compostos secretados pela raiz, correspondentes
aproximadamente a 20-40% de carbono (BADRI; VIVANCO, 2009; SINGH et al., 2019) e
15% de nitrogénio, fixado e absorvido pela planta, respectivamente (SASSE; MARTINOIA,;
NORTHEN, 2018). Geralmente, os exsudatos vegetais sdo classificados como compostos de
baixo e alto peso molecular (SINGH et al., 2019). Dentre os compostos de baixo peso
molecular, estdo agrupados aminoacidos, &cidos organicos, agucares e compostos fenolicos,
enquanto, nos de alto peso molecular se agrupam a mucilagem (polissacarideos) e as proteinas
(BAIS et al., 2006; HAICHAR et al., 2014; KLOEPPER, 2019; SASSE; MARTINOIA,;

NORTHEN, 2018). Caracteristicas como composi¢do, quantidade e qualidade dos exsudatos



31

vegetais sdo influenciadas pela espécie vegetal, variedade, gendtipo e pelo estadgio de
desenvolvimento vegetal, além de fatores ambientais e tipo de solo (HERTENBERGER,;
ZAMPACH; BACHMANN, 2002; HUANG et al., 2014).

Os exsudatos vegetais fazem parte do processo de rizodeposicdo, que corresponde, a
liberacdo de carbono da raiz ao solo circundante(JONES; NGUYEN; FINLAY, 2009). A
liberacdo destes, ocorre principalmente pela regido apical da raiz, que é a primeira a entrar em
contato com o solo (CANARINI et al., 2019). A rizodeposi¢do também pode ocorrer pelas
células da borda, que sdo células metabolicamente ativas e programadas para se separar da
caliptra (regido apical da raiz) (BADRI; VIVANCO, 2009).

As células da borda ndo s6 produzem a mucilagem, mas também proteinas e metabolitos
de baixo peso molecular que podem servir como fonte de carbono para os micro-organismos da
rizosfera ou como moléculas sinalizadoras (SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018).
Também, podem exercer outras fun¢es como, atrair zodsporos, controlar o desenvolvimento
de micro-organismos patogénicos, controlar o crescimento e a expressao génica de bactérias
endofiticas, bem como proteger a planta reduzindo a toxicidade causada por metais pesados
(HAWES et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais a raiz secreta os exsudatos na rizosfera ainda ndo séo muito
bem compreendidos, mas acredita-se que o transporte passivo e ativo sejam 0s principais
mecanismos envolvidos (HUANG et al., 2014). Exsudatos secretados por transporte passivo,
podem seguir duas vias. A primeira € a de difusdo, a partir da qual, moléculas polares, de
pequena massa molecular ndo carregadas, sdo transportadas naturalmente por meio da
permeabilidade das membranas lipidicas, e entdo sdo levadas pelo gradiente de concentragdo
entre as células da raiz e a rizosfera (BADRI; VIVANCO, 2009; SASSE; MARTINOIA,;
NORTHEN, 2018). A segunda via, ocorre com moléculas de massa um pouco maior, Como 0S
acucares, que sdo secretados com ajuda de proteinas com dominio transmembrana, que atuam
como canais de transporte (HUANG et al., 2014). Dentre os transportadores caracterizados
encontram-se 0os SWEET transporters, que permitem o transporte de agucares como a sacarose
e 0s UMAMIT transporters, que permitem o transporte de aminoacidos (CANARINI et al.,
2019).

No mecanismo de transporte ativo, ocorre a secrecdo de exsudatos de maior massa
molecular como, polissacarideos, proteinas e metabolitos secundarios (HUANG et al., 2014).
Neste processo, 0 transporte de exsudatos ocorrer por meio de proteinas de membrana
pertencentes a familia ABC (ATP-Binding Cassette) e MATE (Multidrug And Toxic Compound
Extrusion) (HUANG et al., 2014; VIVES-PERIS et al., 2019). Além disso, a secre¢do de
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moléculas de alta massa molecular, pode ser realizada por meio de vesiculas, dentro das quais
sdo armazenados este tipo de compostos, para sua posterior secrecdo na rizosfera (BADRI,;
VIVANCO, 2009; VIVES-PERIS et al., 2019).

Uma vez secretados na rizosfera, tanto pela regido apical como por células de borde, os
exsudatos podem servir como substrato para o desenvolvimento de microrganismos
(DOORNBOS; LOON, 2012). Alguns dos compostos, também podem atuar como moléculas
sinalizadoras induzindo o movimento quimiotatico de micro-organismos (BAIS et al., 2006)
em direcédo a raiz, gerando o efeito rizosfera (SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018). Os
micro-organismos também secretam moléculas sinalizadoras, possibilitando um dialogo
quimico com a planta (cross-talking) (BADRI et al., 2009) o qual, vai determinar se a interagdo
a ser estabelecida serd do tipo positiva, negativa ou neutra (BAIS et al., 2006). Em uma
interacdo positiva, 0s micro-organismos sao atraidos pela planta até o rizoplano e em seguida,
podem coloniza-la endofiticamente ou epifiticamente (SASSE; MARTINOIA; NORTHEN,
2018). Na rizosfera, pode ser observada a competi¢cdo por substrato entre micro-organismos,
atraidos pelos exsudatos (Figura 3).

Figura 3 - Principais interacdes mediadas pelos exsudatos na rizosfera da planta.
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Fonte: SASSE; MARTINOIA e NORTHEN (2018).

Observa-se como a parte apical da raiz da planta, assim como, as células da borda liberam na rizosfera os exsudatos
(exometabolites). os quais sdo captados pelos micro-organismos presentes no solo que usam esses exsudatos como
substrato. Os exsudatos também sdo reconhecidos pelos micro-organismos como moléculas sinalizadoras, o que
induz seu 0 movimento quimiotactico até a raiz da planta, gerando o efeito rizosfera.
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2.5 Importéancia dos exsudatos vegetais na interacdo planta-micro-organismo

E importante destacar que a influéncia dos exsudatos vegetais na composiGao e estrutura
das comunidades microbianas da rizosfera, foi evidenciada num estudo, no qual, a partir de
solucgdes artificiais demostraram como o0s exsudatos com maior diversidade de fontes de
carbono e nitrogénio aumentam a biomassa microbiana do solo em relagdo a exsudatos com
menor diversidade de fontes (STEINAUER; CHATZINOTAS; EISENHAUER, 2016). Além
de exercer influéncias na abundancia e composi¢do das comunidades microbianas, 0s exsudatos
vegetais podem também exercer um papel na determinacdo da especificidade da interacédo
planta-micro-organismo, ja que, plantas leguminosas em condic6es de limitacdo de nitrogénio
secretam flavonoides, responsaveis pela atracdo de bactérias fixadoras, como Rhizobium spp. e
pela inducdo da expressdo dos genes nod na bactéria (BROUGHTON et al., 2003; PERRET;
STAEHELIN, 2000). Como resultado, a bactéria sintetiza fatores Nod (lipocito-
oligossacarideos), os quais sdo reconhecidos pela planta, permitindo o estabelecimento da
interacdo e a formacdo de nddulos (BROUGHTON et al., 2003; PERRET; STAEHELIN,
2000).

Os exsudatos estdo envolvidos na inducdo da quimiotaxia de bactérias benéficas para a
planta, como pode ser verificado em um estudo recente que avaliou a resposta quimiotactica de
Pseudomonas sp. RP2, uma linhagem promotora do crescimento de amendoim (Arachis
hypogaea L.), na presenca de seis exsudatos diferentes (acido salicilico, &cido palmitico, acido
miristico, acido benzoico, &cido tartarico e acido estearico). Este estudo demostrou que a
linhagem apresenta maior quimiotaxia e crescimento na presenca do acido estearico e do &cido
palmitico, sendo sugerido que estes compostos facilitam a colonizagdo das raizes de amendoim
por Pseudomonas sp. RP2 (ANKATI; RANI; PODILE, 2019).

Outro exemplo da influéncia dos exsudatos na quimiotaxia, foi demonstrado num esttdio
no qual raizes de plantas de Arabidopsis thaliana na presenca do patégeno Pseudomonas
syringae pv tomato (Pst DC3000) secretam &cido L-malico (RUDRAPPA et al., 2008). Este
exsudato atua como molécula sinalizadora para atrair a bactéria Bacillus subtilis FB17, que
induz resisténcia sisttmica (Induced Systemic Resistance-ISR) e atua como promotora do
crescimento vegetal (RUDRAPPA et al., 2008). Este estudo, mostra como a planta pode regular
a producédo de exsudatos na presenca de patdgenos, para atrair micro-organismos que ajudam
no controle de doengas.

Recentemente, Zalinha et al. (2018) mostraram como a utilizacdo de determinados

compostos presentes nos exsudatos vegetais de um tipo de aveia (Avena barbata), por bactérias
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presentes na rizosfera, pode conferir uma vantagem na colonizagdo deste ambiente. Além disso,
foi observado que as bactérias presentes no solo onde Avena barbata cresce, podem ter uma
resposta positiva ou negativa a presenca dos exsudatos da planta. Sendo que, as bactérias que
respondem positivamente, consomem principalmente acidos organicos e aminoacidos.

Assim, estes estudos mostram como as interacOes planta-micro-organismos sao
complexas, onde os exsudatos desempenham um papel relevante na conformagéo da microbiota
da rizosfera, bem como no inicio da comunicacdo entre as raizes e 0S micro-organismos

presentes no solo, para posteriormente permitir o estabelecimento da interacdo com a planta.
2.6 Outras fung6es dos exsudatos vegetais

Na rizosfera a planta ndo interage somente com micro-organismos, mas também com
nematoides, protozoarios, pequenos invertebrados e raizes de outras plantas (MHLONGO et
al., 2018). Dessa forma, os exsudatos vegetais também estdo envolvidos na competicédo contra
outras espécies de plantas, na protecdo contra nematoides e insetos, bem como na inibicao de
fungos e bactérias patogénicas (BAETZ; MARTINOIA, 2014).

A alelopatia € um mecanismo de defesa da planta, por meio da producéo de metabdlitos
gue impede o crescimento de outras plantas, favorecendo a competicdo com outras espécies
vegetais (KONG et al., 2019). Este mecanismo de defesa é mediado pela secrecdo de
metabdlitos secundarios chamados aleloquimicos, dentre os que se encontram flavonoides,
terpenos, alcaloides, entre outros (KONG et al., 2019; LATIF; CHIAPUSIO; WESTON, 2017).
Os aleloguimicos podem afetar negativamente outras plantas, induzindo mudancas na estrutura
celular, inibindo a divisdo celular, desestabilizando o sistema antioxidante, afetando o processo
de fotossinteses, entre outras coisas (VIVES-PERIS et al., 2019).

Como protecdo contra fitopatdgenos e insetos, a planta produz fitoanticipinas, moléculas
de baixo peso molecular, que sdo produzidas por plantas sadias que nao passaram por condicdes
de estresse biotico (BAETZ; MARTINOIA, 2014). Por outro lado, como resposta ao estresse
bidtico ou abidtico a planta secreta compostos antimicrobianos de baixo peso molecular, as
fitoalexinas (JEANDET, 2015). Dessa forma, pode ser observado que os exsudatos radiculares
desempenham funcgédo chave para o estabelecimento da planta no seu ambiente, permitindo o
estabelecimento de diferentes tipos de interagdes com outros organismos, incluindo fungos e

bactérias do solo.
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3 OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos exsudatos radiculares de plantulas

de soja (Glycine max) e milho (Zea mays) no estabelecimento da interacdo com

Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens.

3.1 Objetivos especificos

Selecionar quatro linhagens de Methylobacterium spp. e ou Methylorubrum extorquens,
com base em parametros fisioldgicos: taxa de crescimento, sobrevivéncia no solo
esterilizado, promocdo de crescimento radicular de plantulas de soja (Glycine max) e

milho (Zea mays);

Identificar compostos presentes nos exsudatos radiculares de plantulas de milho (Zea
mays) e soja (Glycine max);

Determinar a abundéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens nas

raizes de plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays), por meio de gPCR;

Avaliar a ocorréncia de competicdo entre os isolados de Methylobacterium spp. e

Methylorubrum extorquens em resposta aos exsudatos radiculares;

Avaliar a influéncia dos exsudatos vegetais na formacdo de biofilme por

Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS

Como apresentado na Figura 4., o presente estudo é constituido por trés etapas principais.
Na primeira, 10 linhagens de Methylobacterium spp. e 2 linhagens de Methylorubrum
extorguens, pertencentes a colecdo de micro-organismos do Laboratério de Biologia Molecular
e Ecologia Microbiana (LABMEM) do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il — Universidade de
Sao Paulo, foram avaliadas por meio da analise de: (i) curvas de crescimento bacteriano; (ii)
avaliacdo de sobrevivéncia no solo esterilizado; (iii) ensaio de promo¢do do crescimento
radicular de plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays). De acordo com 0s resultados
obtidos a partir desses testes de caracterizagdo fisioldgica, foram selecionadas quatro linhagens,
as quais foram objeto de estudo na segunda e terceira etapas do trabalho.

Na segunda etapa, foram desenhados primers para as quatro linhagens selecionadas. Os
primers, permitiram a deteccdo e quantificacdo de cada uma das linhagens, nos experimentos
desenvolvidos para avaliagdo da sobrevivéncia no solo e de interacdo com plantulas de soja
(Glycine max) e milho (Zea mays), quando inoculadas individualmente ou em consorcio

bacteriano.

Finalmente, na terceira etapa do trabalho, os exsudatos vegetais e bacterianos, produzidos
durante os experimentos de interacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens
com plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays), foram identificados, e o seu efeito
sobre a formacdo de biofilme bacteriano avaliado.
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Figura 4 - Organizacdo geral do presente estudo
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Fonte: este trabalho

A primeira etapa do trabalho esta destacada com retangulo azul, em cor-de-rosa a segunda etapa e na cor verde a
terceira etapa.

4.1 Linhagens e condigdes de cultura

Na primeira etapa do trabalho, foram utilizadas 10 linhagens de Methylobacterium spp. e
duas linhagens de Methylorubrum extorquens (anteriormente Methylobacterium extorquens)
pertencentes a colecdo de micro-organismos do Laboratério de Biologia Molecular e Ecologia
Microbiana (LABMEM) do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il — Universidade de S&o Paulo,

as quais foram isoladas de diferentes hospedeiros (Tabela 1).

As linhagens de Methylobacterium e Methylorubrum, foram reativadas a partir de tubos
de criopreservacdo, em placas de Petri contendo meio de cultivo SPW-Perwinkle Wilt
modificado (peptona de soja 4 g.L™; triptona de soja 1 g.L™; extrato de malte 5 g.L%; sacarose
10 g.LY; KoHPO4 1,2 g.L1 KH2PO4 1 gLt MgS0O4.7H20 0,4 g.L%; glutamina 0,4 g.L%;
histidina 0,2 g.L!; agar bacterioldgico 15 g.L%; pH 6,6), por esgotamento (ARAUJO et al.,
2015). As culturas, foram incubadas por 3-5 dias a 28°C, até a obtencdo de colbnias isoladas

definidas e da coloragéo caracteristica do género. A partir das colbnias isoladas, apresentando
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a coloracgdo caracteristica do género (cor de rosa), as linhagens bacterianas eram crescidas em
meio SPW, a 28 °C e 180 rpm, durante 72 h.

Tabela 1- Linhagens de estudo e respetivos hospedeiros.

Linhagem de estudo Hospedeiro Referéncia
Methylorubrum extorquens AR 1.6/2 * Laranja (Citrus sinensis) Aradjo et al. (2002)
Methylorubrum extorquens AR1.6/8* Laranja (Citrus sinensis) Araujo et al. (2002)

Methylobacterium radiotolerans F4 Cana-de-agucar (Saccharum spp.) Barrgo%%;setto
Methylobacterium oryzae F7 Cana-de-agucar (Saccharum spp.) Barrgo%%;setto
Methylobacterium oryzae F8 Cana-de-agucar (Saccharum spp.) Barrgo%%;setto

Methylobacterium hispanicum MP2- . x . Dourado et al.
3 Pimentdo (Capsicum annuum) (2012b)

Eucalipto (E. grandis x E.

Methylobacterium oryzae R12E Ferreira et al. (2008)

urophyla)

. . Eucalipto (E. grandis x E. .
Methylobacterium mesophilicum R14E urophyla) Ferreira et al. (2008)

. . Eucalipto (E. grandis x E. .
Methylobacterium fujisawaense R16E urophyla) Ferreira et al. (2008)
Methylobacterium radiotolerans SR 1.6/4 Laranja (Citrus sinensis) Araujo et al. (2002)
Methylobacterium mesophilicum SR 1.6/6 Laranja (Citrus sinensis) Aradjo et al. (2002)

Methylobacterium oryzae TC3-10 Café (Coffea arabica) DO?;%?ZS al.

Fonte: (DOURADO et al., 2012b).

[*] Espécie realocada no género Methylorubrum por Green e Ardley (2018). (mudaram do género
Methylobacterium para Methylorubrum).

4.2  Material vegetal

Para a realizacdo de testes de interacdo entre Methylobacterium spp. e Methylorubrum
extorguens e planta hospedeira, foram utilizadas sementes de soja (Glycine max) da variedade
IAC-100 e milho (Zea mays) da variedade SUWAN-SRR, que foram gentilmente cedidas pelo
Departamento de Producdo Vegetal da ESALQ/USP (Piracicaba, SP).

As sementes foram superficialmente desinfetadas por imersdo em etanol 70% por 1
minuto, seguida de uma imersdo em hipoclorito de sddio 2% por 1 minuto, etanol 70%
novamente por 1 minuto e duas imersdes em agua destilada esterilizada por 5 minutos. Para
retirar 0 excesso de agua, as sementes foram dispostas sobre papel filtro estéril (ARAUJO et
al., 2015). Apds secagem, as sementes foram utilizadas posteriormente para 0s experimentos
de interacdo.
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4.3 Curvas de crescimento de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

As curvas de crescimento de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens foram
realizadas em tubos de ensaio (10 cm x 1,5 cm). Para isso, um pré-indculo bacteriano foi
preparado nas condi¢des descritas no item 4.1. A partir deste, um inéculo de 2 mL com a
densidade optica (D.Ogoonm) ajustada para 0,05 (10° UFC.mL* aproximadamente) (HALL et al.,
2014) foi preparado para cada uma das linhagens em quatro repeti¢des, totalizando 32 tubos de
ensaio para cada uma das linhagens avaliadas, os tubos foram incubados a 28°C sob agitacédo
constante (180 rpm). O crescimento bacteriano foi avaliado durante 5 dias, sendo realizadas

leituras a cada 12 horas durante as primeiras 48 horas, e posteriormente, a cada 24 horas.

Cada um dos tubos de ensaio com cultivo bacteriano foi suplementado com a enzima
celulase de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 0,1 mg.mL™* (modificado de

BRADLEY etal., 2017), para reduzir a floculacdo (agregados celulares) e melhorar as leituras.

Em cada tempo de leitura (0 h,12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h e 96 h €120 h), quatro tubos de
cada uma das linhagens (correspondentes as réplicas bioldgicas) foram retirados para a
avaliacdo de sua absorbancia, obtendo-se o valor da leitura da densidade oOptica (D.Osoonm).
Antes da leitura da densidade Optica, os tubos foram centrifugados a 16.000xg por 5 minutos,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet de biomassa foi ressuspendido em 150 pL de meio
SPW liquido. O volume da suspensdo, foi colocado em placa de 96 pocos de fundo plano Jet
Biofil (Guangzhou Jet Bio-Filtration Co., Ltd, China) e a leitura da densidade 6ptica (A=600nm)
foi realizada em espectrofotdmetro Epoch 2 — Bio tek (Bio teck Instruments, Inc, Vermont, New
England).

4.4 Sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em solo
esterilizado

Foi preparado um substrato com uma mistura de solo vegetal (Orient Garden Comercio e
Distribuicdo de Insumos Agricolas LTDA, Sdo Paulo, SP, Brasil) e cascalho de areia Aqua
pedras (Leonice da Silva Jovenato Aquarios, Riberdo Preto, SP, Brasil) na proporcdo 4:1 (49
de solo vegetal por 1 g de cascalho de areia), este procedimento melhora a homogeneizagéo das
amostras de bactérias ao solo. Foram pesados 200 g de substrato, e estes foram colocados em
um recipiente de vidro com tampa de rosca para cada uma das linhagens bacterianas avaliadas.
As andlises fisico-quimicas do solo, estdo apresentados no Anexo A. Os recipientes de vidro

contendo substrato foram submetidos a trés ciclos de esterilizagdo (com intervalos de 24h entre
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cada ciclo) em autoclave a 121°C por 20 minutos para garantir a eliminagdo de esporos de
micro-organismos (MERCIER et al., 2015).

Foi preparada uma suspensdo bacteriana de 20 mL ajustada a uma densidade Optica
(D.O.600nm) de 0,5 (aproximadamente 10" UFC.mL™) em 4gua destilada, para cada uma das
linhagens. Cada um dos frascos contendo 200 g de substrato foi inoculado com a respectiva
suspensdo da linhagem bacteriana a ser avaliada, e entdo 50 g do substrato inoculado foram
distribuidos em frascos de vidro com tampa de rosca (10 cm x 5 ¢cm), totalizando 4 frascos
(correspondentes as quatro réplicas bioldgicas) por linhagem. O solo foi incubado por até 90
dias a 28°C.

A avaliacdo da sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e M. extorquens em solo
esterilizado foi realizada nos tempos 0 (controle inicial), 15, 30 e 90 dias apds inoculacdo. Cada
amostragem foi realizada coletando 1g de solo de cada réplica, que foi ressuspendido em 9 mL
de tampdo PBS-Phosphate-buffered saline (8 g de NaCl; 0,2 g de KCI; 1,44 g de Na2HPOyg;
0,24 g de KH2POs4; completar com 1 litro de agua destilada, pH 7,4). Diluicdes apropriadas
desta suspensdo foram realizadas ¢ 25 pL foram semeados por drop plate em triplicatas, em
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultivo HYPHO suplementado com metanol
0.5%v/v (14,5mM de KoHPOs; 18,8mM de NaH2POs; 3,8 mM de (NH4)2S04;0,8mM de
MgSOQ4; 1mL de elementos tragos L™1). As culturas foram incubadas a 28°C por 4 dias. Apds o
crescimento, a taxa de sobrevivéncia de cada uma das linhagens bacterianas foi determinada
por meio da contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) (HERIGSTAD; HAMILTON,;
HEERSINK, 2001).

4.5 Promocgéao do crescimento radicular de plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea
mays), por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

Foi realizado um teste para avaliar o efeito de Methylobacterium spp. e M. extorquens no
comprimento da raiz de plantulas apds germinacdo. Para isso, sementes de soja (Glycine max)
e de milho (Zea mays), previamente desinfetadas (item 4.2), foram inoculadas com as linhagens
bacterianas a ser avaliadas (Tabela 1).

Foram utilizadas 25 sementes para cada planta (soja e milho) para cada um dos
tratamentos (bactérias). A inoculacdo foi realizada em tubos conicos de plastico (Falcon) de 50
mL contendo as 25 sementes e 25 mL de uma suspensdo bacteriana ajustada para uma
D.0.600nm=1,0 em meio SPW (108 UFC.mL ™ aproximadamente) e mantidas a 28°C por 1 hora

sob agitacdo (180rpm). ApOs este periodo, as sementes foram removidas da suspensdo
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bacteriana, o excesso da cultura foi retirado com papel filtro esterilizado e as semente foram
transferidas em folhas de papel germitest de 28 x 38 cm (J.Prolab, S&o Jose dos Pinhais, Parana,
PR, Brasil) previamente umedecido com agua destilada. Sobre as sementes inoculadas, foi
colocada uma segunda folha de papel germitest uniformemente umedecida. As folhas foram
enroladas, formando rolos e mantidas em béquer pléstico coberto com sacolas transparentes
com pequenos orificios, para manter a umidade e permitir a ventilagdo. As sementes foram
mantidas a 28°C em camara de germinacdo por 7 dias para soja (modificado de Casséan et al.,
2009) e 3 dias para milho.

Ap0s o periodo de incubagdo, o comprimento das raizes das plantulas de soja e milho foi
mensurado por meio do programa Image J (SCHNEIDER; RASBAND; ELICERI, 2012) NIH
(National Institutes of Health) (CASSAN et al., 2009). O controle negativo foi obtido por meio
do tratamento das sementes (milho e soja) apenas com meio SPW, nas condi¢fes descritas
anteriormente. Para a andlise estatistica, foram coletados dados de trés experimentos
independentes.

