ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE Methylobacterium mesophilicum
ASSOCIADO A INTERACAO COM A PLANTA HOSPEDEIRA
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INTRODUCAO

Bactérias pertencentes ao género Methylobacterium sdo comumente encontradas em
interacdo com plantas, seja da forma endofitica ou epifitica, onde ja foram descritas na
literatura colonizagBes em citros, soja, cana de acUcar, entre outros, foi descrito a
expressao do gene mxaF, que estd associado a atividade metilotréfica (DINI-
ANDREOTE, 2011). Durante associa¢do endofitica Methylobacterium spp. captam
compostos de carbono e em troca, liberam biopolimeros, acidos organicos, coenzimas,
vitaminas e toxinas que ajudam no controle de patégenos (BALACHANDAR et al.,
2008).

Dentro deste género se encontra a bactéria Methylobacterium mesophilicum, que é
constituida por bactérias fastidiosas, do tipo bacilo, gram-negativas de coloragéo rdsea,
com crescimento lento, possui motilidade pela presenca de um a trés flagelos em seus
polos (AUSTIN; GOODFELLOW, 1979), e que apresenta a capacidade de colonizar
diferentes plantas hospedeiras (DOURADO, 2010)

Diferentes grupos de genes estdo envolvidos na interacdo da bactéria com o0 meio em
gue vive e outros organismos, o gene phoU, por exemplo, codifica a proteina phoU e
esta relacionado com processo regulatorio do fosfato, a viruléncia da bactéria, expressdo
de genes de estresse e producdo de antibidticos (DOURADO, 2010), o gene crtl
codifica a enzima fitoeno desaturase, sendo um dos responsaveis pela sintese
carotenoides, além de estar relacionado a respostas a estresse e a0 metabolismo da
planta (DOURADO, 2010), o gene patatin codifica a glicoproteina patatina, que confere
a bactéria uma maior interagdo com o hospedeiro, adaptagdo a varios ambientes e uma
maior resisténcia durante a competicdo com outros microrganismos (DOURADO,
2010), o gene sghC é responsavel pela sintese de hopandides através da codificacdo da
enzima Esqualeno-Hopano Ciclase, tendo papel importante na adaptacdo celular das
bactérias (LOPES-LARA et al., 2003).

A espécie M. mesophilicum apresenta grande importancia agricola, devido ao fato de
colaborar com o crescimento da planta, entretanto seus mecanismos moleculares
envolvidos na interacdo bactéria-planta ndo foram completamente elucidados, sendo
assim idealizou-se este projeto com o intuito de obter uma maior compreensao destes na
interacd@o entre a bacteria endofitica M. mesophilicum e a planta hospedeira, 0 que pode
ajudar de forma significativa no entendimento do papel desta bactéria no interior da
planta hospedeira.

OBJETIVOS



Estudar a expresséo dos genes sghC, patatin, phoU e crtl de M. mesophilicum linhagem
SR1.6/6 durante a interacdo com a planta hospedeira.

METODOLOGIA

Foi utilizada a linhagem SR1.6/6 de Methylobacterium mesophilicum, previamente
isolada de Citrus sinensis (ARAUJO et al., 2002). Quando necessario esta bactéria foi
cultivada em meio CHOI3 (TOYAMA et al., 1998) a 28° C por até 96 horas.

O desenho dos primers para os genes alvo deste estudo foi realizado com base no
genoma de Methylobacterium radiotolerans JCM2831 por meio do programa Primer3
(v. 3.0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu), os primers foram validados através da PCR e 0s
amplicons avaliados em eletroforese em gel de agarose (1,2%) e posteriormente
sequenciados pelo método de Sanger (Laboratério de Genbémica, IB, USP).
Posteriormente foram analisados por meio da ferramenta BLAST no sitio do NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi ) para comparar a similaridade destas sequencias
com especies contidas no banco de dados deste sitio e entdo, foi utilizado o programa
Mega (v. 4.0.2.8) para a construcao de dendrogramas.

Para estudo da interagdo com a planta hospedeira, plantulas de soja (Glycine max) foram
obtidas de sementes gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Natal Antonio Vello do
Departamento de Genética (ESALQ/ USP), germinadas e cultivadas in vitro sob
condigbes axénicas por 6 dias, utilizando o meio de cultura Agar-Agua). Plantulas com
aproximadamente 10 cm de altura foram transferidas para frascos contendo 20 mL de
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e inoculadas com de 2 mL de suspenséo
bacteriana em meio de cultura TSB (Himedia®) (10° UFC mL™) de M. mesophilicum. E
como controle, foi adicionado 2 mL de suspensdo bacteriana em frascos contendo
somente 20 mL de meio MS sem a plantula. Apds inoculacdo das bactérias, as plantulas
forma mantidas por 72 horas a 28°C com fotoperidos (8/16 — escuro/claro) para
posterior extracdo do RNA bacteriano. Para a extragdo do RNA, células bacterianas
foram coletadas do meio de cultura liquido por centrifugagédo (30 minutos a 4000 g), e a
partir do pellet bacteriano 0 RNA foi extraido (RiboPure®, Ambion). A integridade do
RNA foi verificada em gel desnaturante de agarose 1,2% em tampéo FA 10X, contendo
formaldeido (0,7%) e brometo de etidio (0,3 mg.mL-1 de gel) e comparagdo com o
marcador de 2 Kb. Apds a eletroforese o gel foi fotodocumentado em luz UV. O RNA
também foi quantificado (DO2s) em NanoDrop ND-1000. Todo o material utilizado
para a obtencdo e tratamento de RNA foi esterilizado e/ou tratado com DEPC para
eliminacdo de RNAse. O RNA extraido foi convertido em cDNA a partir do kit
SuperScript™ I First-Strand Synthesis System for RT-PCR da Invitrogen e partir deste
sera realizada a técnica de PCR em tempo real para a analise da expressao dos genes de
interesse.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers para os genes phoU, crtl e patatin, haviam sido previamente desenhados por
Dourado (2010), mas para 0s genes crtl e patatin apresentaram baixa similaridade com
isolados do género de Methylobacterium e desta forma, foi necessério o desenho de
novos primers através do programa Primer 3. Para o desenho dos primers (crtl, patatin
e sghC) e amplificacdo do gene sghC de M. mesophilicum foi utilizado como base o
genoma de Methylobacterium radiotolerans JCM2831, estes primers foram validados
através de analises moleculares in silico, onde foi simulada uma rea¢do de PCR e um
sequenciamento, as sequencias obtidas foram avaliadas através da ferramenta BLAST.
As sequencias obtidas pelos primers sqghC e phoU, foram também analisadas no
programa Mega (v. 4.0.2.8) do qual resultou em um dendrograma para cada gene e de



acordo com estes a linhagem SR1.6/6 utilizada no presente trabalho se apresenta no
mesmo clado que M. radiotolerans e se agrupa com outras espécies do mesmo género, o
que demonstra uma maior similaridade entre essas.

Quanto ao material vegetal, foi realizada a padronizacdo das condicdes de cultivo para
soja (Glycine max), o que permitiu um bom crescimento das plantulas.

A extracdo de RNA da suspensdo bacteriana em interacdo ou ndo com a planta foi feita
de forma satisfatoria, resultando em amostras integras e puras de acordo com o gel
desnaturante de agarose 1,2% em tampdo FA, contendo formaldeido (0,7%) e brometo
de etidio (0,3 mg.mL-1 de gel. O RNA também foi quantificado por DO, em
NanoDrop ND-1000, no qual apresentou uma boa relacdo da absorbancia do
comprimento de onda 260/280, proximo a 2, indicando que ndo havia impurezas no
RNA total obtido, além de indicar a obtencdo de 6 ug de RNA na amostra sem interacdo
com a planta e 13 ug de RNA na amostra com interagdo com a planta. Embora a
quantidade obtida seja suficiente para a realizacdo das analises de PCR em tempo real,
serdo realizadas mais extragdes para obtencdo da ratificacdo do resultado final através
de novas reacbes de PCR em tempo real. O RNA extraido foi convertido em cDNA e
serdo utilizadas em reagdes de PCR em tempo real para avaliagdo da expressdo dos
genes.

Em estudos anteriores, DOURADO (2010) estudou a expressdo dos genes crtl, phoU e
patatin de M. mesophilicum utilizando como planta hospedeira arroz e eucalipto, neste
estudo foi observado que houve repressdo da expressédo do gene crtl, principalmente
durante a interacdo com plantas de eucalipto e foi sugerido que a repressdo desse gene
nas condigdes avaliadas, estd associada ao fato de que durante esta interagdo, a planta
hospedeira ndo ativa o seu sistema de defesa e portanto, a bactéria ndo reconhece a
planta como um ambiente estressante. Ja a expressdo do gene patatin ndo apresentou
diferenca significativa nas condicGes avaliadas, o que confirmou que M. mesophilicum ¢
um enddfito, ndo patogénico e que no interior da planta coloniza preferencialmente os
espacos intercelulares, indicando que néo apresenta atividade lipolitica, como ocorre em
patdgenos, assim como a expressao do gene phoU que também apresentou variacdo em
sua expressdo, mostrando que essa bactéria endofitica ndo expressa genes de viruléncia,
confirmando assim como observado para o gene patatin, uma limitada capacidade de
patogénese nas condi¢bes em que foram avaliadas.

O gene sghC é responsavel pela producdo de hopandides e em estudos de Dini-Andreote
(2011) foi observada a ativacdo da expressdo de genes relacionados a sintese de
hopandides na associagcdo de M. mesophilicum com soja e sugeriu que este padrdo esta
associado a adaptagdo da bactéria ao meio.

CONCLUSOES

Os primers desenhados apresentaram boa amplificacdo dos genes de interesse e
demonstraram haver uma alta similaridade entre a linhagem SR1.6/6 e M. raditolerans.
O RNA desta linhagem foi extraido com sucesso, sendo de boa qualidade e integro,
porém ainda € necessaria a extracdo de mais RNA para a ratificacdo da pesquisa.

A partir dos resultados que serdo obtidos espera-se encontrar padrdes de expressdo que
confirmem o papel destes genes na interacdo com a planta hospedeira, bem como o0s
mecanismos envolvidos na colonizacdo da planta por M. mesophilicum SR1.6/6.
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