4.6 Desenho de primers para a deteccdo e quantificacdo de Methylobacterium spp. e

Methylorubrum extorquens

O desenho de primers especificos para as linhagens AR1.6/2, MP2-3 e R16E, foi
realizado a partir das sequéncias dos genes rpoB, trpA, e a regido intergénica dos genes 16S
rRNA e 23S rRNA, respectivamente. Para a linhagem SR1.6/6, o desenho de primers foi
realizado a partir da sequéncia de uma proteina hipotética. As sequéncias foram obtidas
diretamente do genoma dos isolados de interesse (genomas ainda ndo publicados) e foram
alinhadas no programa Geneious 7.0.6. Os primers foram desenhados manualmente baseados
nos alinhamentos das sequéncias citadas acima, por identificacdo de regides especificas das
linhagens de interesse (Apéndice A). Foram considerados 0s seguintes parametros no desenho
dos primers: tamanho entre 20-25 pb, concentracdo de CG entre 50-70%, tamanho do produto
de amplificagéo entre 150-220 pb e diferenga na Tm (melting temperature) do par de primers
ndo superior a 5°C (Tabela 2.). A existéncia de dimeros dos primers (hairpin, selfdimers e
heterodimers) foi analisada no programa OligoAnalyzer Tool 3.1 (disponivel em:

https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Outros parametros, como a temperatura de melting

(Tm), tamanho do produto de amplificacéo e a especificidade de anelamento na sequéncia alvo,
foram determinados no Primer-Blast do banco de dados National Center for Biotechnology

Information (NCBI). (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
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A validagdo dos primers e a otimizagdo da temperatura de anelamento foi realizada,
utilizando-se o DNA genémico dos 10 isolados de Methylobacterium spp. e das duas linhagens
de Methylorubrum extorquens (Tabela 1). A extracdo de DNA gendmico foi realizada com o
Wizard®Genomic DNA purification kit (Promega, Madison, WI, EUA). No caso dos pares de
primers SR1.6/6-F/SR1.6/6-R e MF5-R16-F/MF5-R16-R, foram preparadas rea¢des de 25uL
contendo: DNA gendmico [50 ng/uL], 1X de Easy®Taq Buffer, 0,2mM de dNTPs, 0,2 uM de
cada primer e 2,5U de Easy®Taq DNA polimerase (TransGen Biotech Co, Ltd,Pequim, China).
Ja para os pares de primers MEX1-F /MEX1-R e MHP1-F/MHP1-R, foram preparadas reacdes
de 25uL. contendo: DNA gnomico [50ng/ ulL], 1X de GoTaq® Reaction Buffer , 0,2mM de
dNTPs, 0,5 uM de cada primer e 1,25 U de GoTag® DNA Polymerase (Promega, Madison,
WI, EUA).

As reacOes de PCR foram realizadas seguindo as condic¢des: desnaturacdo inicial a 94°C
por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos; 30 segundos da respectiva
temperatura de anelamento de cada um dos pares de primers avaliados (Tabela 2.); 30 segundos
a 72°C e uma extensdo final de 10 minutos a 72° C em termociclador (VERITI 96-WELL
THERMAL CYCLER, 0.2ML, Applied Biosystems).

Os produtos de PCR foram analisados em gel de Agarose (1% m/v) corados com
“SYBR® Safe DNA Gel Stain” (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos), junto com o marcador de peso molecular 1 Kb plus-Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) a 3 volts.cm™. Apos a eletroforese, o gel
foi foto-documentado sobre luz UV.

Como controle positivo, o0 DNA genémico de cada isolado foi utilizado para a
amplificagédo do gene 16S rRNA. Para isso, foram preparadas reagdes de 25uL contendo: DNA
gnémico extraido de cada linhagem [50ng/ uL], 1X de GoTag® Reaction Buffer, 0,2mM de
dNTPs, 0,5 uM do primer forward 27F (5 — AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3°), 0,5 uM
do primer reverse 1378R (5’- CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG - 3’) e 1,25 U de
GoTag® DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, EUA), para amplificar o gene 16S rRNA.

A amplificacdo do gene foi tomada como auséncia de inibidores (Apéndice B).



Tabela 2 - Primers desenhados para a detec¢do de linhagens de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

Temperatura Tamanho

. Tamanho
Nor_ne do EUEEE Gene alvo Sequéncia 5’23’ do primer e Ul de dq
primer detectada (bb) GC calculado anelamento  amplicon
&) (pb)
MEX1-F ARL6/2 TTCGATGTGGACCCGGACACG 21 61,9 64,68
MEX1-R ' rpoB AGCGAACAGCAGCTTGCCGGAC 22 63,6 63,64 70°C 213
MHP1-F MP2-3 AGACCTCCCTGAAGGTGCTGG 21 61,9 63,54
MHP2-R trpA ATCAGGATCACGGGCGTGTC 20 60 62,30 65°C 208
SR1.6/6-F SR16/6 Proteina AACTCAAGCTATCCGGCCTG 20 55 59,82
SR1.6/6-R ' hipotética TCGACGAAGCCCAGGAATTC 20 55 60,11 67°C 208
MF5-R16-F Regido
intergenica  CGGGCGATTGACAGCCGATTTC 22 59,1 64,62
MFGRIGR  N°F  golese CGGCGCCTGTTTACACAAGTG
23S 21 57,1 62,63 70°C 169

Na tabela, as sequéncias dos pares de primers estdo representadas, bem como o gene alvo, o contetdo GC (%), a Tm calculada de acordo com o programa PrimerBlast e a
temperatura de anelamento de cada par de primers para as reagdes de PCR.

ev
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4.7 Ensaio de primers especificos para linhagens de Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens por PCR em tempo real

Com a finalidade de determinar se os primers desenhados e validados por PCR
convencional, amplificavam os produtos desejados na técnica de gPCR. foi feita a extracdo de
DNA gendmico das linhagens AR.1.6/2, R16E, MP2-3 e SR1.6/6 com o Wizard®Genomic
DNA purification kit (Promega, Madison, WI, EUA). Adicionalmente, foi preparado um
consorcio bacteriano com 4 mL de uma solugdo bacteriana contendo 1 mL da cultura crescida
de cada linhagem (AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-3), assim, a suspensao do consorcio foi

centrifugada e o seu pellet foi utilizado para a extracdo de DNA.

As reacdes de qPCR com volume final de 20 pL foram conduzidas contendo: 10 pL de
Power SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Live
Technologies LTD. Kingsland Grange, Warrington,UK); 1 uL de DNA genémico [50 ng/uL];
0,4 pLde cada primer [200 nM]. Todas as reacGes foram feitas em duplicatas no equipamento
StepOne Plus da Applied Biosystems, de acordo com a programagao para teste de quantificacao
comparativo (AACT). As reagOes foram realizadas nas seguintes condigdes: hold inicial a 95°C
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, a temperatura de anelamento
especifica de cada par de primers por 30 segundos e uma extenséo final de 72°C a 30 segundos.

A deteccdo da fluorescéncia foi realizada na etapa de extenséo
4.8 Sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens no solo.
4.8.1 Inoculacéo do solo néo esterilizado e recuperacdo do DNA

A fim de avaliar a sobrevivéncia das linhagens AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-3 no solo
néo esterilizado, foram preparados 150g de substrato conforme descrito no item 4.4, sem 0s
ciclos de esterilizagdo por autoclavagem, para cada uma das linhagens a ser avaliadas. As

analises fisico-quimicas do solo estdo apresentadas no Anexo A.

O substrato (150 g), foi inoculado com 15 mL de uma suspensao bacteriana (D.O.s00nm =
0,5) em agua destilada esterilizada com cada uma das linhagens isoladamente ou em mistura
(consorcio bacteriano). A suspensdo do consorcio, foi preparada com 3,75 mL de cada bactéria
(AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-3) ajustada a D.O.s00nm = 0,5 (aproximadamente 10" UFC.mL"
). A suspens&o bacteriana, foi homogeneizada nos 150 g do substrato, e posteriormente foram

distribuidos em frascos de vidro, totalizando 3 frascos (correspondentes a trés réplicas
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bioldgicas) por linhagem. O tratamento controle, foi realizado com trés frascos de solo, tratados
com &gua destilada estéril. Apds indculo, o solo foi incubado por 90 dias a 28°C.

A sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e M. extorquens no solo foi realizada por meio
da quantificacdo de cada linhagem bacteriana por meio de gPCR, utilizando primers especificos
(item 4.6). A quantificagdo foi realizada nos tempos 0 (controle inicial), 15, 30 e 90 dias ap0s
inoculacdo. Foram utilizadas 3 réplicas por tempo de analise. Cada amostragem foi realizada
coletando 0,25 g de solo de cada réplica, a partir dos quais foi feita a extracdo de DNA, com o
kit DNeasy®Powersoil da QUIAGEN (Dutch holding QIAGEN N.V, Hilden, Alemanha). A
integridade do DNA foi avaliada em gel de Agarose (1% m/v) e corado com “SYBR® Safe
DNA Gel Stain” (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). A
concentracdo do DNA foi determinada por espectrofotometria em Biodrop DUO, para

utilizacdo posterior nas reacdes de gPCR.

4.8.2 Quantificacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens no solo por

PCR em tempo real

4.8.2.1 Curvas padrio

Foram geradas curvas-padrdo para a quantificacao das linhagens AR1.6/2, R16E, SR1.6/6
e MP2-3 no solo néo esterilizado (Apéndice C). A construcdo das curvas foi feita a partir de
diluicdes seriadas 1:10 do DNA gendmico isolado de cada bactéria (HOPPENER-OGAWA et
al., 2007; SANTHANAM et al., 2017). Assim, a plotagem do Ct (threshold cycle) frente ao
namero de moléculas de DNA presentes em cada dilui¢do, permitiu obter a curva, junto a sua
regressio linear. Pardmetros como: eficiéncia entre 90% -110% e um R%: > 0,9, foram aceitaveis
para a utilizagdo das curvas.

Com base no tamanho do genoma (AR1.6/2: 5246455 pb; R16E: 6597385 pb; MP2-3:
5048570 pb e SR1.6/6: 6629020 pb), bem como, da concentracdo de DNA isolado de cada
linhagem bacteriana (previamente calculada por espectrofotometria em Biodrop DUQ), foi
determinado o numero de moléculas de DNA presentes em cada uma das dilui¢fes, com auxilio

da seguinte equacao:
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Equacédo 1 - Formula utilizada para a elaboracéo das curvas padrao.

Xng £6,0221 X 1023 moléculas
. . , L mol
Numero de copias(moléculas) = €60 -
(N x ~2=d ) 1 x 10029
mol g

Fonte: (PREDIGER, 2013).

Na equagdo: [Xng/pL]: concentragdo de DNA  gendmico extraido (DNA ndo diluido);
[6,0221x10%moléculas/mol]: nimero de Avogadro; [N]:tamanho do genoma de cada linhagem em pb; [660g/mol]:
Peso molecular meio de um par de bases.

4.8.2.2 Reacdes de PCR em tempo real

Foram conduzidas reacdes com volume final de 20 pL, contendo: 10 puL de Power
SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Live
Technologies LTD. Kingsland Grange, Warrington,UK); 2 uL de DNA bacteriano extraido a
partir do solo [25 ng/ pL]; 0,4 pL primer forward [200nM]; 0,4 pL primer reverse [200nM].
Todas as reagdes foram feitas em duplicata no equipamento StepOnePlus™ (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). As condi¢des de amplificacdo foram, uma desnaturacéo inicial a 95°C
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, a temperatura de anelamento
especifica de cada par de primers por 30 segundos e uma extensdo final de 72°C a 30 segundos.
A coleta de fluorescéncia foi realizada na etapa de extensédo e a curva de melting foi avaliada
com um gradiente de temperatura de 72°C até 95°C, variando 0,3°C cada 15 segundos.

Considerando que os primers desenhados tinham como alvo uma Unica regido do genoma,
cada copia de DNA foi considerada como uma unica célula bacteriana. Assim, por meio da
curva padrdo, foi possivel inferir o nimero de células de cada linhagem bacteriana por grama
de solo.

Um controle da deteccdo bacteriana foi realizado, utilizando os primers 27F (5’-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1378R (5°-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG - 3’) que amplificam o gene 16S rRNA. Assim,
reacOes de 25ul contendo: DNA gendmico extraido do solo [50ng/uL], 1X de GoTag®
Reaction Buffer, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de cada um dos primers e 1,25 U de GoTag® DNA
Polymerase (Promega, Madison, WI, EUA) foram feitas para garantir que a ndo deteccdo de
uma linhagem por meio das reagdes de gPCR fosse devido a auséncia dessa linhagem no solo
e ndo devido a presenca de inibidores no material génico recuperado das amostras de solo. A
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amplificagéo positiva da PCR com primers que amplificam o gene 16S rRNA foi considerada
como auséncia de inibidores (Apéndice D).

4.9 Interacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens com plantulas de

milho (Zea mays) e soja (Glycine max)
4.9.1 Obtencéo de plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays)

Os experimentos de interacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens
com a planta hospedeira, foram realizados com plantulas axénicas de soja (Glycine max) e
milho (Zea mays) de aproximadamente 10 cm de comprimento, as quais foram obtidas a partir
de sementes superficialmente desinfetadas, conforme descrito no item 4.2. As sementes
desinfectadas de soja e de milho, foram germinadas em 10 mL de agar-agua (7 g.L™t) em tubos
de ensaio de 20 cm x 2 cm. Plantulas de soja foram obtidas apds incubacédo de sementes por 7
dias a 28°C com fotoperiodo de 12h/12h de claro/escuro e as plantulas de milho foram obtidas
apos incubacdo de sementes por 5 dias a 28°C, com fotoperiodo de 12h/12h de claro/escuro.

As plantulas de soja e milho (aproximadamente 10 cm), foram transferidas a tubos de
ensaio (20cm x 2cm) contendo 18 mL de agua destilada estéril, e deixadas sob agitacdo a 180
rpm a 28°C, com fotoperiodo de 12h/12h de claro/escuro por 3 dias. Este procedimento, foi
realizado com a finalidade de permitir que as raizes das plantulas exsudassem compostos
envolvidos no estabelecimento da interacdo (ARAUJO et al., 2015; YUAN et al., 2015).

4.9.2 Tratamentos experimentais

Os experimentos de interacdo entre as diferentes linhagens de Methylobacterium spp. e
Methylorubum extorquens com pléantulas de soja e milho, foram realizados de forma
independente. Sendo que, cada experimento, foi constituido por 11 tratamentos (Figura 5) os

quais se agrupavam em trés condic6es diferentes:

a.) Controle plantulas: correspondente ao tratamento controle das plantulas de soja
(Glycine max) ou de milho (Zea mays). Nesses tratamentos, as plantulas foram
submergidas em 18 mL de agua destilada estéril junto com 2 mL de meio SPW estéril;

b.) Interacdo: correspondente a 5 tratamentos para as plantulas de soja (Glycine max) e
5 tratamentos para as plantulas de milho (Zea mays), nos quais, as plantulas foram
submergidas em 18 mL de &gua destilada estéril e inoculadas com 2 mL da linhagem a
avaliar (AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-3) ou com 2 mL do consorcio bacteriano;
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c.) Controle de crescimento bacteriano: correspondente a 5 tratamentos para o
experimento desenvolvido com as plantulas de Glycine max e 5 tratamentos para o
experimento com plantulas de Zea mays. Cada tratamento, foi constituido por 2 mL do
indculo da linhagem a avaliar (AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-3) ou 2 mL do consércio,
suspendido em 18 mL de &gua destilada estéril.

Para cada um dos tratamentos descritos, foram preparados quatro tubos, com a finalidade

de obter duas réplicas bioldgicas.

Figura 5 - Representacdo grafica dos tratamentos experimentais na interacdo de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens com plantulas de milho e soja.

a) Controle plantulas b) Interacdo
T1: Controle : Controle
plantulas de plantulas de Zea T2: Glycine max + AR1.6/2 T2: Zea mays + AR1.6/2
Glycine max mavs ) T3: Glycine max +R16E T3: Zea mays +R16E
T4: Glycine max + SR1.6/6 T4: .Zea mays + SR1.6/6
T5: Glycine max+ MP2-3 T5: Zea mays + MP2-3
T6: Glycine max + Consorcio To: Zea mays + Consdrcio

‘ C) Controle de
crescimento bacteriano

Experimento com
plantulas de Glycine max

Experimento com
plantulas de Zea mays

i

T7: AR1.6/2 T7:. AR1.6/2
T8: R16E T8:. R16E
T9: SR1.6/6 T9: SR1.6/6
T10: MP2-3 T10: MP2-3

T11: Consorcio T11: Consorcio

Fonte: este trabalho

Na figura, observa-se em quadros verdes as trés condicGes avaliadas e em quadros de borda preta os diferentes
tratamentos. As letras “T” seguido do ndmero ardbigo representam o tratamento.
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4.9.3 Inoculacéo de linhagens de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em
plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays)

As trés linhagens de Methylobacterium spp, (R16E, SR1.6/6 e MP2-3) e Methylorubrum
extorquens AR1.6/2, foram crescidas em 100 mL de meio SPW a 28°C e sob agitacdo (180
rpm), por 3 dias. Apos esse periodo, a densidade dptica de cada cultura foi ajustada a D.O.s00nm
de 1,0 (108 UFC.mL* aproximadamente). Posteriormente, foram preparadas aliquotas de 2 mL
de cada cultura bacteriana (D.O. soonm =1,0) em microtubos, os quais foram centrifugados a
16.000xg durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido em 2 mL
de meio SPW esterilizado. Para o consorcio, foram preparadas aliquotas de 2 mL contendo:
500uL de cada linhagem (AR1.6/2, R16E, MP2-3 e SR1.6/6) na D.O soonm =1,0.

Assim, as plantulas obtidas no item 4.9.1, contendo 18 mL de agua destilada e os
exsudatos radiculares, foram inoculadas com 2 mL da suspensdo bacteriana, de acordo com 0s

tratamentos descritos na condi¢do “b.” do item 4.9.2.

Para os tratamentos da condi¢édo “a.” (item 4.9.2) foram acrescentados 2 mL de meio SPW
estéril no lugar do in6culo bacteriano. Da mesma forma, para os tratamentos da condicdo “c.”
(item 4.9.2), foram adicionadas as aliquotas de 2 mL das culturas bacterianas e do consorcio
nos tubos contendo 18 mL de &gua destilada esterilizada. As co-culturas das plantulas com as
linhagens bacterianas, assim como, os tratamentos controles foram incubadas por 4 dias a 28°C,
sob agitacdo (180 rpm), com fotoperiodo de 12h/12h de claro/escuro.

4.9.4 Recuperacdo dos exsudatos e extracdo de DNA bacteriano a partir das raizes de

plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays)

Apo0s os quatro dias de co-cultura, as solugdes dos tratamentos descritos no item 4.9.2
foram coletadas e transferidas para tubos conicos de 50 mL previamente tratados com metanol.
Foram reunidas soluc@es de dois tubos de um mesmo tratamento, para uma réplica, de modo
que, cada tratamento foi conduzido com duas réplicas bioldgicas (Figura 6). Posteriormente, as
solugbes foram centrifugadas a 1.900xg durante 10 minutos, o pellet foi descartado e o
sobrenadante que contém os exsudatos foi recuperado. Os exsudatos de cada réplica; foram
esterilizados com filtros de nylon de 0,22 um, e em seguida foram liofilizados, para as analises
de GC-MS que se descrevem no item 4.9.6 (GUO et al., 2017; MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2014; YUAN et al., 2015; ZHALNINA et al., 2018).

As raizes das plantulas (duas raizes por replica bioldgica/tratamento) das condigdes

“controle plantulas” e “interagdo”, foram cortadas com ldminas de bisturi esterilizado e



50

congeladas a -80°C, para serem utilizadas posteriormente para extragdo de DNA.
Posteriormente, as raizes congeladas foram maceradas em nitrogénio liquido e 50 mg do
material macerado foi utilizado para a extragdo de DNA genémico, com o Kit de extracéo
Wizard®Genomic DNA purification (Promega, Madison, WI, EUA). Dessa forma, obteve-se

0 DNA gendmico de bactérias que colonizam externamente e internamente a raiz das plantulas.

A qualidade do DNA gendmico foi analisado em gel de agarose (1% m/v) corado com
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, Live Technologies LTD. Kingsland
Grange, Warrington,UK), a 3 volts.cm™. Apds a eletroforese, o gel foi foto-documentado sobre
luz UV. A concentracdo de DNA extraido foi determinada por espectrofotometria em
BiodropDuo. O DNA recuperado das raizes, foi utilizado para a quantificacdo das linhagens de
Methylobacterium spp. (R16E, SR1.6/6 e MP2-3) e Methylorubrum extorquens AR1.6/2 por
gPCR (item 4.9.5).

Figura 6 - Fluxograma da recuperacao dos exsudatos e do material vegetal.

C) Controle de
crescimento bacteriano

b) Interacao
ﬂg e ﬁ: I
I I Réplica
biologica 1.
Spli Réplica
Rephca :]
E i

Identificacao
dos compostos

[ Exsudatos ][ Raizes J [ Exsudatos ][ Raizes ]

a) Controle plantulas

Réplica
biologica 2.

Extracdo
de DNA
e qPCR.

Identificagédo Extragdo Identificagdo

dos compostos

de DNA dos compostos
e qPCR

Fonte: este trabalho

Nas condig¢des a) controle plantulas e b) interacdo, os exsudatos vegetais de cada réplica biolégica, correspondem
solugdes de dois tubos de um mesmo tratamento. Também foram recuperadas dois raizes por réplica bioldgica e
tratamento. Na condi¢do c) controle de crescimento, foram coletadas as solugBes de dois tubos por réplica
biologica, para cada tratamento.
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4.9.5 Quantificacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens nas raizes de
plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays) por PCR em tempo real

Para a quantificacdo das linhagens AR1.6/2, R16E, MP2-3 e SR1.6/6 nas raizes de
plantulas de soja e milho, foram realizadas curvas padrdo para cada uma das linhagens
(Apéndice E), seguindo o descrito no item 4.8.2.1. Posteriormente, a partir do DNA recuperado
das raizes das plantulas, foram conduzidas reagdes de gPCR de 20 uL, como foi relatado no
item 4.8.2.2.

A partir das reacbes de qPCR foi possivel determinar o numero de cépias de DNA de
cada amostra, plotando os valores de Ct, nas curvas padrdo. Novamente, foi considerado que
uma cépia de DNA corresponde a uma célula bacteriana, permitindo assim, deduzir o nimero
de células de cada linhagem por grama de tecido (raiz) macerado.

Um controle da deteccdo bacteriana foi realizado, utilizando os primers 27F (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3”) e 1378R (5’- CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
- 3”) que amplificam o gene 16S rRNA. Assim, reacdes de 25ul. contendo: DNA gendmico
extraido das raizes [50ng/uL], 1X de GoTag® Reaction Buffer, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de
cada um dos primers e 1,25 U de GoTaqg® DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, EUA)
foram feitas para garantir que a ndo deteccdo de uma linhagem por meio das rea¢es de g°PCR
fosse devido a auséncia dessa linhagem naraiz e ndo devido a presenca de inibidores no material
génico recuperado das raizes das plantulas. A amplificacdo positiva da PCR com primers que

amplificam o gene 16S rRNA foi considerada como auséncia de inibidores (Apéndice F).
4.9.6 ldentificacdo dos exsudatos bacterianos e das plantulas de soja e milho por GC-MS

A identificacdo dos exsudatos foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr. Carlos
Alberto Labate e da Dra. Thais Regiani Cataldi do Laboratério de Genética Funcional De
Plantas, do departamento de Genética da ESALQ-USP.

4.9.6.1 Preparo das amostras e extracdo de metabdlitos

Para a extracédo, os exsudatos previamente liofilizados foram ressuspendidos em 8 mL de
uma mistura de metanol com cloroférmio e agua para HPLC, na proporcéo 6:2:2 (6 mL de
metanol:2 mL de cloroformio:2 mL de &gua). Aliquotas de 500 pL dos metabdlitos
ressuspendidos nos solventes organicos, foram tratadas com 500 puL de acetona gelada (acetona
submergida em nitrogénio liquido). Posteriormente, as aliquotas foram centrifugadas a 1.600xg
por 10 minutos a 4°C, com a finalidade de precipitar possiveis proteinas residuais do meio de

cultura. O sobrenadante recuperado, foi utilizado para o processo de derivatizagdo. Durante o
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processo de extracdo, foram adicionados as amostras 0s seguintes compostos isotopicamente
marcados como padrdes internos na concentragdo de 1 mg.mL™: &cido succinico (D4, 98% -
DLM 584-5), acido miristico (1, 2, 3 — $3Cs, 99% - CLM 3665- 0.5) e acido palmitico (1, 2, 3,
4 —13C4) (BINI, 2016; BONATELLLI, 2016).

4.9.6.2 ldentificacdo dos exsudatos por GC-MS

Para anélise por GC-MS, aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram transferidos a vials
de vidro de 1.5 mL e concentrados em liofilizador. Posteriormente, as amostras foram
derivatizadas por metoximacdo e trimetilsililacdo (WENKE et al., 2019), para o qual, foram
ressuspendidas em 30 pL de metoxiamina (15 mg mL?) em piridina (BINI, 2016;
BONATELLI, 2016), e incubadas por 16 h a temperatura ambiente em escuriddo. Apds esse
periodo, foi realizada a sililacdo, acrescentando 30 pL de MSTFA (N-metil-trimetilsilil-
trifluoroacetamida) com 1% de TMCS (trimetilclorosilano), posteriormente as amostras foram
incubadas no escuro por 60 minutos a temperatura ambiente (BINI, 2016; BONATELLI, 2016).
Finalmente, foram adicionados 30 pL de heptano, e deixadas em repouso por 30 minutos.

A cromatografia GC-MS, foi realizada no equipamento 7890A Agilent Technologies
(Agilent Technologies, Inc,Wilmington, Delaware, Estados Unidos), o qual estava equipado
com duas colunas de silica fundida, a coluna da primeira dimensdo de 20 m comprimento x
0,18 mm didmetro interno x 0,18 pum de filme (DB-5 Agilent) e a coluna da segunda dimens&o
de 0,9 m x 0,10 mm didmetro interno x 0,10 um de filme (RX-T 17, Restek). Para a andlise, 1
puL de cada uma das amostras foi injetado a modo de splitless a 280°C, usando como gas
carreador hélio, com fluxo constante de 1 mL/min. A temperatura inicial da coluna foi de 80°C,
a qual foi mantida por 5 minutos, posteriormente a temperatura foi aumentando gradualmente
de 15°C em 15°C, até chegar a temperatura final de 305°C, sendo mantida por 10 minutos. Junto
as amostras, foram analisados uma série de alcanos (C12 — Czs), 0 que possibilitou o calculo dos

indices e tempo de retencao.

O efluente da coluna, foi introduzido na fonte de ions do equipamento GC x GC-TOFMS
(Pegasus 4D, Leco, St. Joseph). A temperatura da fonte de ions foi 250 °C, feixe de elétrons
70-eV, corrente de ionizagdo de 2.0 mA e 20 espectros s sendo registrados na faixa de 45-800
m/z, a voltagem do detector foi 1500 V ambiente (BINI, 2016; BONATELLI, 2016).

Os cromatogramas obtidos foram tratados no programa ChromaTOF 4.32 (LECO’s
ChromaTOF®, Saint Joseph, M, estados Unidos) no qual, foi determinado o baseline, retirado

o0 ruido eletronico e realizada a conversdo dos dados para arquivos netCDF. Posteriormente,
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com o auxilio do pacote TargetSearch no ambiente R (CUADROS-INOSTROZA et al., 2009),
foi realizado o processo de deconvolucdo dos picos cromatograficos, a obtencdo do indice de
retencdo (RI), a correcdo do tempo de retencdo (RT), o alinhamento de picos e a identificacao
dos metabdlitos. A identificacdo, foi realizada com a biblioteca The Golm Metabolome
Database, tendo em conta os critérios: presenca de 3 ou mais massas caracteristicas e um score
de similaridade igual ou maior a 600. Por ultimo, a intensidade de cada metabdlito foi

normalizada pela contagem i6nica total (TIC) de cada amostra.

4.9.6.3 Andlise estatistica dos metabdlitos identificados por GC-MS

A andlise estatistica foi realizada na plataforma online MetaboAnalyst 4.0 (CHONG et
al., 2018), para isso, os dados foram filtrados, transformados (Logaritmo), e escalonados usando
0 método de Pareto (escalonamento baseado na raiz quadrada do desvio padrdo). Em seguida
foi realizada a andlise de varianga (ANOVA), com post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS com um valor de p <0,05. Posteriormente, foram conduzidas analises de
componentes principais PCA e agrupamentos (clustering) em heatmaps, usando como medida

de similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.

4.10 Producédo de Biofilme por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em

meio de cultura SPW

A capacidade das linhagens de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em
produzir biofilme foi avaliada, de acordo com o método de microtiter plate (O’'TOOLE GA,
PRATT LA, WATNICK PI, NEWMAN DK, WEAVER VB, 1999).

Para isso, foram preparadas suspenc¢des bacterianas de cada uma das linhagens (AR1.6/2,
R16E, SR1.6/6 e MP2-3) em meio SPW, ajustadas a uma D.O.s0onm de 0,1 (mesma densidade
Optica, na que ficaram as culturas no experimento de interacdo com plantas), a suspensao do
consorcio foi preparada com 2 mL de cada uma das linhagens ajustadas a D.O.soonm de 0,1
(aproximadamente 10" UFC.mL™?). Seguidamente, 1 mL de cada uma das suspensdes foi
dispensado em placas de poliestireno de 24 pocos de fundo plano Jet Biofil (Guangzhou Jet
Bio-Filtration Co., Ltd, China), sendo disponibilizados 6 pocos para cada um dos tratamentos
(AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-3 e consércio) e usando meio SPW sem indculo como controle
(modificado de XU et al., 2014). Foram realizados dois experimentos independentes, cada um
com duas placas, totalizando 12 réplicas biologicas para cada tratamento. As culturas foram
incubadas a 28°C sob agitacdo (180 rpm) por 4 dias (mesmo tempo das co-culturas de bactérias

com plantulas).
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Apos os quatro dias de crescimento, a cultura bacteriana foi removida, e 0os remanescentes
de meio e células planctbnicas foram retirados com trés lavagens com &gua destilada. As
placas foram incubadas a 60°C por 30 minutos para secagem, depois, foram adicionados 1,5
mL de uma solucéo de cristal violeta 0,1% (diluido em &gua destilada) a cada um dos pocos
(DJORDJEVIC; WIEDMANN; MCLANDSBOROUGH, 2002), entdo, as placas foram
deixadas em agitacdo (180 rpm) por 30 minutos a temperatura ambiente . Em seguida, o
cristal violeta foi retirado, e 0 excesso de corante foi removido com trés lavagens de agua
destilada. As placas foram secadas a 60°C por 15 minutos. Por Gltimo, o corante foi dissolvido
com a adicéo de 1,5 mL de etanol 96% a cada um dos pocos. A quantificacdo foi realizada em
espectrofotdmetro Epoch 2 — Bio tek (Bio teck Instruments, Inc, Vermont, New England) a
D.O. s595nm (DJORDJEVIC; WIEDMANN; MCLANDSBOROUGH, 2002).

4.11 Producédo de Biofilme por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens na

presenca dos exsudatos de plantulas de milho

Com o propdsito de observar o efeito dos exsudados radiculares na producao de biofilme
bacteriano, foram preparadas suspencdes bacterianas das linhagens AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e
MP2-3 em meio SPW, ajustadas a uma D.O.soonm de 1.0 (10® UFC.mL™* aproximadamente).
Aliquotas de 2mL destas suspengdes, foram centrifugadas a 16.000xg por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido em 2 mL de meio SPW esterilizado. Para
0 consorcio, foram preparadas aliquotas de 2 mL contendo: 500uL de cada linhagem em uma
D.0O.600nm =1.0. Cada aliquota, foi colocada em um tubo contendo 18 mL da solugdo contendo
exsudatos de plantulas de milho, (item 4.8.1). A producdo de biofilme foi analisada em placas
de poliestireno de 24 pogos de fundo plano Jet Biofil (Guangzhou Jet Bio-Filtration Co., Ltd,
China), em que 1 mL dos exsudatos inoculados foi adicionado em cada pogo. Foram montadas
quatro placas, totalizando 16 pocos por tratamento avaliado (AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-
3 e consorcio), os quais corresponderam as réplicas bioldgicas. Exsudatos misturados com meio
SPW numa concentracéo final de 10%, foram usados como branco. A coracédo e quantificacdo
do biofilme gerado, foi feita como descrito anteriormente (numeral 4.10).

4.12 AnaAlises Estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico Graphpad Prism versdo
5.3.(GraphPad Software, La Jolla California USA) seguindo os seguintes critérios: quando as
variaveis a serem estudadas apresentaram uma distribuicdo normal, foi feita uma analise de
variancia (ANOVA) para avaliar as diferencas entre as médias de mais de 2 grupos. Essas

andlises, foram complementadas com uma andlise de comparacao multipla de Tukey ou Dunnet.
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Para comparacéo entre dois grupos foi realizado um t-test para amostras ndo pareadas. Em todos
0s casos, um p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS
5.1 Curvas de crescimento de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

O crescimento de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em meio SPW foi
avaliado por até 120 h, o que permitindo obter as curvas de crescimento para cada um dos
isolados (Apéndice G). Baseado nas curvas de crescimento obtidas os isolados bacterianos
foram separados em dois grupos (Figura 7): O grupo G1, formado pelas linhagens que atingiram
maiores densidades opticas (D.O. soonm) € possivelmente tem maior velocidade de crescimento
(TC3-10, R12E, R14E, R16E, SR1.6/6, F4, F7 e F8) e o grupo G2, formado pelas linhagens
que apresentaram valores de D.O. soonm Menores e possivelmente menor velocidade de
crescimento (AR1.6/2, AR1.6/8, SR1.6/4 e MP2-3). Este comportamento diferencial foi melhor
observado entre 24h e 72h de cultivo, visto que apds 96h nédo foi possivel distinguir as linhagens
avaliadas.

Figura 7 - Curvas de crescimento de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens.
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Na figura, estdo apresentadas as médias das densidades Opticas a uma absorbancia de A=600nm =+ o desvio padrao.
Observa-se gque as linhagens exibem uma aparente divisao em dois grupos G1(fonte vermelha) no qual encontram-
se aquelas linhagens que atingiram D.O.s00nm Mmaiores e provavelmente tém maior velocidade de crescimento e o
G2 (fonte azul), onde se agruparam linhagens que atingiram menores D.O.s00nm € possivelmente apresentam menor
velocidade de crescimento.

Os genomas (Core genoma) dos 12 isolados do presente estudo foram comparados por
meio da analise de ANI (Average Nucleotide ldentity) com auxilio do Dr. Deibs Barbosa
(Instituto de Quimica-USP). Assim, foram observados no grafico heatmap (Anexo B.), 2 grupos
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(A e B). No grupo A, estdo os isolados F4, F7, F8, R12E, R14E, R16 e, TC3-10 (subgrupo Al)
e a linhagem SR1.6/6 (Subgrupo A2), que apresentaram um maior crescimento in vitro (grupo
G1, das curvas de crescimento). Por sua vez, o grupo B, é formado pelos isolados MP2-3
(Subgrupo B1 no heatmap), AR1.6/2, AR1.6/8 e SR1.6/4 (Subgrupo B2), os quais, mostraram
um menor crescimento in vitro (G2) (Figura 7).

Considerando o agrupamento com base nos dados do ANI (Anexo B), as linhagens
pertencentes a o subgrupo A; serdo destacadas na cor vermelha, enquanto a linhagem SR1.6/6,
pertencente ao subgrupo A2 serd destacada na cor amarela; a linhagem MP2-3 (B1) sera
destacada pela cor verde e, finalmente, as linhagens do subgrupo B2 serdo destacadas na cor
azul. Essa forma de identificacdo grafica dos grupos/linhagens seré utilizada ao longo do

presente documento

5.2 Sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em solo

esterilizado

O segundo teste de caracterizacdo fisiologica realizado foi o experimento de
sobrevivéncia em solo esterilizado. Nesse experimento, foi observado que todos os isolados de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens avaliados sobreviveram no solo
esterilizado por até 90 dias ap6s a inoculacdo (Figura 8 e Apéndice H). Com base na abundancia
determinada a partir da contagem do nimero de unidades formadoras de colénia (UFC.g solo
1y, em cada um dos tempos de amostragem, foi observado qualitativamente, que as curvas de
sobrevivéncia obtidas apresentaram trés padrdes diferentes (Figura 9). Padrdo S1, formado
pelas linhagens R12E e R16E, as quais se destacaram, pois cresceram até os 30 dias apds
inoculacéo e consequentemente mostraram significativamente (p <0,001) maior abundancia ao
final do experimento (90 dias). O padréo S2, constituido pelas linhagens SR1.6/6 e MP2-3, que
cresceram ativamente no solo até o 15° dia, mantendo a sua populacéo estavel apds este periodo,
até o final do experimento (Figura 9). E por dltimo, o padrdo S3 constituido pelos isolados
AR1.6/2, AR1.6/8, F4, F7, F8, R14E, SR1.6/4 e TC3-10, os quais apresentaram uma reducéo
na sua abundancia (UFC.g solo™) nos tempos avaliados, sendo que, as linhagens AR1.6/2, F7
e F8, mostraram essa reducdo na abundancia apds 15 dias, enquanto os demais isolados, apos
30 dias.
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Figura 8 - Sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em solo
esterilizado
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Na figura estdo apresentados em escala logaritmica as médias das UFC.g solo™ + desvio padrdo em 0, 15, 30 e 90

dias ap6s inoculacdo. As linhagens R12E e R16E apresentaram maior sobrevivéncia (p <0,001) no solo, no final
do experimento (90 dias). As diferencas foram avaliadas através da andlise de varidncia (ANOVA) e teste de
comparacdo multiplo de TUKEY. p *** <0.001. Os circulos de cores se referem ao agrupamento da anélise
comparativa dos genomas (ANI) descrito no item 3.1, sendo que circulos vermelhos indicam linhagens
pertencentes ao subgrupo As, circulo amarelo indica que a linhagem pertence ao subgrupo Ay, circulo verde indica
gue pertence ao subgrupo B; e circulos azuis a linhagens do subgrupo Ba.
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Figura 9 - Diferenciacdo dos padrdes de sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens em solo esterilizado.
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Na figura, estdo apresentadas as médias das UFC.g solo™ + desvio padrdo (escala logaritmica) em 0, 15, 30 e 90
dias ap6s inoculacdo. [A.] Padrdo de sobrevivéncia S1, agrupando as linhagens R12E e R16E, as quais
apresentaram a maior sobrevivéncia no solo, 90 dias apés inoculacdo. [B.] S2, conformado pelas linhagens SR1.6/6
e MP2-3, as quais crescem ativamente até o dia 15 e mantém a sua populacdo estavel até os 90 dias. [C.] Padréo
de sobrevivéncia S3, formado pelas linhagens AR1.6/2, AR1.6/8, F4, F7, F8, R14E, SR1.6/4 e TC3-10, que
mostraram uma reducdo na sua abundancia durante o experimento. Os circulos de cores refletem o agrupamento
da comparacao dos genomas (ANI), os circulos vermelhos indicam linhagens pertencentes ao subgrupo A1, circulo
amarelo indica que a linhagem pertence ao subgrupo A, circulo verde indica que pertence ao subgrupo B; e
circulos azuis a linhagens do subgrupo Ba.
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5.3 Promocéo do crescimento radicular de pléntulas de soja (Glycine max) e milho (Zea
mays), por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

O ultimo experimento de caracterizacdo fisioldgica realizado, foi a avaliacdo da
promogcéo do crescimento radicular de plantulas de soja e milho. A promogéo de crescimento,
foi avaliada em plantulas de soja 7 dias apds inoculacdo, enquanto para milho a avaliagéo foi
feita 3 dias apds inoculacdo. Foi observado que 11 das 12 linhagens avaliadas, promoveram
significativamente (p <0,05) um aumento no comprimento da raiz de plantulas de soja, quando
comparadas ao tratamento controle (Figura 10). A linhagem R16E foi a Unica que ndo induziu

um aumento no comprimento das raizes de plantulas de soja.

No entanto, nenhuma das linhagens de Methylobacterium spp. nem de Methylorubrum
extorguens, mostraram efeito sobre 0 comprimento da raiz de plantulas de milho (Figura 10.).

Durante a andlise das plantulas, nenhuma lesao foi observada nas plantulas avaliadas.

Figura 10 - Influéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens no comprimento
da raiz de plantulas.

(Continua)

A

Comprimento raiz (cm)

Linhagens



61
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[A.] Plantulas de soja (Glycine max). [B.] Plantulas de milho (Zea mays). Nos gréficos, os dados sdo apresentados
como a média do comprimento da raiz + desvio padrdo. As diferengas foram avaliadas através da analise de
variancia (ANOVA) e teste de compara¢do de DUNNETT com um valor de p <0,05. Os dados mostrados no
grafico correspondem a combinacdo de trés experimentos independentes. Os circulos de cores refletem o
agrupamento da comparacao dos genomas (ANI), circulos vermelhos indicam linhagens pertencentes ao subgrupo
Ay, circulo amarelo indica que a linhagem pertence ao subgrupo Az, circulo verde indica que pertence ao subgrupo
B, e circulos azuis a linhagens do subgrupo B,

5.4  Selecdo de linhagens de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

A partir dos resultados obtidos por meio dos experimentos de caracterizacao fisioldgica
(itens 3.1, 3.2 e 3.3), foram selecionadas quatro linhagens (Figura 11), as quais foram usadas
para desenvolver os experimentos de sobrevivéncia em solo, interacdo com pléntulas e
formacdo de biofilme. As linhagens selecionadas e os critérios de selecdo utilizados estdo

descritos a seguir

a) Methylorubrum extorquens AR1.6/2, foi selecionada, porque promoveu o
crescimento radicular de plantulas de soja com um valor de p <0,05.
Adicionalmente pertence ao G2 da anélise das curvas de crescimento obtida nesse
trabalho e no subgrupo B2 da comparacdo dos genomas. Esta linhagem também
foi selecionada porque num estudo prévio, foi reportado que esta linhagem pode
inibir a germinacéo de sementes de Citrus limonia (BOGAS et al., 2016).



b)

d)
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Methylobacterium fujiwaense R16E, foi selecionada, porque embora ndo tenha
apresentado promocéo de crescimento em plantulas de soja e nem de milho, esta
linhagem apresentou uma abundancia significativa no experimento de

sobrevivéncia em solo esterilizado na amostragem de 90 dias apds indculo.

Methylobacterium hispanicum MP2-3, foi selecionada por ser geneticamente
diferentes das demais linhagens (Anexo B.), sendo agrupado no subgrupo B1 da
analise de ANI. Adicionalmente, a mesma apresentou a capacidade de promocao
de crescimento em plantulas de soja (p <0,05) e manteve uma abundancia estavel

no solo esterilizado até 90 dias apds inoculag&o.

Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6, foi selecionada por ser capaz de induzir
um aumento significativo (p <0,05) no comprimento da raiz de plantulas de soja
e porque esta linhagem se agrupou dentro do grupo G1, das curvas de crescimento.
Adicionalmente esta linhagem mantem uma abundancia estavel no solo estéril até

0s 90 dias apds inoculag&o.

A selecdo desta linhagem se deve também ao fato de que, promove o crescimento
vegetal de plantulas de Citrus limonia ap6s germinacdo (BOGAS et al., 2016).
Além disso, estudos prévios mostraram o potencial biotecnol6gico desta linhagem
como possivel agente de controle de Xylella. fastidiosa em plantas de
Catharanthus roseus (LACAVA et al., 2004)
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Figura 11 - Caracteristicas fisiologicas das linhagens de Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens selecionadas
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Na figura, observa-se os resultados dos diferentes experimentos de caracterizagdo fisioldgica das quatro linhagens
selecionadas. [A.] Curvas de crescimento. [B.] Sobrevivéncia no solo esterilizado. [C.] Promog¢&o do crescimento
radicular de plantulas de soja (Glycine max). [D.] Promog&o do crescimento radicular de plantulas de milho (Zea
mays). Em todos os gréaficos, os circulos de cores refletem o agrupamento resultante da comparacdo dos genomas
(ANI), circulos vermelhos indicam que as linhagens pertencem ao subgrupo A, circulo amarelo indica que a
linhagem pertence ao subgrupo A, circulo verde indica que pertence ao subgrupo B; e circulos azuis a linhagens
do subgrupo By,

5.5 Desenho de primers para a deteccdo e quantificacdo de Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens

Foram desenhados primers especificos para as quatro linhagens selecionadas (AR1.6/2;
R16E; SR1.6/6 e MP2-3), os quais foram usados posteriormente para a quantificagdo destas
bactérias no solo e nas raizes das plantulas. A especificidade dos primers foi testada com o
DNA gendmico das 12 linhagens utilizadas inicialmente na primeira etapa do trabalho. Dada a
similaridade genémica entre os isolados (Anexo B), os primers foram desenhados para grupos

de isolados geneticamente similares (analise de ANI). Dessa forma, os primers MEX1-F e
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MEX1-R (desenhados para a deteccdo da linhagem AR1.6/2) amplificaram o fragmento
esperado de 213 pb para as linhagens AR1.6/2; AR1.6/8 e SR1.6/4 (Figura 12 A), que de acordo
com o agrupamento do ANI (Average Nucleotide ldentity) se encontram no subgrupo B2 e
apresentam uma similaridade de aproximadamente 100% (Anexo B). Da mesma forma, os
primers MF5-R16-F e MF6-R16E-R amplificaram o fragmento esperado de 169 pb para as
linhagens R12E e R16E (Figura 12 B), que apresentam uma similaridade entre 95 e 100%
(Anexo B).

Os primers MHP1-F e MHP2-R foram especificos e exclusivos para a linhagem,
resultando na amplificagdo de um produto esperando de 208 pb (Figura 12 C). De forma similar,
o0 par de primers SR1.6/6-F e SR1.6/6-R desenhado a partir de uma possivel regido exclusiva
do genoma, foi especifico para a linhagem SR1.6/6, resultando na amplificacdo de um produto
esperado de 208 pb (Figura 12 D.).

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose de PCR com primers desenhados para a deteccao
de linhagens especificas de Methylobacterium spp.e Methylorubrum extorquens.
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(Concluséo)
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[A.] Produtos de PCR de 213 pb gerados com os primers MEX1-F e MEX1-R para as linhagens AR1.6/2, AR1.6/8
e SR1.6/4. [B.] Produtos de PCR de 169 pb para as linhagens R12E e R16E [C.] Produto de PCR de 208 pb para
a linhagem MP2-3 com os primers MHP1-F e MHP2 [D.] Produto de 208 pb para a linhagem SR1.6/6, o marcador
molecular 1kb plus (Invitrogen); [C(-)] controle negativo da rea¢do. Os circulos de cores refletem o agrupamento
da comparagdo dos genomas (ANI), circulos vermelhos representam as linhagens pertencentes ao subgrupo A,
circulo amarelo indica que a linhagem pertence ao subgrupo A, circulo verde indica que pertence ao subgrupo B
e os circulos azuis representam as linhagens do subgrupo B,

56 Ensaio de primers especificos para linhagens de Methylobacterium spp. e

Methylorubrum extorquens por PCR em tempo real

Com a finalidade de confirmar se os primers desenhados e validados por PCR
convencional amplificavam as amostras de DNA na técnica de gPCR (PCR quantitativo), foram
conduzidas reacGes com amostras de DNA gendmico de cada uma das linhagens e com o
consorcio (mistura das quatro linhagens). As curvas de amplificacdo obtidas (Figura 13)
mostraram que os pares de primers desenhados para as trés linhagens de Methylobacterium spp.
selecionadas e para Methylorubrum extorquens AR1.6/2, foram eficazes para a amplificagdo
dos produtos desejados. Foram observadas curvas de amplificacdo tanto para as reacfes que
continham somente o DNA alvo (identificadas como 1.), como para o consércio (identificadas
como 2.). A confirmacédo e validacdo dos primers em gPCR permitiu dar continuidade aos

ensaios de sobrevivéncia no solo e os experimentos de interagdo com plantulas.
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Figura 13 - Curvas de amplificacdo obtidas a partir das reagdes de gPCR com primers
especificos para Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens.
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[A.] Primers MEX1-F/MEX1-R; [B.] Primers MF5-R16E-F/MF6-R16E-R; [C.] Primers MHP1-F/MHP2-R; [D.]
Primers SR1.6/6-F/ SR1.6/6-R. O nimero [1.] indica as curvas de amplificacdo com o DNA da linhagem alvo de
cada par de primers e o nimero [2.] indica a curva de ampliagdo obtiva do DNA da linhagem alvo presente no
consorcio.

5.7 Sobrevivéncia de linhagens de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

no solo

Considerando que o solo é o ambiente no qual a bactéria se estabelece antes de colonizar
a planta, a sobrevivéncia das bactérias selecionadas foi avaliada no solo ndo esterilizado,

quando inoculadas individualmente e no consércio, mediante a quantificagdo por gPCR.

Desta maneira, foi observado que quando inoculadas individualmente, as linhagens
AR1.6/2 e MP2-3 sobreviveram no solo por até 90 dias, mostrando uma diferenca significativa
(p <0,05) no numero de células/g de solo, em relacdo as outras linhagens, nesse tempo de
amostragem (Figura 14). Em contraste, as linhagens R16E e SR1.6/6 apresentaram
sobrevivéncia inferior a 15 dias, visto que ndo foram detectadas no solo a partir deste tempo de
amostragem. Por outro lado, no tratamento com o consdércio bacteriano, foi observado que sé a
linhagem MP2-3 conseguiu sobreviver até os 90 dias, exibindo uma diferenca significativa (p
<0,001) na sua abundancia em relacdo aos outros isolados. A linhagem R16E foi detectada aos
15 dias no consorcio, enquanto quando inoculada sozinha nédo foi possivel a sua detecgcdo nesse

tempo de amostragem. De forma similar a linhagem AR1.6/2, sobreviveu no solo até 30 dias,



67

ndo sendo mais detectada no consércio. Por dltimo, a linhagem SR1.6/6 ndo conseguiu se
desenvolver no solo na presenca de competidores, sendo a linhagem que reduziu mais
rapidamente sua populacdo quanto inoculada sozinha como no consorcio, visto que a sua

sobrevivéncia no solo foi inferior a 15 dias.

Figura 14 - Curvas de sobrevivéncia de Methylobaterium spp. e Methylorubrum extorquens
no solo.
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Na figura estdo apresentadas as médias do nimero de células/g de solo + desvio padrdo (escala logaritmica). [A.]
Sobrevivéncia das linhagens quando inoculadas individualmente no solo. [B.] Sobrevivéncia das linhagens no
consorcio. As diferengas foram avaliadas através da anlise de varidncia (ANOVA) e teste de comparac¢do multiplo
de TUKEY. p™<0,001; p"<0,05. Os circulos de cores do lado dos nomes, referem-se ao agrupamento da
comparacao dos genomas (ANI), o circulo vermelho indica que a linhagem pertence ao subgrupo As, circulo
amarelo indica que a linhagem pertence ao subgrupo A, circulo verde indica que pertence ao subgrupo B; e 0
circulo azul a linhagem é do subgrupo B..
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5.8 Interacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens com pléantulas de

milho (Zea mays) e soja (Glycine max)

Nos experimentos de interagdo, todas as linhagens avaliadas conseguiram se desenvolver na
presenca das plantulas. Foi observado que as linhagens SR1.6/6 e R16E apresentaram crescimento
planctdnico intenso (meio turvo) na presenca das raizes de soja e de milho (Figura 15 C, D, | e J). Em
contraste, as linhagens AR1.6/2 e MP2-3 mostraram uma preferéncia pela raiz, sendo observada a
formac&o de biofilme na superficie da mesma e menor crescimento plancténico (Figura 15 B, E, H e K).
No consorcio bacteriano, foi observado tanto o crescimento plancténico como a formacgéo do biofilme
nas raizes das plantas.

Figura 15 - Interacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extoquens com plantulas
de soja (Glycine max) e milho (Zea mays).
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SOJA (Glycine max)
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[A]. Controle plantulas de soja; [B.] Plantulas de soja inoculadas com Methylorubrum extorquens AR1.6/2; [C.]
Plantulas inoculas com Methylobacterium fujisawaense R16E; [D.] Plantulas de soja inoculas com
Methylobacterium mesophilicum SR 1.6/6 [E.] Plantulas de soja inoculas com Methylobacterium hispanicum
MP2-3; [F.] Plantulas de soja inoculas com consdrcio; [G.] Controle plantulas de milho; [H.] Plantulas de milho
inoculas com Methylorubrum extorquens AR1.6/2; [1.] Plantulas de milho inoculas com M. fujisawaense R16E;
[J.] Plantulas de milho inoculas com M. mesophilicum SR1.6/6 [K.] Plantulas de milho inoculas com M.
hispanicum MP2-3; [L.] Plantulas de milho inoculas com consércio. Os circulos de cores do lado dos nomes,
refletem o agrupamento da comparacdo dos genomas (ANI), o circulo vermelho indica que a linhagem pertence ao
subgrupo As, circulo amarelo indica que a linhagem pertence ao subgrupo Ay, circulo verde indica que pertence
ao subgrupo B e o circulo azul a linhagem é do subgrupo B,
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5.9 Quantificagdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens na raiz de

plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays)

Durante a interacdo de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens AR1.6/2 com
plantulas de soja e milho, foi observado que quando inoculadas individualmente todas as
linhagens colonizaram as raizes de soja (Figura 16A) e milho (Figura 16B). Em soja foi
observado que M. mesophilicum SR1.6/6 foi a mais abundante (p <0,05), em relacéo as outras
linhagens (Figura 16A). Entretanto, quando inoculada no consércio, M. mesophilicum SR1.6/6
ndo foi capaz de colonizar as raizes de soja (Figura 16C) sendo significativamente (p <0,05)
menos abundante que as outras linhagens. De forma geral, quando inoculadas em consorcio,
todas as bactérias apresentaram menor abundéncia nas raizes das plantas avaliadas. Nao foi
observada diferenca significativa na abundancia das linhagens em raizes de plantulas de milho
tanto quando inoculadas individualmente, como no consorcio.

Figura 16 - Quantificacdo de Methyobacterium spp. e Methylorubrum extorquens na raiz de
plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays).
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No gréfico estdo apresentadas as médias do nimero de células/g de tecido vegetal macerado + desvio padrdo em
escala logaritmica. [A.] quantificacdo de cada linhagem na raiz de plantulas de soja (Glycine max); [B.]
quantificacdo de cada linhagem na raiz de plantulas de milho (Zea mays); [C.] quantificacdo de cada linhagem no
consorcio na raiz de plantulas de soja (Glycine max); [D.] quantificacdo de cada linhagem no consorcio na raiz de
plantulas de milho (Zea mays). Letras diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos com
um p <0,05. As diferengas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste de comparagdo
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multiplo de TUKEY. O circulo vermelho embaixo do nome da linhagem, refere-se ao subgrupo A; do ANI, circulo
amarelo indica que a linhagem pertence ao subgrupo A, circulo verde indica que pertence ao subgrupo B e
circulos azul ao subgrupo B

5.10 Identificacdo dos exsudatos vegetais e bacterianos por GC-MS

A partir dos 11 tratamentos avaliados nos experimentos de interacdo de
Methylobacterium e Methylorubrum com plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays),
foram detectados pela técnica de GC-MS um total de 91 metabdlitos. os metabdlitos ndo
conhecidos foram predominantes com abundancia de 53%, seguidos por carboidratos (26%) e
acidos organicos com 7% (Figura 17). Também, foram detectados aminoéacidos, lipidios,
benzeno e derivados do benzeno, alcaloides, aldeidos e alcanos.

Figura 17 - Metabdlitos identificados nos tratamentos avaliados com plantulas de soja (Glycine
max) e plantulas de milho (Zea mays).
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No grafico, estdo apresentados a porcentagem dos diferentes tipos de metabdlitos detectados na totalidade dos
tratamentos avaliados com soja (Glycine max) e milho (Zea mays), sendo que 0s 91 metabdlitos correspondem a
somatoria de todos os tratamentos.

5.10.1 Identificacdo dos exsudatos de plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays)

Primeiramente, os perfis dos metabdlitos presentes nos exsudatos de cada uma das
plantulas hospedeiras, sem a presenca da bactéria, foram analisados individualmente. Assim,
foi possivel comparar os exsudatos de plantulas de soja e milho (Figura 18). Foi observado que
63% dos exsudados de soja foi composto por metabdlitos desconhecidos, seguido de 14% de
carboidratos, 7% de lipidios, 3% de aminoacidos e 2% de &cidos organicos, enquanto 0
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exsudato de milho foi composto por 55% de metabolitos desconhecidos, seguido de 16% de
carboidratos, 7% de &cidos organicos, 5% de lipidios e 4% de aminoacidos.

Figura 18 - Metabdlitos identificados nos exsudatos radiculares de plantulas de soja (Glycine
max) e milho (Zea mays).
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[A.] Classificacdo dos metabolitos detectados em exsudatos radiculares de plantulas de soja (Glycine max). Na
figura, estéo apresentadas as porcentagens das classes de metabolitos [B.] Classificacdo dos metabolitos detectados
em exsudato radicular de plantulas de milho (Zea mays).

A diferenca na composicao dos exsudatos vegetais, entre as duas plantas hospedeiras, foi
observada por meio das analises estatisticas realizadas na plataforma online MetaboAnalyst 4.0
(CHONG et al., 2018). Foram encontrados 26 metabdlitos com diferenca significativa entre as
duas plantas (Apéndice J). Dentre os metabdlitos conhecidos, os mais abundantes foram a
salicin, o glyceric acid, fructose e o 3-oxo-glutaric acid em milho, enquanto em soja foram
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mais abundantes a maltotriose, o galactonic acid e o galactinol (Figura 19). Além de 7 e 11
metabdlitos ndo identificados que apresentaram maior abundancia em milho e soja

respectivamente.

Figura 19 Heatmap dos 25 metabolitos significativamente diferentes entre plantulas de soja e
milho
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Heatmap dos 25 metabolitos significativamente diferentes entre plantulas de soja e milho. No grafico, estdo
apresentadas a média da intensidade dos picos. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor
vermelha indica uma maior abundancia do metabélito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do
Heatmap foi realizado usando como medida de similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering
0 Ward's linkage. As diferencas entre os tratamentos foram determinadas por um teste t.

5.10.2 Identificac@o dos exsudatos de plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays)
durante a interacdo com Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

A andlise do perfil dos metabdlitos presentes no sobrenadante das interagdes de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens com as plantulas de soja (Glycine max) e
milho (Zea mays) permitiu observar um aumento na quantidade de carboidratos, &cidos

organicos e aminoacidos, em comparacao as plantulas sozinhas (Figura 20).
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Figura 20 - Metabolitos identificados nos exsudatos de plantulas de soja e milho durante a
interacdo com Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens.
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Na figura, estdo apresentadas as porcentagens das classes de metabdlitos encontrados nos exsudatos de plantulas
de soja [A.] (Glycine max) e [B.] milho (Zea mays) durante a interacdo com Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens.

Para as andlises estatisticas, foram comparados 3 tratamentos: plantulas controle, as
plantulas em interacdo com a bactéria (AR1.6/2, R16E, SR1.6/6, MP2-3) ou com o0 consoércio e
o0 controle de crescimento da bactéria (AR1.6/2, R16E, SR1.6/6, MP2-3) ou do consorcio. Os

resultados de cada comparagdo sao apresentados a seguir:
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5.10.2.1 Plantulas de soja em interacdo com Methylorubrum extorquens AR1.6/2

Foi observado que durante a interacdo de Methylorubrum extorquens AR1.6/2 com a raiz
de plantulas de soja, foram produzidos compostos especificos tais como: lactose, altrose, N-
acetyl-BPMannosamine, e 0os compostos ndo conhecidos A144017 e A251007 (Figura 21 e
Tabela 3). Adicionalmente, foi evidenciado que compostos como: A194007, A142005,
A161010, galactonic acid, 1-oleoyl-rac-glycerol, galactose e benzene-1,2,4-triol foram
detectados somente em exsudatos da planta sem a bactéria, enquanto compostos como
maltotriosa, galactionol, e os compostos ndo conhecidos: A165013, A269004, A256008 e
A192001 foram detectados tanto nos exsudatos da planta controle como na interagdo com
AR1.6/2, sendo neste ultimo tratamento encontrados em menor quantidade.

Figura 21 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interacdo de Methylorubrum
extorquens AR1.6/2 com plantulas de soja
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabdlitos com diferencas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste Fisher'’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundancia do
metabdlito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.
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Por ultimo, foi possivel identificar que a fructose, a D-alpha, alpha trehalose e o
composto ndo conhecido A235008 s&o produzidos por Methylorubrum extorquens AR1.6/2,
pois foi presente na cultura dessa bactéria, e a sua abundancia aumenta durante a interacdo com

as raizes de plantulas de soja (Figura 21 e Tabela 3).

5.10.2.2 Plantulas de soja em interacdo com Methylobacterium fujisawaense R16E

Foi observado que os compostos isoleucina e A196004 sdo produzidos exclusivamente
durante a interacdo de plantulas de soja com a linhagem R16E (Figura 22 e Tabela 3), enquanto
0s metabdlitos galactonic acid e A269004 sdo detectados apenas nos exsudatos das plantulas
de soja sem inoculagdo. Foi observado que o galactinol é exsudado pelas raizes das plantulas
de soja e a sua abundancia aparentemente se mantém durante a interagdo. A partir das analises
estatisticas, também foi possivel observar que os compostos ndo conhecidos A194007,

A161010, A257001 e A256008 apresentam uma menor abundancia durante a interagéo.

Foram identificados compostos, tais como salicin, 2,4-diamino-Butanoic acid, lactose,
gulonic acid-1,4-lactone e outros compostos ndo conhecidos (Figura 22 e Tabela 3) que foram
produzidos apenas pela linhagem R16E. A D-alpha, alpha trehalose, também foi produzida
pela linhagem R16E, e a diferente do que foi observado para a linhagem AR1/6/2 sua

abundéancia diminui durante a interacéo.
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Figura 22 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interagdo de Methylobacterium
fujisawaense R16E com plantulas de soja
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabolitos com diferengas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundéncia do
metabdlito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.

5.10.2.3 Plantulas de soja em interacdo com Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

Na interacdo das plantulas de soja com a linhagem SR1.6/6 foram observados os
metabolitos pyroglutamic acid, glucose, isoleucine, fructose, altrose. e 0 composto nao
conhecido A279002 (Figura 23 e Tabela 3). De forma similar, foi evidenciado que o benzene-
1,2,4-triol e os compostos ndo conhecidos A142005 e A161010 s&o somente detectados na

plantula sem inoculag&o.
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Adicionalmente, foram detectados os compostos galactinol, 5,8,11,14,17-(Z,Z,Z,Z,Z)-n-
eicosapentaenoic acid, A256008, A334001 e A257009 nos exsudatos de plantulas de soja e em
maior abundancia durante a interagcdo. Dentre os compostos produzidos pela linhagem SR1.6/6,

encontraram-se Lactose, Salicin, allo-threonine e outros compostos ndao conhecidos.

Figura 23 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interagdo de Methylobacterium
mesophilicum SR1.6/6 com plantulas de soja
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabdlitos com diferencas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da andlise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundéncia do
metabolito e a cor azul uma menor abundéancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.
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5.10.2.4 Plantulas de soja em interacdo com Methylobacterium hispanicum MP2-3

Durante a interagdo da linhagem MP2-3 com raizes de plantulas de soja, foi evidenciada
a presenca do acucar nigerose e dos compostos ndo conhecidos A279002, A174004e A196004.
Adicionalmente, as analises de agrupamento, permitiram observar que os metabolitos benzene-
1,2,4-triol, 1-oleoyl-rac-glycerol, A257009, A269004 e A194007 somente sdo detectados nas
plantas sem a presenca da bactéria (Figura 24 e Tabela 3).

Figura 24 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interagdo de Methylobacterium
hispanicum MP2-3 com plantulas de soja
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabolitos com diferencgas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundancia do
metabdlito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.
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Por outro lado, foi possivel identificar alguns compostos produzidos pela linhagem MP2-
3, entre eles, salicin, altrose e gentibiose,(carboidratos) o 5,8,11,14,17-(Z,2,Z,Z,Z)-n-
eicosapentaenoic acid (lipidio) e o acido carboxilico 2,4-diamino-Butanoic acid, além disso

foram detectados outros compostos ndo conhecidos (Figura 24 e Tabela 3).

5.10.2.5 Plantulas de soja em interacdo com o consércio bacteriano

Durante a interacdo do consércio bacteriano com raizes de plantulas de soja, foi
identificado o aminoacido pyroglutamic acid e o0 composto A196004, moléculas que somente
sdo detectadas na interacdo (Figura 25 e Tabela 3). Adicionalmente, foram identificados os
compostos benzene-1,2,4-triol, galactose, A269004, A142005, A199008 e A194007 que SO sdo
detectados nas plantulas sem inoculagdo. Também, foi observado que o galactinol é exsudado

pela planta e a sua abundancia aumenta na presenca da bactéria (interacao).

Da mesma forma, foram identificados os compostos 2,4-diamino-Butanoic acid, Salicin
Gulonic acid-1,4-lactone, e outras moléculas ndo conhecidas que sdo produzidas pelo
consarcio, assim como a fructose que aumenta durante a interagcdo com a planta. Também, foi
observado que a D-alpha,alpha trehalose e o Glyceric acid sdo produzidos pelo consorcio e a

sua abundéancia diminui durante a interacdo com plantulas de soja (Figura 25 e Tabela 3).
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Figura 25 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interagdo do consdrcio bacteriano
com plantulas de soja
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabolitos com diferencas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da andlise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundancia do
metabolito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.



Tabela 3 - Resumo dos metabolitos com diferenca significativa nos exsudatos de plantulas de soja (Glycine max) durante a interacdo com
Methylorubrum extorquens e Methylobacterium spp.

(continua)
L Plantulas de soja inoculadas com
Condicédo —
ARL1.6/2 R16E SR1.6/6 MP2-3 Consorcio
Lactose Pyroglutamic acid
Altrose A279002 A279002 o
Compostos N-acetyl- A196004 Glucose A174004 Pyroglutamic acid
detectados 5o BPMannosamine Isoleuci Isoleuci D-ni A196004
na interagio soleucine soleucine -nigerose
A144017 Fructose A196004
A251007 Altrose
A194007 A269004
Compostos A142005 A142005
detec}aild:)slso A161010 A269004 Benzene-1,2,4-triol Benzene-1,2.4-
r;as plantufas Galactonic acid Galactoni Benzene-1,2,4-triol 1-Oleoyl-rac-glycerol triol
by 1-Oleoyl-rac- ac"’; dac onic A142005 A257009 A199008
detectados glycerol A161010 A269004 A194007
durante a Galactose A194007 Galactose
interacdo Benzene-1,2,4-triol
Compostos
exsudados
A pelas A192001 A194007
g_lar.]tmas que Maltotriose A161010
iminuem sua
abundancia 2223832 A257001 N.A N.A N.A
na interacao A256008
A256008 Galactinol*
Galactinol

18



(continua)

Plantulas de soja inoculadas com

Condicéo —
ARL1.6/2 R16E SR1.6/6 MP2-3 Consorcio
Compostos A257009
exsudados 5.8,11,14,17-
, r:e:as (2,2,2,2,Z)-n-
plantulas que Eicosapentaenoic i
aumentam N.A N.A atlzid P ! A199008 Galactinol
sua
abundancia R
durante a A334001
interagéo Galactinol
5,8,11,14,17- N-acetyl muramic
A2§1_007 Lactose (2,2,2,2,2)-n- acid
Salicin - .
A207003 Eicosapentaenoic A295012
A295012 :
2 4-diami A235008 acid 2,4-diamino-
Compostos e A277007 B’ut-ar:i?glggi- q A234005 A235008 Butanoic acid
produzidos e A236001 | actose Salicin A295012 Salicin
pela bactéria e A234005 A277007 Salicin Gulonic acid-1,4-
A258001 '
A258001 Altrose lactone
A235008 -
Gulonic acid- A127015 2,4-diamino- A277007
allo-Threonine Butanoic acid
1,4-lactone .
Gentibiose
Compostos e  Fructose
roduzidos -
pgla bactéria ) ?ak:p?a,alpha Fructose
rehalose N.A N.A N.A
que e A235008
aumentam na
interacdo

8



(Conclusao)

Plantulas de soja inoculadas com

Condigdo ARL1.6/2 R16E SR1.6/6 MP2-3 Consorcio
produzidos Synephrine
pela bactéria A234005 D-alpha,alpha
que N.A D-alpha,alpha N.A NA Trehalose
diminuem Trehalose Glyceric acid
durante a
interagéo

[N.A] Né&o aplica; [*] Metabdlitos sem varia¢do na abundéancia durante a interacéo

€8
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5.10.2.6 Plantulas de milho em interacdo com Methylorubrum extorguens AR1.6/2

Os compostos melezitose, galactonic acid e anabasine, foram detectados exclusivamente
durante a interacdo de Methylorubrum extorquens AR1.6/2 com plantulas de milho. Também,
foi observado que a galactose, o 3-oxo-glutaric acid, e outras moléculas ndo conhecidas foram
detectadas apenas nos exsudatos das raizes das plantulas de milho. O composto 1-oleoyl-rac-
glycerol foi detectado tanto nos exsudatos de plantulas sem inocular como durante a interag&o,

sendo que nesta Ultima se encontrou em maior abundancia (Figura 26 e Tabela 4).

Figura 26 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interacdo de Methylorubrum
extorquens AR1.6/2 com plantulas de milho.
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabolitos com diferencas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da andlise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundancia do
metabdlito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.
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Os metabdlitos maltotriose, D-nigerose, N-acetyl-BP mannosamine (carboidratos), allo-
threonine (aminoacido) e outras moléculas ndo conhecidas (Figura 26 e Tabela 4) foram

observados na cultura da bactéria M. extorquens AR1.6/2.

5.10.2.7 Plantulas de milho em interacdo com Methylobacterium fujisawaense R16E

Foram identificados metabolitos presentes exclusivamente na interacdo de
Methylobacterium fijisawaense R16E com plantulas de milho, os quais incluem: gentiobiose,
2,4-diamino-butanoic acid, lactose, e as moléculas ndo conhecidas A169012, A256008,
A2901011, A273003. O carboidrato fructose, foi observado nos exsudatos de plantulas sem a
presenca da bactéria, assim como durante a interacdo, com uma abundéncia similar nos dois

tratamentos (Figura 27 e Tabela 4).

No tratamento das plantulas de milho sem inoculacdo, foram identificados os compostos
galactose, 3-hydroxyundecan-4-one, 1-oleoyl-rac-glycerol, A283016 e A196006. Da mesma
forma, 0 aminoacido beta-alanine e o carboidrato N-acetyl- BP mannosamine, foram detectados
nos exsudatos da linhagem R16E, sendo que o ultimo foi detectado ema maior abundancia

durante a interacdo (Figura 27 e Tabela 4).
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Figura 27 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interagcdo de Methylobacterium
fujisawaense R16E com plantulas de milho.

1 |  FBEER | class
A283016_D283300 P.milha
£27T013_NA IU_S I:;:illzhmEmE
Fructose WP
Al04007_MA 0
ALGA0LZ_MNA
Al96028_MNAL96028 05
N-acetyl- BPHManno I_1
A256008_D25G6464
Gentiobiose MP
2 4-diarnine- Butano
A201011_Dzal3os
A273003_MA
Lactose
Al28013_Unknown
beta-Alanine
A109008_NA
Al42005_MA

] Galactose BP
3-Hydroxyundecan-4
AL0E006_MA
1-Oleayl-rac-glyce
Al44017_MA
A236001_MA
A25T7000_MA
A27A002_MA

3914

a4

JATH+aYI 4

Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabolitos com diferencas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundéancia do
metabolito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.

5.10.2.8 Plantulas de milho em interacdo com Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

Foram identificados os compostos altrose, 2,4-diamino-butanoic acid e A199008,
exclusivamente durante a interacdo das raizes de plantulas de milho com a linhagem SR1.6/6.
De forma semelhante, foram detectados compostos como benzene 1,2,4 triol, undecanoic acid
e fructose, que s estavam presentes em plantulas de milho. Adicionalmente, foi observado que
a galactose € exsudada pelas plantulas de milho e a sua abundéncia diminui durante a interagdo
com a linhagem SR1.6/6. Contrariamente o 3-oxo-glutaric acid € exsudado pelas raizes e a sua

abundancia é maior durante a interacdo (Figura 28 e Tabela 4).
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Alguns dos compostos produzidos pela linhagem SR1.6/6 foram identificados. Dentre
eles destacam-se: N-acetyl-BPMannosamine, D-alpha,alpha trehalose, melezitose, D-nigerose,

maltose, maltotriose, e outras moléculas ndo conhecidas (Figura 28 e Tabela 4).

Figura 28 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interagcdo de Methylobacterium
mesophilicum SR1.6/6 com plantulas de milho.
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabdlitos com diferengas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundancia do
metabolito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.

5.10.2.9 Plantulas de milho em interacdo com Methylobacterium hispanicum MP2-3

Foi observado que os metabdlitos undecanoic acid, lactose, altrose, 2,4-diamino-
butanoic acid e A161007 foram detectados exclusivamente durante a interacdo das plantulas de
milho com a linhagem MP2-3. O carboidrato galactose foi identificado somente no tratamento

das plantulas de milho, enquanto os carboidratos fructose e lactulose foram detectados tanto



88

nas plantulas de milho quanto na interacdo, aparentemente com a mesma abundéncia (Figura
29 e Tabela 4).

Somado a isso, foi possivel identificar os metabdlitos produzidos pela linhagem MP2-3,
entre os quais estdo, pyroglutamic acid, D-nigerose, N-acetyl muramic acid, beta-alanine e
maltotriose. Além disso, o carboidrato N-acetyl-BP mannosamine foi detectado no tratamento
da linhagem MP2-3 e com menor abundancia durante a interacdo (Figura 29 e Tabela 4).

Figura 29 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interacdo de Methylobacterium
hispanicum MP2-3 com plantulas de milho.
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabolitos com diferencgas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundéncia do
metabdlito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.
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5.10.2.10 Plantulas de milho em interacdo com o consércio bacteriano

Foi evidenciado, que o amino&cido allo-threonine esta presente unicamente no tratamento
da interacdo do consorcio bacteriano com as plantulas de milho. Também foi observado que os
metabolitos galactose, 3-oxo-Glutaric acid e outras moléculas ndo identificadas, foram mais
abundantes ou exclusivas nos exsudatos de plantulas de milho sem bactéria (Figura 30 e Tabela
4).

Os compostos salicin, maltotriose, d-nigerose, melezitose, 2,4-diamino-butanoic acid e
beta alanine foram detectados no consorcio bacteriano. Além disso, os metabolitos A275003,
A199008, A196028 e o carboidrato N-acetyl-BP mannosamine foram detectados apenas na
presenca do consorcio, ndo sendo detectados nos exsudatos exclusivos planta. Por outro lado,
0s metabolitos A127015, A236001, A257009, A279002 e 1-Oleoyl-rac-glycerol foram
detectados na cultura do consércio e nos exsudatos da planta, mas foram ausentes na interacdo

consorcio-plantulas (Figura 30)



90

Figura 30 - Heatmap dos exsudatos identificados durante a interacdo do consorcio bacteriano

com pléntulas de milho.
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Na figura, estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos 25 metabolitos com diferengas significativas
entre os tratamentos. As diferencas foram avaliadas através da analise de varidncia (ANOVA) e teste Fisher’s
LDS. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma maior abundancia do
metabdlito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado usando como medida de
similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.



Tabela 4 - Resumo dos metabdlitos com diferenca significativa nos exsudatos de plantulas de milho (Zea mays) durante a interagdo com
Methylorubrum extorquens e Methylobacterium spp.

(Continua)
Condigéo Plantulas de milho inoculadas com
AR1.6/2 R16E SR1.6/6 MP2-3 Consorcio
Gentiobiose
2,4-diamino-Butanoic
acid Altrose Undecanoic acid
Compostos Melezitose Lactose 2,4-diamino-Butanoic Lactose e allo-
dete,c tados Galactonic acid A169012 a;:id Altroge . Threonine
80 na~ Anabasine A256008 A199008 2,4—d|afn|no_—
interacao A2901011 Butanoic acid
A273003 A161007
Fructose *
Compostos Galactose Galactose Benzene 1,2,4 triol Galactose e Galactose
detectados 3-oxo-Glutaric acid 3-Hydroxyundecan-4- Undecanoic acid A196006 e 3-0X0-
s6 nas A211001 one A279002 Lactulose * Glutaric acid
plantulas de A196006 1-Oleoyl-rac-glycerol A283016 Fructose* e A196004*
milho e que Al144017 A283016 Fructose A234005 e Lactulose*
dnéo sé:jo A283016 A196006 A283016 e A283016*
etectados
durante a
interacéo
Compostos
exsudados
pelas
lantulas
P que N.A N.A Galactose N.A N.A
diminuem
sua
abundancia

na interacao

16



(Continua)

Condicéo

Plantulas de milho inoculadas com

AR1.6/2 R16E SR1.6/6 MP2-3 Consorcio
Compostos
exsudados
pela planta
aun?:r?tam 1-Oleoyl-rac-glycerol NA 3-oxo-Glutaric acid NA N.A
A207003 ' '
sua
abundancia
durante a
interacao
gli;ah;etyl- . Pyroglutamic Salicin
ittt D-alphaslpha acid altotrios
altotriose _ hpl alp D-nigerose 2,4-diamino-
N-acetyl- _ renalose N-acetyl Butanoic
BPMannosamine . Melezitose . . acid
D-nigerose * Betaalanine D-nigerose Muramic acid ;
COF(lepO_S;OS allo-gll'hreonine * AL28013 Maltose Beta alanine Bete} alanine
prologlzaI > A279002 s AL99008 Maltotriose Maltotriose O-nigerose
) Melezitose
bactéria A257009 °  Al42005 A196022 ﬁgggég A2TT007
A273002 A196028 A273003 A142005
A291011 A291011 A142005 A251007
A256008 A161011 A196028 A257001
A128013 A257001
A273002
Compostos
produzidos e N-acetyl- BP
pela gigtél’ia NA Z/Ifgng(;)zssamine NA NA N.A
[ ]
aumentam

na interacéo

c6



Plantulas de milho inoculadas com

Condigdo ARL6/2 R16E SRL.6/6 MP2-3 Consoreio
Conc*;po'séos N-acetyl- BP
plro bUZIt'O'S N-acetyl- BP Mannosamine
pela bactéria Mannosamine A275003

que N.A N.A N.A

diminuem A142005 A196028*

durante a AL92008 A199008

interacao

[N.A] Néo aplica; [*] Metabdlitos sem variagdo na abundancia durante a interacéo

€6
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5.11 Producédo de biofilme por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens in

vitro

Com base no padréo de crescimento observado das linhagens de Methylobacterium e de
Methylorubrum extorquens nas raizes de plantulas de soja e milho (item 5.8), foi formulada a
hipo6tese de que a producdo de biofilme poderia estar relacionada com a colonizagdo da planta
e que os exsudatos vegetais podem afetar a sua produgéo. Assim, a producdo de biofilme por
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens foi avaliada apés 4 dias de crescimento
no meio SPW. Foi observado que a linhagem AR1.6/2 produziu a maior quantidade de biofilme

(p <0,05), em relacdo as outras linhagens e ao consorcio (Figura 31 A).

Por outro lado, quando foi avaliada a producédo de biofilme das linhagens em meio SPW
suplementado com os exsudatos de plantulas de milho. Foi observado que todas as linhagens
produziram biofilme, sendo que a linhagem MP2-3 e o consdrcio foram 0s que apresentaram a
maior producdo (p <0,05) em relacdo as outras linhagens (Figura 31, B). De forma geral, as
bactérias avaliadas apresentaram uma maior producdo de biofilme no meio de cultura
suplementado com os exsudatos de milho (Figura 31). Entretanto, embora M. extorquens
AR1.6/2 tenha sido a linhagem que produziu mais biofilme em meio SPW, a suplementacgéo
com os exsudatos das raizes de plantulas de milho, reduziu significativamente a sua capacidade

de formagédo de biofilme (Figura 32).

Figura 31 - Producéo de biofilme por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens.
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[A.] Producédo de biofilme em meio de cultura SPW. [B.] Producdo de biofilme na presenca de exsudatos de
plantulas de milho (Zea mays). No gréfico observa-se a produgdo de biofilme como a média da absorbancia a D.O.
se5NM + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos com um p <0,05. As
diferencas foram determinadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste de comparagdo maultiplo de
TUKEY. O circulo vermelho embaixo do nome da linhagem, refere-se ao subgrupo A; do ANI, circulo amarelo
indica que a linhagem pertence ao subgrupo Ay, circulo verde indica que pertence ao subgrupo B, e circulos azul
ao subgrupo B;
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Figura 32 - Comparacéo da producéo de biofilme por Methylobacterium spp., e Methylorubrum
extroguens em meio SPW e em meio suplementado com exsudatos de plantulas de milho.
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Na figura apresenta-se producdo de biofilme como a média da absorbancia a D.O. sesnm * desvio padrdo. A
diferengas, foram determinadas por um t-test para amostras ndo pareadas. p**<0,01; p***<0,001. O circulo
vermelho embaixo do nome da linhagem, refere-se ao subgrupo A; do AN, circulo amarelo indica que a linhagem
pertence ao subgrupo A,, circulo verde indica que pertence ao subgrupo B; e circulos azul ao subgrupo B,
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5 DISCUSSAO

As espécies do género Methylobacterium, podem ser encontradas em associa¢do com
diferentes espécies vegetais (ARAUJO et al., 2002; OMER; TOMBOLINI; GERHARDSON,
2004) com as quais podem estabelecer uma interacdo do tipo endofitica ou epifitica (ARAUJO
et al., 2015). Durante essa interacdo, Methylobacterium pode promover o crescimento vegetal,
proteger a planta contra patdgenos, aumentar a taxa de fotossintese, reduzir o estresse e outros
beneficios (BOGAS et al.,, 2016; DOURADO et al.,, 2015; LACAVA et al.,, 2006;
POONGUZHALI; MADHAIYAN; YIM, 2008).

Os mecanismos envolvidos no estabelecimento da interagdo entre os membros do género
Methylobacterium e a planta hospedeira ainda ndo s&o muito bem entendidos, mas acredita-se
que é um processo ativo (HARDOIM; VAN OVERBEEK; ELSAS, 2008), no qual os exsudatos
vegetais desenvolvem um papel fundamental na atracdo de linhagens especificas de
Methylobacterium (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012). Assim, o presente trabalho
foi realizado com a finalidade de identificar possiveis estratégias utilizadas por
Methylobacterium e Methylorubrum extorquens, durante a interacdo com plantulas de soja
(Glycine max) e de milho (Zea mays), assim como, identificar compostos presentes nos
exsudatos radiculares que séo afetados pela interagéo

Assim, considerando que, durante as interagfes microbianas existe uma competi¢ao por
recursos nutricionais, onde, taxas de crescimento rapido podem estar relacionadas com a
assimilacdo eficiente de substratos limitantes, deixando-os indisponiveis para outros micro-
organismos (HIBBING et al., 2010; LITCHMAN; EDWARDS; KLAUSMEIER, 2015),
espera-se gque bactérias com maior taxa de crescimento, explorando de forma mais eficiente os
recursos nutricionais, sejam mais competitivas no ambiente e consigam se estabelecer na
rizosfera da planta hospedeira.

Nesse contexto, foi avaliado o crescimento in vitro de diferentes linhagens de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens (Figura 7). Foram observados 2 grupos
com comportamento diferente no meio de cultura, os quais estdo de acordo com o agrupamento
obtido pela analise gendmica realizada por ANI (Average Nucleotide Identity).O grupo A (G1
das curvas de crescimento) é formado pelos isolados SR1.6/6, R12E, R14E,R16E, F4, F7,F8 e
TC3-10 com maior crescimento in vitro e o grupo B (G2 das curvas de crescimento) constituido
pelo isolados AR1.6/2, AR1.6/8, MP2-3 e SR1.6/4 que apresentam menor crescimento em meio

de cultura.
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O sucesso da colonizagdo da raiz por bactérias promotoras do crescimento vegetal, tais
como Methylobacterium esta diretamente associada a competicao e sobrevivéncia no solo (DE
SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015), onde a disponibilidade de nutrientes e a
capacidade de obté-los dependem da sua disponibilidade (aspectos fisico-quimico) e da
competicdo com outras espécies (aspectos bidticos) (YAN et al., 2019). Nesse cenario, para
avaliar a capacidade de obter nutrientes no solo, a sobrevivéncia de Methylobacterium e
Methylorubrum foi analisada em solo esterilizado. Nesse experimento foi evidenciado que as
12 linhagens de estudo sobreviveram no solo esterilizado por até 90 dias ap0s inoculacdo
(Figura 8), sendo que as linhagens R16E e R12E (grupo G1 de analises genémica ANI)
apresentaram uma maior abundancia em relagéo as outras linhagens (p <0,001), aos 90 dias de
amostragem. Estes resultados sugerem que uma maior taxa de crescimento poderia favorecer a
sobrevivéncia. Nao entanto, este ndo € o unico fator, visto que a linhagem SR1.6/6 que pertence
ao grupo das linhagens que apresentaram maior crescimento in vitro, apresentou juntamente
como a linhagem MP2-3 uma menor abundancia no solo, em relacéo a linhagem R16E.

De fato, a composic¢édo nutricional do solo é um fator importante para a selecdo de grupos
taxonémicos especificos que compdem a microbiota do solo. Num estudo que comparou o
efeito da adubacdo organica e inorgénica no solo, os autores observaram que a combinacao da
adubacdo organica e inorganica aumentou a quantidade de carbono e nitrogénio total no solo
resultando em uma alteracdo da comunidade microbiana, enquanto somente a adubacéo
inorganica apresentou pouco efeito sobre esta microbiota (LI et al., 2017) , mostrando que a
qualidade e quantidade de nutrientes (carbono e nitrogénio) podem favorecer grupos
taxondmicos especificos, os quais podem se estabelecer no solo e posteriormente colonizar a
planta hospedeira. Em outro estudo que comparou o genoma de espécies de Methylobacterium,
foi observado que M. oryzae CBMB20 apresenta uma maior quantidade de genes envolvidos
no metabolismo de carboidratos e aminoacidos, em comparacdo a outras espécies de
Methylobacterium (KWAK et al., 2014), sugerindo que a capacidade de utilizar estes nutrientes
pode variar entre as diferentes espécies.

Membros do género Methylobacterium podem promover o crescimento vegetal
(DOURADO et al., 2015) por diferentes mecanismos, tais como produgéo de fito-hormonios
(OMER et al., 2004), reducéo de niveis de etileno (FEDOROV et al., 2013; MADHAIYAN et
al., 2006a) e disponibilizacdo de nutrientes como fosforo (KUMAR et al., 2016) e ferro
(LACAVA et al., 2008). Nesse trabalho, foi observado que 11, das 12 linhagens avaliadas,
promoveram significativamente (p <0,05) o crescimento radicular de plantulas de soja (Glycine

max) (Figura 10.). Entretanto, nenhuma linhagem promoveu o crescimento radicular de
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plantulas de milho. A partir desses resultados, foi demonstrado que a capacidade de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em sobreviver no solo esterilizado e em
meio de cultura, parece ndo interferir na capacidade de beneficiar a planta hospedeira, visto que
todos os isolados promoveram o crescimento radicular de plantulas de soja, com excecdo da
linhagem R16E, que juntamente com a R12E, apresentou a maior abundancia no solo.

Baseado nessas observacdes, quatro linhagens (AR1.6/2, R16E, SR1.6/6 e MP2-3) foram
selecionadas para andalises de sobrevivéncia no solo ndo esterilizado, formacao de biofilme,
colonizacdo da raiz e competicdo in vitro durante a interacdo com a planta hospedeira (Figura
11).

Considerando que o solo é o ambiente no qual a bactéria se estabelece antes de colonizar
a planta, foi avaliada a sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens
em solo ndo esterilizado. Foi observado que apds inoculacdo individualmente das bactérias, as
linhagens M. extorquens AR1.6/2 e M. hispanicum MP2-3 foram as Unicas que sobreviveram
em solo, por até 90 dias, mostrando uma abundéancia significativamente maior (p <0,05) em
relacdo as linhagens R16E e SR1.6/6 que apresentaram sobrevivéncia inferior a 15 dias, visto
gue nao foram detectadas no solo aos 15 dias de amostragem (Figura 14). Embora as linhagens
AR1.6/2 e MP2-3 ndo tenham apresentado as maiores abundéncias no solo esterilizado, nesta
condicdo onde além de explorar os recursos nutricionais do solo, a bactéria precisa também
competir como outros membros da comunidade, estas duas linhagens foram as Unicas a se
estabelecerem no solo. De fato, Delgado-Baquerizo et al. (2017) observaram que embora a
relacdo estequiométrica dos nutrientes (C:N:P total) seja o principal fator que controla a
diversidade e composi¢cdo microbiana em escala regional, o pH do solo, clima, espécies vegetais
e a biomassa microbiana (interacfes micro-organismos-micro-organismos no solo) também
afetam a composicao da microbiota do solo.

Foi observado também que a inoculacdo das 4 linhagens em consércio aumentou a
sobrevivéncia da linhagem R16E, visto que quando inoculada sozinha apresentou sobrevivéncia
<15 dias, mas quando inoculada em consércio a sua sobrevivéncia foi >15 dias. A maior
sobrevivéncia dessa linhagem quando co-inoculada com outras linhagens de Methylobacterium
ou Methylorubrum, sugerem que ela pode se beneficiar de metabdlitos produzidos por estas
outras bactérias do consorcio, aumentando o seu fitness (FREILICH et al.,, 2011;
GERMERODT et al., 2016) e como sugerido anteriormente, foi demonstrado que ndo somente
a relacédo estequiometrica do C:N:P, mas também as interagdes microbianas no solo afetam a
diversidade e composi¢do microbiana do solo (DELGADO-BAQUERIZO et al., 2017).
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Foi observado que as linhagens MP2-3 e AR1.6/2 que sobreviveram no solo, por até 90
dias, ndo foram encontradas em maior abundéancia nas raizes de plantulas de soja e milho.
Entretanto, M. mesophilicum SR1.6/6, que apresentou sobrevivéncia <15 dias no solo, quando
inoculada individualmente, foi a linhagem mais abundante (p <0,05) nas raizes de plantulas de
soja (Figura 16). Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa (p <0,05) nas raizes
de milho, este resultado sugere que ndo existe relacdo entre a sobrevivéncia no solo e a
colonizacdo da planta hospedeira. Isso pode ser confirmado pelo fato de que bactérias que
apresentaram diferenca na sobrevivéncia no solo como a linhagem MP2-3 e AR1.6/2
apresentaram os mesmos niveis de colonizacgdo das raizes de milho e soja.

O sucesso da colonizacao de uma bactéria ao sistema radicular da planta hospedeira pode
estar relacionado com o reconhecimento e metabolismo preferencial das fontes de carbono
presentes nos exsudatos vegetais (ZHALNINA et al., 2018), além de outros fatores que podem
induzir a expressdo de genes essenciais para a colonizacdo da planta hospedeira. Nesse
contexto, a maior abundancia de M. mesophilicum SR1.6/6 nas raizes de soja, sugere que esta
linhagem possivelmente esta sendo selecionada pelas plantulas de soja mediante a
disponibilizacdo de fontes de nutrientes preferenciais para esta bactéria, como glicose e frutose
(identificados por GC-MS durante a interacéo).

A colonizacdo de raizes de plantulas de soja por M. mesophilicum SR1.6/6, ja tinha sido
descrita em estudo anterior realizado por Aradjo et al. (2015). Neste estudo, os autores,
observaram que 24 h apds inoculacdo, esta bactéria coloniza o sistema radicular da planta
hospedeira, e apos 72h ja pode ser observado biofilme sobre o sistema radicular. No entanto,
os resultados observados no presente trabalho, sugerem que esta linhagem apresenta uma baixa
competitividade frente a micro-organismos autoctones do solo, assim como frente a outros
isolados de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens. Visto que, esta linhagem
apresentou a menor abundéncia no consorcio durante a interagdo com as raizes de soja (Figura
16 C), assim como, baixa sobrevivéncia no solo tanto no consoércio, como quando inoculada
individualmente (Figura 14). Deste modo, 0s resultados obtidos sugerem que possivelmente
Methylobaterium mesophilicum SR1.6/6 no ambiente (condicdes ndo axénicas), coloniza
preferencialmente outros 6rgdos vegetais, como o xilema, uma vez que M. mesophilicum
SR1.6/6 pode chegar diretamente a ele sendo transmitida pelo inseto Bucephalogonia
xanthophis, o qual ja foi observado em plantas de Catharanthus roseus (GAI et al., 2009). M.
mesophilium SR1.6/6 pode também ter uma preferéncia por colonizar ramos de plantulas de
soja e milho, visto que, ja foi observada a colonizagéo de folhas e ramos de Catharanthus roseus
e Nicotiana clevelandii (ANDREQOTE et al., 2006).
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Outra forma pela qual Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 pode colonizar a planta
hospedeira, pode ser através da filosfera, a qual pode ser alcangada por meio de particulas de
solo transportadas pelo ar. A capacidade de M. mesophilicum de colonizar folhas de milho foi
avaliada em estudo prévio (ROMANOVSKAYA et al., 2001), em que foi observado que a
colonizacdo dos tecidos foliares da planta hospedeira somente ocorreu por meio da inoculagédo
de uma suspenséo bacteriana neste tecido. A colonizacéo via sistema radicular ndo resultou em
sucesso na colonizacao de folhas.

No presente trabalho, foi evidenciado que tanto os exsudatos de plantulas de soja como
de milho estdo compostos principalmente por carboidratos, os quais mostraram uma abundancia
de 14 e 16 %, respetivamente (Figura 18.), adicionalmente em plantulas de milho os acidos
organicos foram os compostos secundariamente mais abundantes (7%). Estudos anteriores
demonstram que as plantas exsudam majoritariamente compostos de baixo peso molecular,
relacionados com o metabolismo primario como agUcares, &cidos organicos e aminoacidos
(CANARINI et al., 2019; KLOEPPER, 2019). De fato, durante a interacdo de
Methylobacterium e Methylorubrum extorquens com as plantulas de soja (Glycine max) e milho
(Zea mays) foi observado um aumento na porcentagem de carboidratos, acidos organicos e
aminoacidos com relacédo as plantulas controle (Figura 20.). Mediante as andlises realizadas na
plataforma Metaboanalyst 4.0, foi observado que o aumento desses compostos pode ser gerado
por uma inducdo na producdo de exsudatos vegetais pela presenca da bactéria, ou porque a
bactéria esta produzindo estes compostos (Tabelas 3 e 4). O aumento nas porcentagens de
carboidratos, aminoacidos e acidos organicos, sugere que 0s exsudatos vegetais atuam como
mediadores no processo de colonizagdo de Methylobacterium spp., provendo um ambiente rico
em nutrientes no ambiente proximo a raiz, 0s quais podem ser usados pelos micro-organismos
como principal fonte de carbono e energia (BAIS et al., 2006; Pl et al., 2015). Neste aspecto,
os resultados sugerem que M. mesophilicum SR1.6/6 é a bactéria que melhor utiliza estes
exsudatos em soja, aumentando de forma significativa a sua abundancia no sistema radicular
desta planta.

O papel dos exsudatos como mediadores do processo de colonizagdo mediante a
disponibilizagdo de nutrientes, também se suporta nas abundancias das linhagens R16E e
SR1.6/6 nas raizes de soja e milho, linhagens com sobrevivéncia < 15 dias em solo ndo
esterilizado, quando inoculas individualmente. Esses resultados, demonstram que 0 sucesso da
colonizacgdo destas linhagens pode estar associado ao reconhecimento e possivel consumo dos
compostos exsudados pela planta. Adicionalmente, sugere que a baixa sobrevivéncia destas

linhagens no solo pode ter sido pela auséncia dos exsudatos radiculares, ja que € reportado que
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sdo 0s exsudatos os que modificam a estrutura do solo, proporcionando fontes de carbono para
0s micro-organismos do solo (BAIS et al., 2006; HAICHAR et al., 2014; LUNDBERG;
TEIXEIRA, 2018). Para confirmar essa hipdtese, serdo necessarios experimentos futuros para
avaliar a sobrevivéncia no solo de cada uma das bactérias na presenca e na auséncia das
plantulas de soja e milho.

Da mesma forma, as anélises de GC-MS, mostraram que alguns compostos identificados
nas plantulas de soja e milho sem inoculacéo, ndo foram detectados durante a interagdo com
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens. Este resultado sugere que as diferentes
linhagens podem utilizar essas moléculas como fonte de carbono, visto que, em plantulas de
soja foram detectados carboidratos como o galactonic acid e a galactose , e em plantulas de
milho foram encontrados os carboidratos galactose e fructose e acidos organicos como 3-0xo-
Glutaric acid e undecanoic acid (Tabela 3 e 4). Todos esses compostos, provavelmente podem
ser usados como fonte de carbono e energia por Methylobacterium e Methylorubrum.

A capacidade de metabolizar os compostos presentes em exsudatos vegetais, ja foi
observado com anterioridade, em estudo no qual foram desenvolvidas curvas de crescimento
das bactérias endofiticas Pseudomonas sp. e Rhizobium sp. em um meio que continha exsudatos
radiculares de Arabidopsis thaliana (JACOBY; MARTYN; KOPRIVA, 2018). Os autores
observaram que 0s exsudatos dessa espécie vegetal suportaram o crescimento das bactérias
avaliadas. Em outro estudo, Zalinha et al. (2018) observaram que bactérias isoladas do solo
onde cresce Avena barbata, com resposta positiva ao crescimento radicular da planta, podem
metabolizar preferencialmente &cidos organicos e aminoacidos presentes nos exsudatos dessa
espécie vegetal, mostrando a estratégia que a planta utiliza para selecionar bactérias especificas
para a sua rizosfera.

Adicionalmente, Salguero-Londofio  (2015) observou que Methylobacterium
mesophilicum SR1.6/6 apresentou um maior crescimento na presenca de exsudatos de milho
(Zea mays) e citros (Citrus sinensis). A autora observou que na auséncia de outra fonte de
carbono, os exsudatos destas espécies vegetais permitiram o crescimento desta bactéria
(SALGUERO-LONDONO, 2015). As evidéncias citadas, demonstram que Methylobacterium
spp. e Methylorubrum extorquens podem usar como fontes de carbono os compostos presentes
nos exsudatos de plantulas de soja e milho. Além disso, o presente estudo propde, que no futuro,
seja desenvolvido um estudo para avaliar o crescimento de cada linhagem em fontes de carbono
identificadas nesse trabalho.

Por outro lado, os metabodlitos produzidos pela plantula, mas ausentes na interacéo,

sugerem que a presenca de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens nas raizes da
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planta hospedeira pode induzir a planta a reduzir a producdo de determinados compostos, 0S
quais poderiam alterar o padrédo de colonizacao da planta hospedeira. Um exemplo, € 0 benzene-
1,2,4-triol detectado nas plantas de soja e milho sem bactéria, mas ausente durante a interacéo
(Tabela 3 e 4). Compostos benzentiols, como o pyrogallol (benzene-1,2,3-triol) podem inibir o
quorum sensing de bactérias como V. harveyi (NI et al., 2008). Nesse contexto, pode ser
sugerido que as plantulas de soja e milho podem reprimir a via de sintese deste composto em
resposta a presenca da bactéria, permitindo a formacdo de biofilme (que é dependente do
qguorum sensing) na raiz da planta por Methylobacterium (MOHAN et al., 2018) .

Adicionalmente, foi observado que plantulas de soja e milho exsudam um conjunto de
metabdlitos especificos em resposta a presenca de cada isolado inoculado. Visto que, durante a
interacdo de plantulas de soja com a linhagem AR1.6/2, foram detectados os compostos lactose,
altrose, N-acetyl-BPMannosamine, e os compostos ndo conhecidos A144017 e A251007,
enquanto na interagdo das plantulas de soja com a linhagem SR1.6/6 foram detectados os
compostos pyroglutamic acid, glucose, isoleucine, fructose, e altrose. Esse resultado sugere
que, a planta ndo so6 regula a composicao do seu exsudato em resposta a presenca da bactéria,
mas também apresenta especificidade em relacdo a presenca de gendtipos bacterianos
especificos.

Esta especificidade na resposta pode ser observada pela analise de outros metabdlitos,
como se mostra a continuacdo. Dentre os metabdlitos exsudados por plantulas de soja, foi
observado que o galactinol apresentou uma reducdo na sua abundancia durante a interacédo
como a linhagem AR1.6/2, enquanto teve um aumento na abundancia durante a interagdo com
alinhagem SR1.6/6 e com o consorcio bacteriano, ja durante a interagcdo com as linhagens R16E
e MP2-3 manteve a mesma abundéancia (Figura 21, 22, 23 e 25). O galactinol é o precursor da
familia de oligossacarideos da rafinose, os quais protegem as plantas frente a dessecacédo, a
estresse por calor e congelamento(CHALIHA et al., 2018), sugerindo que a presenca desta
bactéria poderia induzir a sinteses deste composto pela planta e dessa forma melhorar a sua
resisténcia ao estresse hidrico. Adicionalmente, em um estudo foi mostrado que a indugdo da
resposta sistémica de plantas de pepino por Pseudomonas chlororaphis O6, esta relacionada
com a expressdo do gene da galactinol sintetase na planta, de forma que, um acumulo de
galactinol nos tecidos vegetais confere resisténcia frente a ataque de patdgenos como
Corynespora cassiicola, (KIM et al., 2008). Também, foi mostrado que plantas transgénicas
de tabaco com superexpressdo do gene CsGolS1, relacionado com a sinteses de galactinol,
mostraram resisténcia constitutiva contra os patdgenos Botrytis cinerea e Erwinia carotovora

e um aumento no acumulo de galactinol (KIM et al., 2008). Nesse contexto, provavelmente
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Methylobacterium e Methylorubrum extorquens induziram a resposta sistémica das plantulas
de soja, as quais iniciaram uma modulacao nas sinteses do galactinol na raiz, permitindo assim
a colonizacéo da raiz por parte destas linhagens bacterianas.

No presente trabalho, foi possivel observar que Methylobacterium e Methylorubrum
extorquens produzem também diferentes tipos de compostos, dentre os quais podem ser
encontrados uma grande variedade de carboidratos como maltotriose, D-nigerose, N-acetyl-BP
mannosamine e alguns acidos organicos como 2,4-diamino-butanoic acid e gulonic acid-1,4-
lactone. A abundancia destes compostos é alterada durante a sua interacdo com a planta
hospedeira, sugerindo que podem estar envolvidas na comunicagdo ativa com a planta (cross
talking) durante o processo de colonizacéo, como j& sugerido por Bais et al. (2006) e Hardoim,
Van Overbeek, Elsas (2008).

Dentre os compostos produzidos pelas linhagens de Methylobacterium e Methylorubrum
extorquens, a D-alpha,alpha trehalose, chamou a atencéo, por ter a sua abundancia alterada
durante a interagdo das linhagens AR1.6/2, R16E e do consoércio bacteriano com plantulas de
soja (Figura 21, 22 e 25). Também foi detectado nos exsudatos produzidos por a SR1.6/6 no
experimento com plantulas de milho (Figura 28). A trehalose é um dissacarideo formado por
duas unidades de glicose unidas por uma ligacdo glicosidica e em bactérias atua como
osmoprotetor, protegendo-as frente a dessecacdo (FEOFILOVA et al., 2014). De forma
semelhante, foi descrito que o acimulo de trehalose esta relacionado com a protecéo de B.
japonicum e R. leguminosarum contra o estresse osmatico por dessecacdo (REINA-BUENO et
al., 2012). Assim, provavelmente a trehalose pode desenvolver um papel importante na
protecdo frente ao estresse osmotico ou outro tipo de estresse de Methylobacterium durante a
colonizagdo da planta.

O efeito dos exsudatos da planta hospedeira também foi avaliada sobre o biofilme de
Methylobacterium spp. e M. extorquens. O biofilme, é definido como agregados bacterianos
nos quais as células estdo aderidas a uma superficie bidtica o abidtica, e protegidas por uma
matriz autoproduzida de exopolissacarideos (EPS), DNA e proteinas (CASTIBLANCO;
SUNDIN, 2016; RAMEY et al., 2004). A formacdo do biofilme ocorre em diversos passos:
primeiramente ocorre o0 primeiro contato e adesdo a raiz, posteriormente a formagdo de micro
colénias, logo a maturacdo e formacdo de macro colbnias e finalmente a geracdo do
exopolissacarideo e formacgdo do biofilme maduro (JAMAL et al., 2018). O processo de
formacao de biofilme é regulado por quorum sensing, um mecanismo de comunicagdo quimica
gue permite o didlogo célula a célula e que confere a bactéria a capacidade de perceber a
densidade da populacdo (ABISADO et al., 2018; SOLANO; ECHEVERZ; LASA, 2014). A
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percepcao é possivel, mediante a secre¢do de pequenas moléculas que pertencem a uma grande
variedade de classes dentre as que se encontram as acyl homoserine lactones (AHLS), furanosyl
borate die-sters (Al2), acidos graxos insaturados e peptideos (SOLANO; ECHEVERZ; LASA,
2014). A concentracdo dessas moléculas aumenta a medida que aumenta a populacao, de modo
que as bactérias podem responder ao aumento do sinais, alterando a expressdo de genes
necessarios (MOHAN et al., 2018) .

O sucesso da colonizacdo da planta, envolve ndo sé a capacidade de reconhecer e
assimilar os compostos presentes nos exsudatos radiculares, mas também na capacidade de
aderir-se a superficie da raiz e formar biofilme (SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018).No
presente trabalho foi observado que os exsudatos de plantulas de milho aumentaram a producéo
de biofilme em todas as linhagens, com exce¢do da linhagem AR1.6/2 que apresentou uma
reducao significativa (p <0,05) (Figura 32). A inducdo da formacéo de biofilme por exsudatos
de pléantulas de milho foi observada recentemente, em trabalho no qual a bactéria Bacillus
velezensis, aumentou a sua producdo de biofilme na presenca de &cidos organicos, aglcares e
aminoacidos dos exsudatos de plantas de milho (JIN et al., 2019). Neste trabalho, os autores
observaram que a prolina e o acido oxalico foram os maiores indutores da formacéo de biofilme
por essa bactéria promotora de crescimento vegetal (JIN et al., 2019). De forma similar, Yuan
et al. (2015) observaram a inducéo de biofilme em Bacillus amyloliquefaciens NJN-6, por
acidos organicos existentes nos exsudatos de plantas de banana, especialmente o &cido
fumarico, o qual promoveu a formacao de biofilme e aumentou a expressao dos genes epsD e
ygxM relacionados com a sintese de EPS. No presente trabalho, foram identificados nos
exsudatos de milho &cidos organicos, tais como undecanoic acid e o 2,4-diamino-butanoic acid,
assim como o aminoacido allo-treonina, os quais poderiam estar associados a inducdo de
biofilme por Methylobacterium spp. e Methylorubrum extoruquens na superficie das raizes das
plantulas de milho.

Além disso, foi observado que Methylobacterium hispanicum MP2-3 e o consoércio
bacteriano apresentaram a maior producdo de biofilme (p <0,05), sendo que estes dos
tratamentos ndo mostraram uma producao significativa em meio SPW. Embora, 0s exsudatos
radiculares de milho induziram a maior producdo in vitro de biofilme pela linhagem MP2-3,
esta linhagem ndo apresentou a maior abundancia nas raizes de plantulas de milho. Sugerindo
que a planta pode controlar a colonizacdo de Methylobacterium por outros mecanismos nédo
elucidados neste trabalho.

Adicionalmente, a maior producgdo de biofilme do consorcio bacteriano no meio SPW

suplementado com os exsudatos vegetais, em relagéo as linhagens AR1.6/2, R16E e SR1.6/6,
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pode estar relacionada com as interacGes intraespecificas que podem ocorrer no consorcio.
Estas interacOes poderiam levar a uma melhor estrutura do biofilme, visto que em estudo
anterior foi observado que biofilmes mistos de diferentes espécies de Methylobacterium
apresentam maior espessura e resisténcia fisica e fisioldgica, quando é comparado com

biofilmes de uma Unica espécie (XU et al., 2014).

Dessa forma, o presente trabalho mostra que as plantulas de soja (Glycine max) e milho
(Zea mays) apresentam a capacidade de selecionar genotipos especificos de Methylobacterium
spp., provavelmente mediante a disponibilizacdo de metabolitos especificos nos exsudatos
radiculares. De modo que, o sucesso da colonizacdo de Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens depende da flexibilidade em responder as diversas fontes de
carbono disponibilizadas pela planta hospedeira nos exsudatos radiculares. Este trabalho,
também ilustra o papel dos exsudatos vegetais como mediadores da colonizacdo de
Methylobacterium spp., ao induzir a producdo de biofilme, o qual é indispensavel para a
aderéncia e colonizacdo da planta hospedeira. Por ultimo, os resultados obtidos sugerem que a
planta responde positivamente a presenca de Methylobacterium regulando a exsudacdo de
moléculas que podem regular a abundancia da bactéria na raiz. Além disso, foi observado que
a sobrevivéncia de Methylobacterium no solo esté relacionada a capacidade destas bactérias em
competir com outras espécies, e possivelmente com a presenca de nutrientes disponibilizados

pelos exsudados radiculares.
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6 CONCLUSOES

a) As plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays) exsudam um conjunto de
metabolitos especificos em resposta a presenca de cada isolado inoculado;

b) O sucesso da colonizacdo da planta hospedeira por Methylobacterium spp. e
Methylorubrum extorquens depende da capacidade de responder aos exsudatos da
planta e competir com outras bactérias associadas;

c) A sobrevivéncia no solo ndo esta associada a capacidade de colonizar a planta
hospedeira.
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APENCICES

A — Representacdo das regides utilizadas no desenho de primers especificos de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens.

(Continua)

Nome do Gene alvo Regido selecionada para o desenho do primer
primer

30 330 334 340

Consensus CICIT G ATICIG TG T TICIG AT G TG ATECEIG ACIACICIC?

Identity
v 1LSRLEM4.. CCTGATCGTG(ITCGATG TiGIGAMCCIBIGACSACIEGE
e 2.MP2-3.,. CCTGATCGTG 3 a A (3 A - cCBa
m3.TC3-10... CCTGATCGEGTGTTCGATGTCGATCCE®IGACACCCCR
+4.F4-DN.. CCTGATCGTGTTCGATGTCGATCCHMIGACRARCCCE
MEX1-F rpoB 5. F-DN.. CCTGATCGTGTTCGATGTCGATCCHEMIGACACCCR
+6F8-DN.. CCTGATCGTGTTCGATGTCGATCCHBIGACACCCR
+7.ARLE.. CCTGATCGTGTTCGATGTIBGAC CGIGACACGGE
wETC3-5-.. CCTGATCGTGTTCGATGTBIGABIC CGIG AMAC CGE
e9.5R16/6. CCTHIATCGTGTTCGABMGTCGATCCHMIGACACCC?R
e 10.RI4E-... CCTHIA TCG TG TTCGATGTCGATCCHGACACCC?2
D-ll.Rl.?E—...CCT.ﬁTCGTGTTCGA-GTCGPATCCGGACECCCP
PGIE_RIGE—___CCT-ATCGTGTTCGRTGTClGPATCCGGRChCCCP
510 52:0 SSID
Consensus A ETETEG G GEA A G ETENET G 'TITEKEG BN G B
Identity B=
e1.5R16/4.. CCCACTC@ET CBIGGCAAGCTGCTGTTCG CHlEC
+2.MP2-3. CBCACTCGTCGGGCAAGCTGCT TG TTHMIGCCGC
t«3.TC3-10.. CCCACTCCTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGC
4. F4-DN,,,. CCCACTCCTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGC
&=S5.F7-DN... CCCACTCCTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGDC
MEX1-R rpoB +6.F8-DN... CCCACTCCTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGOC
+7.AR16/.. CCCACTCGTCEBIGGCAAGCT TIGCTGTTCGCHMGC
+8TC3-5-.. C@CACTCCTCGGGCAAG CTGC TG TTIIGCCGCC
b+ 9.5R1.6/6.. CCC AMITCIGTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGC
b+ 10.R14E-.. CCCACTCCTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGC
+11.RI2E-.. CCCACTCCTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGC
0+12.R16E-.. CCCACTCCTCGGGCAAGCTCCTGTTCGCCGC

a0 100 110 116 120
Consersus NEIGIEIG AMEEIEIG AG ACICITEIG BTG G AIG G TG EMNE ARG G EIC BIIG EIEIC ¢
idenity T I e B . ..
[& 1. MP2-3 ... ICCCGA.CCCGEGACCTC.CTG.AGGTGCTGG]A.GCGCTGCCGI
b+ 2.R16E-.. /CCCGATCCCGEBIGACCTCGCTEBIGAGGTEBICTGAAGGCGCTGCCGCE
b« 3.F8-tryp... "CCCGATCCCGAGACCTCGCTGGAGGTGCTGABBIGCEBICTGCCGCG
Ce 4.F4 -try... /CCCGATCCCGAGACCTCGCTGGAGGTGCTGABEBIGCEBICTGCCGCE

MHP1-F r«5.F7-my.. /CCCGATCCCGAGACCTCGCTGGAGGTGCTGABBGCHEICTGCCG(
b+ 6.TC3_10.. [CCCGATCCCGAGACCTCGCTGGAGGTGCTGABBIGCEIIITGCCGC
r«7.R12E-... /[CCCGATCCCGEIGACCTCGCTHGAGGTHEICTGAAGGCGCTGCCG(
I+ 8.R14E-t.. [CCCGATCCCGAGACCTCGCTGEAGGTEICTEHGAGGCGCTGCCG(
r« 9.5R1.6/6.. BCCCGABICCCGAGACCTCHEICTGGAGGTGC TGAAGGCHEICTEICCG(
O+ 10.TC3-5... [CCCGATCCGGAMACCTCGC TEEAGGTGC TEHGABGCHEICTGCCGH
e 11.5R1.6/.. BCCCGABICCHGAGACCTICGCTGHMAGGTGCTGGAGGCGCTGCCGHE
o+ 12. AR16/... ICCCGAMCCHEGAGACCTCGC TGEIAGGTGC TGEAGGCGCTGCCGH
e 13. ARLG/... ICCCGABICCIGAGACCTICGCTGEAGGTGCTGGRGGCGCTGCCGE

trpA
2§1 ZIQD 3?0 3}0

Consensus GCARCGACACGACGCCCGTICGTIGCTGATGGGETACTACAACCC
entity - = _—— —— = = =]
I+ 1. MP2-3 ... GCAACGEC(G] ACGCCCGTG CTGATIGGGCTACTACAACCC
b+ 2.F8-tryp... GCAACGACACGACGCCCRITCGTGCTGATGGGCTACTACAACCC
r«3.F4-1my.. GCAACGACACGACGCCCHEITCGTGCTGATGGGCTACTACRACCC
+4.F7-try.. GCAACGACACGACGCCCHEITCGTGCTGATGGGCTACTACAACCC

5.TC3_10.. GGAARCGACACHBIACGCCCGTCGTGCTGATGGGCTACTACAACCC

MHP2-R .R16E-.. GCAACGACACHEACGCCHBITCGTGCTGATGGGGTACTACAACCC

6

7.R12E-... GCAACGACACEBIACGCCHBITCGTGCTGATGGGGTACTACAACCC
B.R14E-t.. GCARAACGACACGACGCCCGTCGTGCTGATGGGCTACTACAACCC
.SR1.6/6.. BIGAACGGCHECEBIACGCCGRITCGTGCTGATGGGCTACTACRACCC
10.TC3-5... GCGACGACEBIGGACBICCCGTGGTGCTGATGGGCTACTACRACCC
11.5R1.6/.. GCGAMGEBIGEIGGACGCCCGTGGTGCTGATGGGCTACTACRAMCC
12. AR1.6/... GCGAMGEBIGEBIGGACGCCCGTGGTGCTGATGGGCTACTACRAMCC
13. AR1L.6/.. GCGAMGEGEIGGACGCCCGTGGTGCTGATGGGCTACTACAAMCC

FFrPFFYPFFY
w
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A — Representagdo das regiGes utilizadas no desenho de primers especificos de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens.

(Concluséo)
Nome do Gene alvo Regido selecionada para o desenho do primer
primer
1 IP 2.:] llﬂ 4ID SP
ATlGCCCATCATGCCCTGGATCCATGATGCCCTCTATGTCGGCGGTTTCGCCGGG

60 70 a0 90
CGTCCTCGTGGCGCGGCAGGCGCTCGCAGGGCGC .'-[AACTCAA-JCTATCC-;I
120 130 140 T30 o0

IGCCTCGAACGCCTCCGCCGACCATTCGGACCCGECGCCETETCCCGCEAACGE

GCCTG

17 180 100 200 210 270
CCGTGETTCCCATCGGCCCGGACCAGCGGCAACACCGCTTTCGACGCGTGECGCGA
SR1.6/6-F 730 w0 s 750 750 270 250
CGGCGAGATCAGCCGCATCGAGGECTCAGCGCCGCGCCCTCGAGACCCGTCTCCGEE
ZEID 3?] 3%0 }gD SSID
AATTCCTGGGCTTCGTCGACAAGCTGAAGCGCGCCAGGGATCGCGAGACCTTCGAA
3?0 SSID 3[}!) !?ID lgd 3?0
. CGCTTCGTGGCCGAACATCCCCATGGAGCAGGGTCGGTCGTCGACATCGTCCCGAC
Proteina 700 0 20 4
hipotetica CGACGGTCGGGCCGATCACCGACCCGGTTAG
(exclusiva
da ;I . IP ?IJ 30 ‘ID SP
ATIGCCCATCATGCCCTGGATCCATGATGCCCTCTATGTCGGCGGTTTCGCCGGGCT
linhagem) & 7 o 5 % D
CGTECTCGTGGCGCGGCAGGCGCTCGCAGGGCGCGAACTCAAGCTATCCGGCCTGCE
]2.: 130 LAID IS:D lﬁlﬂ
CGGGCCTCGAACGCCTCCGCCGACCATTCGGACCCGGCGCCGTGTCCCGCGAACGE
17 180 150 200 210 220
SR1.6/6-R CCGTGETTCCCATCGGCCCCEGACCAGCGGCAACACCGCTTTCGACGCGTGGECGCGA
I].EI 24‘-0 JfS Z%D )E‘D ?7I:I 280
CGGCGAGATCAGCCGCATCGAGGCTGAGCGCCGCGCCCTCGAGACCcGTeTceGdGE ]
L 300 310 320 330
(AATTCCTGEECTTCGTCGACARGCTGARGCGCGCCAGGGATCGCGAGACCTTCGAA
: s ﬁ" 3[39 !?D JBICI 3?0
CGCTTCGTGGCCGAACATCCCCATGGAGCAGGGTCGGTCGTCGACATCGTCCCGAC
4:?3 410 42|D f-%l
CGACGGTCGGGCCGATCACCGACCCGGTTAG
EISS EIQU ?IUU ?.'IlU
Consensus --GGGGEIGATTGACAGECIGATTTGG G GEIG
Identity S S _—E—- i a—
Cerev1.RIGE.. fBIG GGCGATTGACAGCCGATT TBIGGC G
[+ REV 2. FB_L... GGCGGEACATTGACAGCCGATTITGGGGCG
[+ FUD 3. F7_1... GGGGCGATTGACAGCCGATTTGGGGCG
[+ REV4. F4 1... CGEDNC MG TEAIGCAGCCGEG = == = = = = = = G
MF5-R16-F e FDS. MP2... GIBIGGEIGG GG TTGACAGGGG A TENEIG @G GG
L FEV 6. ARL.... GGEIGC GG TTGACAGGIEEIGGT TEG ENG G
e REVZ.TC3.... BIEIG G GIEIC G GEIG MG A GG ABIT T GG EBIC G
[+ FUC: 8. SR1.... HEEECcme TTCACGGCCHETGETGG GEIG G
C+ REVO. R14... GGGGCGATTGACAGCCGATT TEMIGGGG
Regiéo O+ REV 10. R1... GGGGCGATTGACAGCCGATTTEEEIGGCG
intergénica
dO 168 e 238 930 940 950 960
Consensus G GHTEE - - - -WeFcIcEGERG GEGE - - - -EcHTETTTG &
Identity il v —_— |
be REv 1. R16E_165 e 235 TGGEACT TGHG TRABCHBGGCGC CGETCTITTGA
re REv 2. FB_16S e 235 TGGETCC TGBGBGAGCGGGCGC CGEITCTTTGA
be FUD 3. F7_16S & 235 TGGETCC TGEGEGAGCGGGCGC cGETCTTTGA
Lo RV 4. F4 165 1 TGGETCC TGEGEGAGCGGGCGC CGETCTTTGA
MF6-R16-R e FID 5. MP2_3 165 e 235 |T GENEIGC CIEEIGC CEGEGCEBCMGGCGC ---TCTTTGA
be REV 6. ARL.G_2 165 e 235 |TINAMNG C C BcEERGC G cHEGHAGGC CHIBCCGETCTTTGA
[+ REV 7. TC3_10 1652 BGcGcGEIcC TECEGGGEGMCAGEGEGC === ==== GGA
te FIDB. SR1.6_6 165235 TGHGGCIETNGGTETET GGG CHGCRGC GGETCTTTGA
Pe FEV 9. R14E_16S TGGETEC TGHG TEGHECHEGGCGC cGETCTTTGA
be REV10. R12E 165235 TG GEMEICE TGEHc TEABCHEGGCGC CGETCTTTGA

Os alinhamentos realizados no programa Geneious 7.0.6. estdo representados com as sequéncias dos genes alvo
selecionados para o desenho de primers. Destaca-se em vermelho a sequéncia escolhida para o desenho de cada
primer. O par de primers SR1.6/6-F/SR1.6/6-R, foi desenhado a partir de uma sequéncia Unica que diferencia a
linhagem SR1.6/6 das outras linhagens.
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B — Eletroforese em gel de agarose de PCR com primers para amplificacdo do gene 16S rRNA
com o DNA genbémico das diferentes linhagens de Methylobacterium spp. e Methylorubrum
extorquens usados para a validagéo dos primers desenhados.

1kb  AR1.6/2 AR1.6/8 F4 F7 F8  TC3-10 SR1.6/4 SR1.6/6 R12E R14E R16E MP2-3 C(-) C(-)  1kb
Plus plus
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C — Curvas Padrdo dos primers utilizados para a quantificacdo das linhagens de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens AR1.6/2 no solo.

A.
<
Z
(@)
(<3}
°
(7]
8
o
NS}
o
(<3}
o
o
S
[<B]
£
S
Z
N—r
o
—
>
o
-
B.

Log; o (NUmero de copias de DNA)

(Continua)

Curva padrao
Primers MEX1-F e MEX1-R

8 -
y =-0,3045x + 8,2708
R2 = 0,9966
6 -
4-
2 -
O 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25
C
Curva padrao

Primers MF5-R16-F e MF6-R16E-R

8
y =-0,281x + 9,6199
6- R2=0,9979
4
24
O I I L) 1
0 10 20 30 40
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C — Curvas Padrdo dos primers utilizados para a quantificacdo das linhagens de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens AR1.6/2 no solo.

(Concluséo)

C. Curva padrio
Primers SR1.6/6-F e SR1.6/6-R

<
Z 8-
8 y = -0,2774x + 99616
ko) R2 =0,9916
g 6-
=
Q
(&)
8 41
o
[<B]
£ 2
£
o
8)H O I I I 1
a4 0 10 20 30 40
Cy
D Curva padrao

Primers MHP1-F e MHP2-R

0

(&)

S 8- y =-0,2847x + 10,577
R R? = 0,9879
o

\8 6-

(&)

©

S 47

[}

5

z 7]

o

g’H 0 I I I 1
4 0 10 20 30 40

Ci

Na figura se mostra em escala logaritmica a média da concentragcdo de DNA (nimero de cépias) e seu respetivo
valor de Ct. Também se mostra a regressdo linear de cada um dos primers e o valor do R? [A] Primers MEX1-F e
MEX1-R; [B.] Primers MF5-R16E-F e MF6-R16E-R; [C.] Primers SR1.6/6-F e SR1.6/6-R [D.] Primers MHP1-
F e MHP2
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D — Eletroforese em gel de agarose de PCR com primers para amplificacdo do gene 16S rRNA
com o DNA extraido das amostras de solo.

l1kb 1 23 45 6 78 9 1011 12 13 14 1516 17 18 12345 6 7 8 91011121314151617 18 C-C-1kb
plus

Plus

1500 pb> i“w.”".w ‘m,”"‘e “"'“““b

1kb1 23 45 6 78 9 1011 12 13 14 1516 17 18 1 2345 6 7 8 910111213 14151617 18 C-C-1kb
Plus plus

q .
1500 pb>f Q‘““.“.’O”.’. ."."_......... ™ w i
| I : :

~—

[ ataianas aaaa oo

[1-3] controles negativos do experimento de solo; [4-6] Amostras do solo inoculado com Methylorubrum
extorquens AR1.6/2 [7-9] Amostras do solo inoculado com Methylobacterium fujisawaense R16E; [10-12]
Amostras do solo inoculado com Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6; [13-15] Amostras do solo inoculado
com Methylobacterium hispanicum MP2-3; [16-18] Amostras do solo inoculado com o consércio bacteriano; [C-

] controles negativos da reagéo.
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E - Curvas Padrdo dos primers utilizados para a quantificacdo das linhagens de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens AR1.6/2 na raiz de plantulas de soja
(Glycine max) e milho (Zea Mays)

(Continua)
A. Curva padréo
Primers MEX1-F e MEX1-R

S s
a y =-0,3179x + 8,927
= Rz = 0,9958
8 6
g 5

(@]
g 4

O 3-

£
\:j 2-
£ -

o

5‘ O 1 1 1 1 1 1
9 0 5 10 15 20 25 30

o
B. Curva padréo
Primers MF5-R16-F e MF6-R16E-R
8-
71 y =-0,312x + 10,022

6- R2 =0,9915

o

Log; o (NUmero de copias de DNA)
I
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E - Curvas Padrdo dos primers utilizados para a quantificacdo das linhagens de
Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens AR1.6/2 na raiz de plantulas de soja
(Glycine max) e milho (Zea Mays)

(Concluséo)

C. Curva padrao
Primers SR1.6/6-F e SR1.6/6-R

y = -0,2763x + 10,585
61 R2 = 0,9728

Log; o (NUmero de copias de DNA)
S

2-
0 L] L] L] 1
15 20 25 30 35
C
D. Curva padréo

Primers MHP1-F e MHP2-R

S 10

(@]

© y =-0,2923x + 10,527
S 8- R2 =0,9888

8

Qo

\8 6-

[<5)

o

S 47

[<5]

5

g 7

o

8)H 0 I I I I I I I 1
J 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Cy

Na figura se mostra em escala logaritmica a média da concentracdo de DNA (nimero de cdpias) e seu respetivo
valor de Ct. Também se mostra a regressdo linear de cada um dos primers e o valor do R? [A] Primers MEX1-F e
MEX1-R; [B.] Primers MF5-R16E-F e MF6-R16E-R; [C.] Primers SR1.6/6-F e SR1.6/6-R [D.] Primers MHP1-
F e MHP2-R
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F — Eletroforese em gel de agarose de PCR com primers para amplificacdo do gene 16S rRNA
com o DNA extraido das raizes de plantulas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays).

1k 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 C-
Plus

1500 pb>

[1 e 2] controles; [3 e 4] plantulas inoculadas com Methylorubrum extorquens AR1.6/2 [5 e 6] plantulas inoculadas
com Methylobacterium fujisawaense R16E; [7 e 8] plantulas inoculadas com Methylobacterium mesophilicum
SR1.6/6; [9-10] pléntulas inoculadas com Methylobacterium hispanicum MP2-3; [11-12] plantulas inoculadas com
0 consorcio bacteriano; [C-] controle negativo da reagéo.
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G — Curvas de crescimento Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

(Continua)
A. Methylorubrum extorquens AR1.6/2 B. Methylorubrum extorquens AR1.6/8
2.0+ 2.0-
1.8 1.8+
’é 1.64 fg 1.64
§ 1.44 S 1.44
S 1.2 S 1.2
© ©
5 1.0 S 1.04
< 0.8 4 <_cés 0.8 4
S 064 S 0.6
8 38 0.4
< 041 <0
024 0.2
00 T T T T T T T T T T 1 00 T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 13
Tempo(horas) Tempo(horas)
Methylobacterium radiotolerans SR1.6/4 Methylobacterium hispanicum MP2-3
2.0 2.0
1.84 1.84
'g 1.6 E 161
S 14 S 144
o o
© 1.2 © 1.24
© ©
g 1.04 g 1.04
« 0.8 « 0.8+
2 2
S 0.6 S 0.6
2., 2 o]
Z 04 Zo
0.24 0.2
OO T T T T T T T T T T 1 OO T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
Tempo (horas) Tempo(horas)
Methylobacterium radiotolerans F4 Methylobacterium oryzae F7
2.0 2.0
1.84 1.8
E 167 E 167
S 144 S 144
o o
© 124 < 1.2
© 1]
g 1.04 g 1.04
« 0.8 « 0.8
2 2
o 0.6 S 0.6
8 044 8 0.4
< Z0
024 0.2y
00 T T T T T T T T T T 1 00 T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

Tempo(horas) Tempo(horas)
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G — Curvas de crescimento Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens

(Concluséo)
Methylobacterium oryzae F8 Methylobacterium oryzae TC3-10
2.0 2.0
184 1.84
’é 1.64 g 1.64
S 1.4 S 144
o o
S 124 S 1.2
(1] o
g 1.04 g 1.04
< 0.8 < 0.8
o o
S 0.6 § 0.6
38 04 38 04
g 04 g 04
0.2¢ 0.24
0.0 T T T T T T T T T T 1 0.0 T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
Tempo(horas) Tempo(horas)
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 Methylobacterium oryzae R12E
2.0 2.0
1.84 1.84
’é‘ 1.64 ’E\ 164
S 144 S 144
o
S 1.2 S 1.2
© (]
g 1.04 g 1.04
< 0.8 < 0.8
2 2
5 06 &5 06
Qo 4 K=} -4
g 04 g 04
0.2 0.29
0.0 0.0

T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
Tempo(horas) Tempo(horas)

K. L.

Methylobacterium mesophilicum R14E Methylobacterium fujisawaense R16E
2.0 2.0
1.84 1.84
’é 1.64 ’é‘ 1.64
S 144 S 144
o o
S 1.2 S 1.24
© ©
g 107 3 107
< 0.8 < 0.8
2 <
o 0.6+ S 0.6+
8 0.4 8 04
<™ <
024 O'Zi
0.0 T T T T T T T T T T 1 0.0 T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
Tempo(horas) Tempo(horas)

Na figura estdo representadas de forma independente as cinéticas de crescimento de cada linhagem. As cinéticas
sdo mostradas como as medias das densidades Opticas a A=600nm + o desvio padrdo. [A.] Methylorubrum
extorquens AR1.6/2; [B]. Methylorubrum extorquens AR1.6/8;[C.] Methylobacterium radiotolerans SR1.6/4; [D.]
Methylobacterium hispanicum MP2-3;[E.] Methylobacterium radiotolerans F4; [F.] Methylobacterium Oryzae F7;
[G.] Methylobacterium Oryzae F8; [H.] Methylobacterium Oryzae TC3-10; [I.] Methylobacterium mesophilicum
SR1.6/6; [J] Methylobacterium Oryzae R12E; [K.] Methylobacterium mesophilicum R214E; [L.]
Methylobacterium fujisawaense.R16E.
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H — Sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em solo

esterilizado.

>
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(Continua)

Methylorubrum extorquens AR1.6/8

10.01
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9.0
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15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Methylobacterium oryzae F7
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Methylobacterium mesophilicum R14E
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H — Sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens em solo

esterilizado.
(Concluséo)
G b Methylobacterium oryzae TC3-10 H - Methylobacterium radiotolerans SR1.6/4
10.01 10.04
= P
2 954 S 957
& a
3 3
o> 901 S 907
2 2
=) 8.5 =} 8.5
= =
S S
2 8.0 2 8.0
| ]
75 T T T T T T 7.5 T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Methylobacterium oryzae R12E Methylobacterium fujisawaense R16E
10.04 10.01
- ] 2 45
é 9.5 s 95
3 ] 3
s 90 //"/4 S 9.0
Q I3
[T
4 T8
3 85 5 es
> i S
3 8.0 8’ 8.04
|
7.5 T T T T T T 75
. T T T T T T
0 15 30 . 45 d'60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
empo (dias) Tempo (dias)
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6 Methylobacterium hispanicum MP2-3
10.01 10.01
S 954 3 954
b4 2
= 3
o> 9.04 ° 9.0
Q g
5 3-5'/\%/% =} 8-5'/%4\{
= E}
— {=2
2 8.9 S 8.0
S a
75 T T T T T T 75 T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
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Na figura demostra-se de forma independente, a sobrevivéncia no solo esterilizado de cada linhagem.
Apresentam-se em escala logaritmica as médias de UFC.g solo™ + desvio padrdo nos tempos 0, 15, 30 e 90 dias.
[A.] Methylorubrum extorquens AR1.6/2; [B.] Methylorubrum extorquens AR1.6/8; [C.] Methylobacterium
radiotolerans F4; [D.] Methylobacterium oryzae F7;[E.] Methylobacterium oryzae F8; [F.] Methylobacterium
mesophilicum R14E; [G.] Methylobacterium Oryzae TC3-10; [H.] Methylobacterium radiotolerans SR1.6/4; [1.]
Methylobacterium oryzae R12E; [J.] Methylobacterium fujisawaense.R16E; [K.] Methylobacterium mesophilicum
SR1.6/6; [L.] Methylobacterium hispanicum MP2-3.
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I — Heat map com os metabdlitos identificados nas plantulas de soja (Glycine max) e milho
(Zea mays) sem inoculacéo
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Na figura estdo apresentadas as médias da intensidade dos picos dos metabolitos identificados em plantulas de
soja e milho sem inoculacdo. A escala de cores indica a quantidade de cada composto, cor vermelha indica uma
maior abundancia do metabdlito e a cor azul uma menor abundancia. O agrupamento do Heatmap foi realizado
usando como medida de similaridade a distancia euclidiana e como algoritmo de clustering o Ward's linkage.
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J — Resultados teste t e PCA da comparacdo dos exsudatos produzidos por plantulas de soja

(Glycine max) e milho (Zea mays)

A.

Metabdlito p.value
A272004 NA 3,19E-09
A256008_D256464 5,59E-07
A199008 NA 2,59E-05
A142005 NA 4,98E-05
Galactinol 5,80E-05
Glyceric acid 7,52E-05
A161011 NA161011 1,41E-04
A161010 NA161010 1,65E-04
Fructose MP 2,85E-04
Galactonic acid 3,79E-04
A234005 NA 9,50E-04
Salicin 1,19E-03
Al144017 NA 1,57E-03
A165013 Unknown 1,84E-03
A251007 NA 2,06E-03
A269004 NA 2,51E-03
3-oxo-Glutaric acid 7,09E-03
A279002_NA 7,68E-03
A196004 NA 2,20E-02
A273003 NA 6.23e-06
A236001 NA 6,23E-02
A257009 NA 0.00058462
Maltotriose BP 0.0010743
A257001 NA 0.0053966
A127015 NA127015 0.0058465
A197001 NA 0.015083

(Continua)
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J — Resultados teste t e PCA da comparacdo dos exsudatos produzidos por plantulas de soja
(Glycine max) e milho (Zea mays)
(Concluséo)

Scores Plot

B. s+
® P.soja
® P.milho

20
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PC2(19.1 %)
0
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T T T T
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[A.] Resultados do teste t, da comparagdo dos exsudatos vegetais identificados em plantulas de soja e milho; [B.]
PCA obtido da comparacéao dos exsudatos vegetais identificados em plantulas de soja e milho, em verde plantulas

de milho e em vermelho plantulas de soja.
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K - Resultados anélises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interagdo com
Methylorubrum extorquens AR1.6/2

A (Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
A277007_NA 5.55E-15 ARL1.6/2 - P. soja; AR1.6/2 - P. soja+AR1.6/2
A256008_D256464 1.29E-12 P. soja - AR1.6/2; P. s;)g?;;RRll..Gé/ZZ- ARL1.6/2; P. soja - P.
A142005_NA 1.17E-11 P. soja - AR1.6/2; P. soja - P. soja+AR1.6/2
A161010_NA161010 5.36E-11 P. soja - AR1.6/2; P. soja - P. soja+ARL1.6/2
Galactinol 1.06E-08 P. soja - AR1.6/2; P. SSA?JQRRli%/ZZ ARL1.6/2; P. soja - P.
A273002_NA 1.71E-07 AR1.6/2 - P. soja; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
. - . ) . -P. + . i -F.
A194007_NA 3.99E-05 P. soja - AR1.6/2 ARio?é-erFles.g;g AR1.6/2; P. soja- P
Fructose MP 9.00E-05 ARL6/2-P.soja;P. soja+AR1.S6c/)j2a- ARL1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - P.
A192001_NA192001  0.0001011 P. soja - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - AR1.6/2
Galactose BP 0.0009064 . . .
1 P. soja - AR1.6/2; P. soja - P. sojatARL1.6/2
Benzene-1,2,4-triol 0.0010077 P. soja - AR1.6/2; P. soja - P. soja+AR1.6/2
A236001_NA 0.0014184 ARL1.6/2 - P. soja; AR1.6/2 - P. soja+AR1.6/2
A165013_Unknown 0.001695 P. soja - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - AR1.6/2
A269004_NA 0.002219 P. soja - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - AR1.6/2
D-alpha, alpha Trehalose  0.003807 ARL1.6/2 - P. soja; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
Galactonic acid 0.0043972 P. soja - AR1.6/2; P. soja - P. soja+AR1.6/2
1-Oleoyl-rac-glycerol  0.0044224 P. soja - AR1.6/2; P. soja - P. soja+AR1.6/2
A235008_D235202 0.0054784 AR1.6/2 - P. soja; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
Lactose 0.00739 P. soja+AR1.6/2 - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
Al144017_NA 0.0075231 P. s0ja+AR1.6/2 - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
A251007_NA 0.0077346 P. soja+ARL1.6/2 - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
Maltotriose BP 0.007986 P. soja - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - AR1.6/2
BPI\I/I\Iar?ﬁgEgmine 0.0094596 P. s0ja+AR1.6/2 - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
Altrose BP 0.011921 P. soja+AR1.6/2 - AR1.6/2; P. soja+AR1.6/2 - P. soja
A234005_NA 0.013331 ARL1.6/2 - P. soja
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K - Resultados anélises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interagdo com
Methylorubrum extorquens AR1.6/2
(Concluséo)

B. Scores Plot
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[A.] Valores de p obtidos a partir da anélise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras da linhagem AR1.6/2; em azul plantas de soja em interacéo
com a linhagem AR1.6/2 e em verde as plantulas de soja sem inoculagéo.
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L — Resultados analises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interacdo com

Methylobacterium fujisawaense R16E

A.

(Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
A251007_NA 7,77E-10 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
A234005_NA 1,31E-08 P. soja+ R16E - P. :g}Z;RletsEE_ P. soja; R16E - P.
. " : . : "
A256008_D256464 6,06E-08 | S0ja-P.soja Eigg'_ﬁg‘é‘ R16E; P. soja
D-alpha,alpha Trehalose 12107 F-sojat RIGE -P. :g}Z;RleﬁEE_ P. soja; R16E - P.
58,11,14,17(Z,2,2,Z Z)-n- o 02E-g7 P S0ia- P. sojat R16E; RI6E - P. soja; R16E - P.
Eicosapentaenoic acid sojat+ R16E
Salicin 2,94E-07 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
A295012_NA 6,03E-06 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
A269004_NA 6,81E-06 P. soja - P. soja+ R16E; P. soja - R16E
Synephrine 5,84E-05 P. soja+ R16E - P. 23}Z;RR1166EE- P. soja; R16E - P.
Galactinol 1,22E-04 P. soja - R16E; P. soja+ R16E - R16E
A196004_NA 2,28E-03 P. soja+ R16E - P. soja; P. soja+ R16E - R16E
A258001_NA 1,70E-01 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
A355001_NA 0.0001408 P, soja - P. soja+ R16E; R16E - P. soja+ R16E
A161010_NA161010 00005903 - S0Ja-P.sojat Eig?_ﬁgﬁ - RIGE; P. soja+
A235008_D235202 0.0006715 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
A211001_NA211001 0.00068005 P, soja - P. soja+ R16E; R16E - P. soja+ R16E
§ + ; - ; "
A257001_NA 0.00069914  F-S0) - P sojar RIS P. *0Ja - R16E; P. soja
Isoleucine 0.0007549 P, soja+ R16E - P. soja; P. soja+ R16E - R16E
2,4-diamino-Butanoic acid 0.00086959 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
Al61011_NAI161011 0.0010511 P, soja - P. soja+ R16E; R16E - P. soja+ R16E
Lactose.1 0.0010683 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
Galactonic acid 0.0011664 P. soja - P. soja+ R16E; P. soja - R16E
A192001_NA192001 0.0012294 - S0ja-P.soja+ Risjipéigjé‘ - RI6E; RI16E - P.
A194007_NA 0.0012759 P. soja - R16E; P. soja+ R16E - R16E
Gulonic acid-1,4-lactone 0.0014701 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
1-Oleoyl-rac-glycerol 0.0015771 P. soja - R16E; P. soja+ R16E - R16E
A128013_Unknown 0.0020245 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
A283016_D283309 0.0030892 P. soja - R16E; P. soja+ R16E - R16E
Galactose BP 0.0031709 P. soja - R16E; P. soja+ R16E - R16E
Benzene-1,2,4-triol 0.0061223 P. soja - R16E
2-amino-3-methoxy-Benzoic acid 0.0062015

P. sojat+ R16E - P. soja; R16E - P. soja




136

L — Resultados analises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interacdo com
Methylobacterium fujisawaense R16E

(Concluséo)

Metabolito p.value Fisher's LSD
Maltotriose BP 0.0063413 P. soja - P. soja+ R16E; R16E - P. soja+ R16E
A197001_NA 0.0067396 P. soja - P. soja+ R16E; R16E - P. soja+ R16E
A273002_NA 0.0071255 P. soja+ R16E - P. soja; R16E - P. soja
Glucose BP 0.0071437 P, soja+ R16E - P. soja; P. soja+ R16E - R16E
A275003_NA 0.0072288 P. soja - P. soja+ R16E; P. soja - R16E
Pyroglutamic acid 0.0072449 P, soja+ R16E - P. soja; P. soja+ R16E - R16E
A174004_NA 0.01156 R16E - P. soja; R16E - P. soja+ R16E
Glyceraldehyde MP 0.015404 P. soja+ R16E - R16E
A236001_NA 0.018008 P. sojat+ R16E - P. soja
A279002_NA 0.021878 P. soja+ R16E - P. soja
A165013_Unknown 0.027849 P. soja - P. soja+ R16E; P. soja - R16E
Scores Plot
B. w ® P.soja
® P. sojat+ R16E
® RI16E
® o e
- o
@]
9]
E |.n -
O
S (@]
oO
10 0 10
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[A.] Valores de p obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras de plantas de soja sem inoculacdo; em azul a linhagem R16E e
em verde plantulas de soja inoculadas com a linhagem R16E.
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M — Resultados analises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interacdo com
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

A. (Continua)
Metabdlito p.value Fisher's LSD
A279002_NA 1.89E-18  p soja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Glucose BP 2.11E-16  p.soja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Benzene-1,2,4-triol 3.73E-15 P. soja - P.s0ja+SR1.6/6; P. soja - SR1.6/6
58,11,14,17-2,2,2,2,Z-n- £ 6315 P.s0ja+SRL.6/6 - P. soja; P. soja - SR1.6/6;
Eicosapentaenoic acid P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Fructose MP 4.54E-14  p 50ja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A256008_D256464 5.34E-14 P'SojaJ’SEigg i'sg'fg}g;_%;‘fg /'GSRl'G/ 6:
A33400L_NA I e A Syl P
A257009_NA 2.03E-12 P. soja - SR1.6/6; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Pyroglutamic acid 3.58E-12 P soja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A277007_NA 6.17E-12 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Al27015_NA127015 6.35E-12 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Altrose BP 7.86E-12 P s0ja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Isoleucine 1.71E-11  p.soja+SR1.6/6 - P. soja; P.s0ja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A258001_NA 4.11E-11 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Salicin 5.56E-11 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
A234005_NA 6.19E-11 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Al142005_NA 6.66E-11 P. soja - P.soja+SR1.6/6; P. soja - SR1.6/6
A235008_D235202 1.02E-10 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
A207003_NA 1.82E-10 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Al161010_NA161010 2.50E-10 P. soja - P.soja+SR1.6/6; P. soja - SR1.6/6
A273002_NA 3.74E-10 P.s0ja+SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P. soja
allo-Threonine 5.01E-10 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Lactose.1 5.40E-10 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Synephrine 6.28E-10 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Galactonic acid 2.06E-09 P. soja - SR1.6/6; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A211001_NA211001 3.42E-09 P. soja - gﬁ‘l’jg;“GS_Ré'fé ?;SSRRll'ﬁé?ﬁ' P. soja;
A257001_NA 5.21E-09 P. soja - SR1.6/6; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
2,4-diamino-Butanoic acid 1.59E-08 P.s0ja+SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P. soja;

P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
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M — Resultados analises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interagcdo com
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

(Continua)
Metabdlito p.value Fisher's LSD
P.s0ja+SR1.6/6 - P. soja; P. soja - SR1.6/6;
A269004_NA 3.10E-08 P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A192001_NA192001 3.11E-08 P. soja- ES?ZTGSB é 'Sé?QJ,Pg',;?Z/};SRLG/G'
3-oxo-Glutaric acid 2.38E-07  p.soja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Galactose BP 5.73E-07 P. soja - P.soja+SR1.6/6; P. soja - SR1.6/6
A199008_NA 1.00E-06 P. soja - SR1.6/6; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
i P. soja - P.soja+SR1.6/6; P. soja - SR1.6/6;
AL94007_NA 1.06E-05 P.s0ja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Al174004_NA 3.61E-05 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Gulonic acid-1,4-lactone 8.93E-05  p.soja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A161011_NA161011 0.00036805 P'Soja"“SFFfigg i'sg'fg}g;_PS';‘ijg /'63R1'6/ 6:
A161007_NA 0.00042181 P'SOJaJ'SEigg i'sg'lsé’}g;_ssRRliGé%' P. soja;
Lactulose MP 0.0011458 P. soja - SR1.6/6; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
D-alpha,alpha Trehalose 0.002123 P.soja+SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P. soja
A295012_NA 0.002292 P.soja+SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P. soja
A273003_NA 0.0030566 P, soja - P.soja+SR1.6/6; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
A251007_NA 0.0072157  p.soja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
2-amino-3-methoxy-Benzoic acid 0.0072596 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
Turanose 0.0076276 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
A236001_NA 0.0079742 SR1.6/6 - P. soja; SR1.6/6 - P.soja+SR1.6/6
A291011_D291398 0.0083959  p.soja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
Glyceric acid 0.0094153  p.spja+SR1.6/6 - P. soja; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A165013_Unknown 0.016009 P. soja - SR1.6/6; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A199004_NA 0.018155 P. soja - SR1.6/6; P.soja+SR1.6/6 - SR1.6/6
A128013_Unknown 0.019502

SR1.6/6 - P. soja
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M — Resultados analises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interagcdo com
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

(Concluséo)
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[A.] Valores de p obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras de plantas de soja sem inoculacéo; em azul a linhagem SR1.6/6
e em verde plantulas de soja inoculadas com a linhagem SR1.6/6.
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N — Resultados andlises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interagdo com
Methylobacterium hispanicum MP2-3

A.

(Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
2,4-diamino-Butanoic acid 3.02E-19 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
A279002_NA 1.70E-18 P.soja+ MP2-3 - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - P. soja
D- Nigerose 6.65E-18 P.sojat+ MP2-3 - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - P. soja
Gentiobiose MP 2.76E-17 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
Benzene-1,2,4-triol 3.47E-17 P. soja - MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
Altrose BP 1.12E-16 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
Salicin 5.44E-16 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
A257009_NA 1.03E-15 P. soja - MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
A295012_NA 6.65E-15 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
A234005 NA 938E-15 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.501§+ MP2-3; P.soja+
- MP2-3 - P. soja
i P. soja - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - MP2-3; P. soja -
A334001_NA 1.95E-14 P.soja+ MP2-3
A235008_D235202 2.82E-14 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
A199008 NA 342E-14 P. soja - MP2-3; P.soja+ MP2-§ - MP2-3; P.soja+
- MP2-3 - P. soja
1-Oleoyl-rac-glycerol 1.70E-13 P. soja - MP2-3; P. soja - P.sojat+ MP2-3
A161011 NA161011 4.21E-12 MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
A211001 NA211001 9.50E-12 MP2-3 - P. soja; MP2j3 - P.soja+ MP2-3; P. soja -
- P.soja+ MP2-3
i P. soja - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - MP2-3; P. soja -
A194007_NA 2.09E-11 P.soja+ MP2-3
A269004_NA 2.05E-10 P. soja - MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
A192001 NA192001 6.28E-10 P. soja - MP2-3; MP2j3 - P.soja+ MP2-3; P. soja -
- P.soja+ MP2-3
i MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.sojat+ MP2-3; P. soja -
A273003_NA 8.54E-10 P.soja+ MP2-3
A196004_NA 1.64E-09 P.sojat+ MP2-3 - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - P. soja
5,8,11,14,17-2,2,Z,Z,Z-n- 1.23E-08 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P. soja -
Eicosapentaenoic acid ' P.soja+ MP2-3
Al174004_NA 6.87E-07 P.soja+ MP2-3 - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - P. soja
. MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P.soja+
Synephrine 6.86E-06 MP2-3 - P. soja
A355001_NA 1.49E-05 MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
i MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.sojat+ MP2-3; P. soja -
A197001_NA 2.12E-05 P.soja+ MP2-3
A236001 NA 0.00025675 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.sol§1+ MP2-3; P.soja+
- MP2-3 - P. soja
A144017 NA 0.00047456 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.so;§1+ MP2-3; P.soja+
- MP2-3 - P. soja
Galactinol 0.00063339 P. soja - MP2-3; P.sojat+ MP2-3 - MP2-3
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N — Resultados andlises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interacdo com
Methylobacterium hispanicum MP2-3

(Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
A257001_NA 0.00071242 P. soja - MP2-3; P.soja+ MPZ-SS- MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-
Glucose BP 0.00076989 P.soja+ MP2-3 - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - P. soja
A275003_NA 0.00093327 MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
Maltotriose BP 0.0010658 P. soja - MP2-3; P.sojat+ MP2-3 - MP2-3
Lactose.1 0.0011112 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
A161010_NA161010 0.001151 P. soja - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - MP2-3
A273002_NA 0.0011652 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
3-oxo-Glutaric acid 0.0014304 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
3-Hydroxyundecan-4-one 0.0016692 MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
A277007_NA 0.0017287 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
Fructose MP 0.0022327 MP2-3 - P. soja; P.soja+ MP2-3 - P. soja
Gulonic acid-1,4-lactone 0.0023859 MP2-3 - P. soja; P.soja+ MP2-3 - P. soja
A142005_NA 0.0023896 MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
Galactonic acid 0.0025511 P. soja - MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
glsjé'ocg;'r‘; rf‘g;?de 0.0030647 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
A165013_Unknown 0.0041476 P. soja - MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
A327002_NA 0.0043761 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
A169012_NA 0.0047175 MP2-3 - P. soja; MP2-3 - P.soja+ MP2-3
Laminaribiose MP 0.007128 P.soja+ MP2-3 - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - P. soja
Maltose MP 0.0071331 P. soja - MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
A127015_NA127015 0.0072651 P.soja+ MP2-3 - MP2-3; P.soja+ MP2-3 - P. soja
Pyroglutamic acid 0.021041 P.soja+ MP2-3 - P. soja
Glyceric acid 0.022053 P.soja+ MP2-3 - P. soja

A272004_NA 0.033892 MP2-3 - P.soja+ MP2-3; P. soja - P.soja+ MP2-3
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N — Resultados andlises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interagdo com
Methylobacterium hispanicum MP2-3

(Concluséo)

Scores Plot
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[A.] Valores de p obtidos a partir da anélise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras da linhagem MP2-3; em verde plantulas de soja sem inoculacéo;
em azul plantulas de soja em interacdo com a linhagem MP2-3.
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O - Resultados anélises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interacdo com o
consorcio bacteriano

A. (Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
Salicin 3.52E-21 Consorcio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consorcio
A277007_NA 6.77E-20 Consércio - P. soja; Consércio - P.soja+Consércio
GUIOT;&Z%'S'LA" 2.59E-19 Consorcio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consorcio
2,4-diamino- 1.54E-16 Consorcio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consorcio
Butanoic acid
Benzene-1,2,4-triol 2.41E-16 P. soja - Consdrcio; P. soja - P.soja+Consorcio
Synephrine 1.63E-14 Consércio - P. soja; Consdrcio - P.soja+Consércio
A199008 NA 1.18E-12 P. soja - Consdrcio; P. soja - P.soja+Consorcio
A234005_NA 1.99E-12 Consorcio - P. soja; Consormo_—;.28}:+Consor0|o; P.soja+Consorcio
A295012_NA 2.36E-12 Consércio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consércio
Al142005_NA 4.09E-12 P. soja - Consorcio; P. soja - P.soja+Consorcio
A256008_D256464 9.26E-12 P. soja - Consércio; P.soja+Consoércio - Consorcio

Consércio - P. soja; Consércio - P.soja+Consércio; P. soja -
P.soja+Consorcio
P. soja - Consorcio; P.soja+Consorcio - Consércio; P. soja -

A211001_NA211001 2.42E-11

A194007_NA 8.42E-11 ; P
- P.soja+Consorcio
D-alpha,alpha Consércio - P. soja; Consércio - P.soja+Consorcio; P.soja+Consorcio
1.13E-10 d
Trehalose - P. soja
A196004 NA 1.68E-10 P.soja+Consorcio - Consorcio; P.soja+Consorcio - P. soja
A269004_NA 1.37E-09 P. soja - Consorcio; P. soja - P.soja+Consorcio
N—acet){/ilcli\éluramlc 1.69E-07 Consércio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consércio
Galactose BP 2 72E-07 P. soja - Consorcio; P.SOj?cI+C0nSO'rCI9 - Consorcio; P. soja -
P.soja+Consorcio
Pyroglutamic acid 2.74E-07 P.soja+Consorcio - Consorcio; P.soja+Consorcio - P. soja
Glyceric acid 4.42E-07 Consorcio - P. soja; Consorcm_—5.28}:+Consoruo; P.soja+Consorcio
Fructose MP 1.40E-05 Consércio - P. soja; P.soja+Consorcio - P. soja
Galactinol 6.33E-05 P. soja - Consércio; P.soja+Consoércio - Consorcio
A197001_NA 0.00015296 Consércio - P. soja; Consércio - P.soja+Consércio
A235008 _D235202  0.0010823 Consércio - P. soja; P.soja+Consorcio - P. soja
3—Hydr25<3/#:decan— 0.0012072 Consoércio - P.soja+Consorcio; P. soja - P.soja+Consércio
A165013 Unknown  0.0012619 P. soja - Consércio; P.soja+Consdércio - Consorcio
Salicylic aC'Fj' 0.0016542 Consércio - P. soja; Consércio - P.soja+Consércio
glucopyranoside
Lactose.1 0.0020118 Consorcio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consorcio
A161007_NA 0.0024108 Consércio - P. soja; P.soja+Consorcio - P. soja

A355001_NA 0.0026109 Consorcio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consorcio
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O - Resultados anélises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interacdo com o

consorcio bacteriano

(Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
A192001_NA192001 0.0029658 P. soja - Consorcio; P. soja - P.soja+Consorcio
A145005_NA 0.0035016 Consorcio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consoércio
3-oxo-Glutaric acid ~ 0.0035514 Consércio - P. soja; P.soja+Consorcio - P. soja
A257001_NA 0.0056636 P. soja - Consdrcio; P. soja - P.soja+Consorcio
A236001_NA 0.0058187 Consércio - P. soja; P.soja+Consorcio - P. soja
Al161011 NA161011  0.005878 P. soja - Consdrcio; P. soja - P.soja+Consorcio
A257009_NA 0.0061552 P. soja - Consércio
A161010_NA161010 0.0070376 P. soja - Cons6rcio
Lactose 0.0071494 Consércio - P. soja; Consorcio - P.soja+Consércio
Turanose 0.0072926 P.soja+Consorcio - Consorcio; P.soja+Consorcio - P. soja
Laminaribiose MP 0.0073447 P.soja+Consorcio - Consorcio; P.soja+Consorcio - P. soja
A199004 NA 0.0074253 P. soja - Consorcio; P. soja - P.soja+Consorcio
Melezitose 0.0074341 P.soja+Consorcio - Consorcio; P.soja+Consorcio - P. soja
A196028 NA196028 0.0076139 P. soja - Consorcio; P. soja - P.soja+Consorcio
iii_dzﬁec;ﬁ?jizz;? 0.0094368 P.soja+Consorcio - Consorcio
1'(3:3(;’;::;:'&0 0.010559 P. soja - Consdrcio
Glucose BP 0.011181 Consoércio - P. soja
A144017_NA 0.017246 P.soja+Consorcio - P. soja
A279002_NA 0.020321 P.soja+Consorcio - P. soja
Galactonic acid 0.031908 P. soja - Consércio; P.soja+Consdércio - Consércio
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O - Resultados anélises estatisticas plantulas de soja (Glycine max) em interacdo com o
consorcio bacteriano

(Concluséo)
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[A.] Valores de p obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras do consorcio bacteriano; em verde plantulas de soja sem
inoculagdo; em azul plantulas de soja em interagdo com o consorcio.



146

P — Resultados analises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interacdo com
Methylorubrum extorquens AR1.6/2

(Continua)
A.
Metabdlitos p.value Fisher's LSD
A291011 D291398 2.61E-20 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
D- Nigerose 1.03E-18 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
allo-Threonine 1.90E-17 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
Galactose BP 1.04E-16 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
A256008_D256464 2.25E-16 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
Bphﬁ'éﬁﬁf)g;nine 3.68E-16 ARL.6/2 - P.milho; ARL.6/2 - P.milho+AR1.6/2
A234005_NA 9.22E-11 P.milho - AR1.6/2; él?&nii?éiihnﬂlfg}TARl.G/Z, P.milho
A275003_NA 1.10E-10 P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - P.milho
3-oxo-Glutaric acid 6.98E-10 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
Lactulose MP 1.70E-09 P.milho - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2
A196006 NA 3.57E-09 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
Galactonic acid 1.17E-08 P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - P.milho
A236001 NA 3.36E-08 P.milho - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2
Melezitose 6.51E-07 P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - P.milho
Maltotriose BP 4.95E-06 AR1.6/2 - P.milho; Alsll?nl]i?é;:hnlu-lesr}g+ARl.6/2, P.milho
A273002_NA 1.30E-05 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
A257009_NA 0.00014476 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
A279002_NA 0.00020642 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
A144017_NA 0.0014932 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
A199004 NA 0.0015166 P.milho - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2
A207003_NA 0.0025732 P.milho - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2
Anabasine 0.0026271 P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - P.milho
1-Oleoyl-rac-glycerol 0.0030586 P.milho - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2
A211001_NA211001 0.0032845 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
A283016_D283309 0.0040686 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
Fructose MP 0.0042319 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
Lactose 0.0046438 P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2; P.milho+AR1.6/2 - P.milho
A128013_Unknown 0.0052256 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
glsjégcg;'rgsg;?de 0.0065759 P.milho+ARL.6/2 - AR1.6/2
A272004 NA 0.0071495 AR1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
Undecanoic acid 0.0072356 P.milho - AR1.6/2; P.milho - P.milho+AR1.6/2
A196021 NA 0.0087384 P.milho+AR1.6/2 - AR1.6/2
A196004_NA 0.013447 P.milho - AR1.6/2
A196022_NA 0.016708 AR1.6/2 - P.milho
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P — Resultados analises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interacdo com
Methylorubrum extorquens AR1.6/2

(Concluséo)

Metabdlitos p.value Fisher's LSD
A334001_NA 0.020702 ARL1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
A196028 NA196028 0.022627 AR1.6/2 - P.milho
A273003_NA 0.023585 ARL1.6/2 - P.milho; AR1.6/2 - P.milho+AR1.6/2
B. Scores Plot
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[A.] Valores de p obtidos a partir da anélise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras da linhagem AR1.6/2; em verde plantulas de milho sem
inoculagdo; em azul plantulas de milho em interagdo com a linhagem AR1.6/2.
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Q - Resultados anélises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interacdo com

Methylobacterium fujisawaense R16E

A

(Continua)

Metabdlito p.value

Fisher's LSD

Galactose BP 7.01E-17

P.milho - P.milho+R16E; P.milho - R16E

A256008_D256464 3.36E-13

P.milho+R16E - P.milho; P.milho+R16E - R16E

2,4-diamino-Butanoic acid  6.22E-13

P.milho+R16E - P.milho; P.milho+R16E - R16E

A291011_D291398 4.70E-12

P.milho+R16E - P.milho; P.milho+R16E - R16E

Fructose MP 7.21E-12 P.milho - R16E; P.milho+R16E - R16E
beta-Alanine 1.22E-09 R16E - P.milho; R16E - P.milho+R16E
A196006_NA 2.32E-09 P.milho - P.milho+R16E; P.milho - R16E

A273003_NA 0.0016413 P.milho+R16E - P.milho; P.milho+R16E - R16E
A196028 NA196028  0.0018651 P.milho+R16E - P.milho; R16E - P.milho

Lactose 0.0026602 P.milho+R16E - P.milho; P.milho+R16E - R16E

A257009_NA 0.0045945 P.milho - P.milho+R16E; R16E - P.milho+R16E

1-Oleoyl-rac-glycerol ~ 0.0071538

P.milho - P.milho+R16E; P.milho - R16E

3-Hydroxyundecan-4-one 0.0072925

P.milho - P.milho+R16E; P.milho - R16E

A199008_NA 0.0074456 R16E - P.milho; R16E - P.milho+R16E
A277013 _NA 0.0076621 P.milho - R16E; P.milho+R16E - R16E
A194007_NA 0.0089212 P.milho - R16E; P.milho+R16E - R16E
A128013_Unknown 0.0090103 R16E - P.milho
Gentiobiose MP 0.010321 P.milho+R16E - P.milho; P.milho+R16E - R16E
A142005_NA 0.011124 R16E - P.milho; R16E - P.milho+R16E
A236001_NA 0.012234 P.milho - P.milho+R16E

Al144017_NA 0.012312

P.milho - P.milho+R16E; R16E - P.milho+R16E
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Q - Resultados anélises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interacdo com
Methylobacterium fujisawaense R16E

(Concluséo)

Scores Plot
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[A.] Valores de p obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras plantulas de milho sem inoculacéo; em verde plantulas de milho
inoculadas com a linhagem R16E e em azul amostras da linhagem R16E
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R — Resultados andlises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interacdo com
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

A. (Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
D- Nigerose 2.31E-17 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
A199008 NA 3.08E-16 P.milho+SR1.6/6 - P.milho; P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
A291011 D291398 3.01E-11 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
A279002_NA 2.76E-10 P.milho - P.milho+SR1.6/6; P.milho - SR1.6/6
A283016_D283309 7.43E-10 P.milho - P.milho+SR1.6/6; P.milho - SR1.6/6
A199004 NA 5.19E-09 P.milho - SR1.6/6; P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
2,4-diamino-Butanoic
acid 2.12E-07 P.milho+SR1.6/6 - P.milho; P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
D-alpha,alpha Trehalose  4.30E-07 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
Maltose MP 8.84E-06 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
3-oxo-Glutaric acid 1.17E-05 P.milho - SR1.6/6; P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
Maltotriose BP 6.30E-05 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
A128013 Unknown 9.53E-05 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
0.0001541
A273002 NA 5 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
0.0003238
A334001 NA 3 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
0.0003463 P.milho - P.milho+SR1.6/6; SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 -
Cellotriose 6 P.milho+SR1.6/6
Galactose BP 0.0017353 P.milho - SR1.6/6; P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
N-acetyl-
BPMannosamine 0.0055311 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
A196028 NA196028  0.0055718 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
Fructose MP 0.0056304 P.milho - P.milho+SR1.6/6; P.milho - SR1.6/6
A196022 NA 0.0068972 SR1.6/6 - P.milho
A161011 NA161011  0.0071413 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
Melezitose 0.0071567 SR1.6/6 - P.milho; SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
Altrose BP 0.0072055 P.milho+SR1.6/6 - P.milho; P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
Undecanoic acid 0.007213 P.milho - P.milho+SR1.6/6; P.milho - SR1.6/6
Benzene-1,2,4-triol 0.0075845 P.milho - P.milho+SR1.6/6; P.milho - SR1.6/6
Al174004 NA 0.0078037 P.milho - P.milho+SR1.6/6; P.milho - SR1.6/6
Gentiobiose MP 0.0079146 P.milho+SR1.6/6 - P.milho; P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
Pyroglutamic acid 0.0096957 SR1.6/6 - P.milho+SR1.6/6
A196004 NA 0.01019 P.milho - SR1.6/6
A257009 NA 0.011505 P.milho - SR1.6/6

A355001_NA 0.01491 P.milho+SR1.6/6 - SR1.6/6
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R — Resultados andlises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interacdo com
Methylobacterium mesophilicum SR1.6/6

(concluséo)
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[A.] Valores de p obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras plantulas de milho sem inoculacéo; em verde plantulas de milho
inoculadas com a linhagem SR1.6/6 e em azul amostras da linhagem SR1.6/6
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S — Resultados anélises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interagdo com
Methylobacterium hispanicum MP2-3

A

(Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
D- Nigerose 7.07E-17 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
Galactose BP 1.27E-16 P.milho - MP2-3; P.milho - P.milho+MP2-3
Lactulose MP 5.79E-12 P.milho - MP2-3; P.milho+MP2-3 - MP2-3
N-acetyl Muramic acid 1.88E-11 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
A196006_NA 4.43E-09 P.milho - MP2-3; P.milho - P.milho+MP2-3
beta-Alanine 1.05E-08 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
A273003_NA 8.46E-08 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
A142005_NA 1.72E-07 MP2-3 - P.milho; P.milho+MP2-3 - P.milho
A273002_NA 8.42E-07 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
Maltotriose BP 0.00010766 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
Undecanoic acid 0.00022094 P.milho - MP2-3; P.milho+MP2-3 - MP2-3;
P.milho+MP2-3 - P.milho
Pyroglutamic acid 0.0016202 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
A283016_D283309 0.0016704 P.milho - MP2-3; P.milho+MP2-3 - MP2-3
A257001_NA 0.0017721 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
Lactose 0.0056056 P.milho+MP2-3 - MP2-3; P.milho+MP2-3 - P.milho
A128013_Unknown 0.005862 MP2-3 - P.milho; MP2-3 - P.milho+MP2-3
A279002_NA 0.0061458 MP2-3 - P.milho+MP2-3; P.milho - P.milho+MP2-3
Altrose BP 0.0073707 P.milho+MP2-3 - MP2-3; P.milho+MP2-3 - P.milho
A161007_NA 0.0082835 P.milho+MP2-3 - MP2-3
Fructose MP 0.0102 P.milho - MP2-3; P.milho+MP2-3 - MP2-3
A234005_NA 0.011216 P.milho - MP2-3; P.milho+MP2-3 - MP2-3
2,4-diamino-Butanoic acid 0.013118 P.milho+MP2-3 - P.milho
A196028 NA196028 0.013662 MP2-3 - P.milho
N-acetyl- BPMannosamine 0.013796 MP2-3 - P.milho
A257009_NA 0.014812 MP2-3 - P.milho+MP2-3; P.milho - P.milho+MP2-3
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S — Resultados analises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em interacdo com
Methylobacterium hispanicum MP2-3

(Concluséo)
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[A.] Valores de p obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras linhagem MP2-3; em verde plantulas de milho sem inoculacéo
e em azul plantulas de milho inoculadas com a linhagem MP2-3.
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T — Resultados analises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em intera¢do com o consorcio
bacteriano

A (Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD

A277007_NA 5.37E-20 Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consorcio
A142005_NA 1.92E-19 Consoércio - P.milho; Consércio - P.milho+Consércio
2,4-diamino-Butanoic acid 1.25E-17 Consorcio - P.milho; Consoércio - P.milho+Consércio
Melezitose 4.65E-17 Consorcio - P.milho; Consoércio - P.milho+Consoércio

Galactose BP 6.56E-17 P.milho - Consorcio; P.milho - P.milho+Consércio
A257009 NA 2 05E-14 Consorcio - P.m!lho; Cons_oruo - P.rr)llho+ConsorC|o;

- P.milho - P.milho+Consorcio

N-acetyl- BPMannosamine 3.57E-14 Consorcio - P.milho; P.milho+Consércio - P.milho
D- Nigerose 5.99E-14 Consoércio - P.milho; Consércio - P.milho+Consércio

A196028 NA196028 1.87E-13 Consércio - P.milho; P.milho+Consércio - P.milho
A199008_NA 318E-13 Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consércio;

P.milho+Consércio - P.milho
beta-Alanine 7.45E-11 Consorcio - P.milho; Consércio - P.milho+Consorcio
Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consércio;

AZ79002_NA 1.19E-10 P.milho - P.milho+Consércio
Lactulose MP 2.92E-10 P.milho - Consorcio; P.milho+Consoércio - Consorcio
3-oxo-Glutaric acid 3.50E-10 P.milho - Consorcio; P.milho - P.milho+Consércio
allo-Threonine 1.04E-09 P.milho+Consércio - Consqruo; P.milho+Consorcio -
P.milho
A283016_D283309 1.46E-09 P.milho - Consércio; P.milho+Consorcio - Consorcio
A236001_NA 7 5AE-09 Consorcio - P.milho+Consorcio; P.milho -

P.milho+Consorcio
A196004 NA 8.56E-08 P.milho - Consércio; P.milho+Consércio - Consorcio
Consorcio - P.milho; Consércio - P.milho+Consorcio;

A127015_NA127015 2.85E-05 P.milho - P.milho+Consoércio
A251007_NA 5.37E-05 Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consorcio
A257001_NA 0.00012572 Consoércio - P.milho; Consércio - P.milho+Consércio

Salicin 0.000307 Consorcio - P.milho; Consércio - P.milho+Consorcio
1-Oleoyl-rac-glycerol 0.00041382 Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consércio;

P.milho - P.milho+Consoércio
Maltotriose BP 0.00044019 Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consércio
Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consércio;

A275003_NA 0.0004631 P.milho+Consércio - P.milho
Benzene-1,2,4-triol 0.00060386 Consorcio - P.m!lho; Cons_oruo - P.n}llho+ConsorC|o;
P.milho - P.milho+Consércio
A313001_NA 0.00079583 Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consorcio
A313009_NA 0.00093659 Consoércio - P.milho; Consércio - P.milho+Consércio
A199004 NA 0.0012536 P.milho - Consércio; P.milho+Consércio - Consorcio
2-amino-3-methoxy-Benzoic acid ~ 0.0014734 P.milho+Consorcio - anr;?lrﬁéo; P.milho+Consorcio -

A196006_NA 0.0015959 P.milho - Consércio; P.milho - P.milho+Consoércio
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T — Resultados analises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em intera¢do com o consorcio

bacteriano
(Continua)
Metabolito p.value Fisher's LSD
A196022 NA 0.0018932 Consoércio - P.milho; P.milho+Consércio - P.milho
A258001_NA 0.0021708 Consércio - P.milho; Consércio - P.milho+Consércio
Fructose MP 0.0026467 P.milho - Consércio; P.milho+Consércio - Consorcio
A161011_NA161011 0.0027506 Consorcio - P.milho; P.milho+Consércio - P.milho
A161007 NA 0.0054761 P.milho+Consércio - anrf](ijlrﬁéo; P.milho+Consércio -
Ribonic acid-1 4-lactone  0.0072041 P.milho+Consércio - anrf](ijlrﬁéo; P.milho+Consércio -
Undecanoic acid 0.0072211 P.milho - Consércio; P.milho - P.milho+Consércio
D- MP1 Xylobiose 0.0072491 P.milho+Consércio - Consorcio
Galactinol 0.0072511 Consércio - P.milho; Consércio - P.milho+Consércio
Altrose BP 0.0072608 P.milho+Consorcio - Consc_)ruo; P.milho+Consorcio -
P.milho
3-Hydroxyundecan-4-one  0.0072894 P.milho - Consércio; P.milho - P.milho+Consércio
A269004_NA 0.0073425 P.milho+Consércio - anr?]ci){ﬁé)o; P.milho+Consorcio -
A163015 NA163015 0.0091036 P.milho+Consorcio - Consércio
A327002_NA 0.01577 P.milho+Consércio - Consorcio
A128013_Unknown 0.018596 Consoércio - P.milho+Consoércio
D-alpha,alpha Trehalose 0.02418 Consorcio - P.milho; Consorcio - P.milho+Consorcio
Glyceric acid 0.025982 Consércio - P.milho+Consoércio
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T — Resultados analises estatisticas plantulas de milho (Zea mays) em intera¢do com o consorcio
bacteriano
(Concluséo)
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[A.] Valores de p obtidos a partir da anélise de variancia (ANOVA) e post-hoc de Fisher’s least significant
difference- LDS [B.] PCA; em vermelho amostras do consércio bacteriano; em verde plantulas de milho sem
inoculagdo e em azul plantulas de milho inoculadas com o consoércio bacteriano.
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ANEXOS

A - Anélises fisico-quimicas dos solos utilizados nos experimentos descritos nos itens 4.4 e 4.8

RESULTADOS DAS ANALISES

Parametros Macronutrientes Unidade LQ 2019.026.024.001 2019.026.024.002
Acidez Potencial (H+Al) mmol, dm* - 47 31
Aluminio (Al) mmol, dm® - 1 1

Célcio (Ca) (resina) mmol, dm™ - 43 65
Fésforo (P) (resina) mg dc?® 0,50 80 69
Magnésio (Mg) mmol, dm® - 11 16

pH (CaCLy) - - 6,8 54
Potassio (K) mmol, dm™ - 2 <0,9

S Fosfato de calcio mg dm” 4 5 69

Soma das bases S.B. mmol, dm? - 56 81,4

CTC mmol, dm*® - 103 112,4

Sat. bases (V%) - 54 72

Sat. Al (M%) - 2 1
Parametros Micronutrientes Unidade LQ 2019.026.024.001 2019.026.024.002
Boro (B) mg dm* - 0,42 0,35

Cobre (Cu) mg/L 0,05 0,9 1,6

Ferro (Fe) mg/L 0,05 68 46
Manganés (Mn) mg/L 0,05 0,7 0,9

Zinco (Zn) mg/L 0,05 1.1 0,9
Parametros Matéria Organica Unidade LQ 2019.026.024.001 2019.026.024.002
Matéria Organica gdm* - 96 44

Fisica Unidade LQ 2019.026.024.001 2019.026.024.002
AF g kg" 275 387

AG g kg’ 290 241

AT g kg’ 565 627

Argila (c/ disp) g kg 300 310

Silte g kg* 135 62

Classe de Textura - md-arg md-arg

LQ: Limite Quantificagcdo do Método;

Na tabela [2019.026.024.001] solo utilizado para o experimento de 4.4 Sobrevivéncia de Methylobacterium spp.
e Methylorubrum extorquens no solo esterilizado, item 4.4.; [2019.026.024.002] solo utilizado para o experimento
de sobrevivéncia de Methylobacterium spp. e Methylorubrum extorquens no solo (item 4.8); [SB] Soma das bases
trocaveis; [CTC] Capacidade de troca de cations; [V.] Saturacdo da CTC por bases; [m] Saturacdo por aluminio.
As analises fisico-quimicas foram desenvolvidas pela empresa DMSA.
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Gréfico desenvolvido pelo Dr. Deibs Barbosa (Instituto de Quimica-USP). Para a constru¢do do gréfico,
primeiramente foi calculada a medida Average Nucleotide Identity (ANI) par-a-par, para todas as linhagens
utilizando a ferramenta “get_homologues” (CONTRERAS-MOREIRA; VINUESA, 2013), posteriormente, foi
construido o gréafico heatmap utilizando o pacote “pheatmap” na plataforma R com a opgdo de agrupamento
hierdrquico por distancia euclidiana entre as linhagens. No gréfico, a similaridade é mostrada por um gradiente de
cor entre 0 100% e 85%, sendo linhagens com um 100% de similaridade mostradas com uma cor vermelha.
Adicionalmente, se mostram rodeadas por um quadro de cor vermelho as linhagens agrupadas no subgrupo A
(F4,F7,F8,R12E,R14E,R16E e TC3-10), em um quadro amarelo as linhagens do subgrupo A, (SR1.6/6), hum
quadro verde o subgrupo B1, com a linhagem MP2-3 e num quadro azul os isolados do subgrupo B, (AR1.6/2,

AR1.6/8 E SR1.6/4).



