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RESUMO GERAL

SILVA, Paula Renata Alves da. O liquido apopléstico de cana-de-agucar modula o perfil
transcriptdmico global da bactéria diazotréfica Burkholderia tropica in vitro. 2016. 165p
Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Algumas bactérias diazotroficas colonizam preferencialmente os tecidos vegetais
internos e dentre elas destaca-se a Burkholderia tropica que possui baixa sobrevivéncia no
solo. Existem relatos que bactérias diazotroficas endofiticas localizam-se no apoplasto de
cana-de-agucar, um nicho ecoldgico que apresenta caracteristicas peculiares que possibilitam
sua colonizacdo por bactérias tais como: reducdo de competicdo por nutrientes, protecdo
contra excesso de oxigénio, fonte de carboidratos, aminoacidos, ions organicos e outras.
Porém, os mecanismos da interacdo planta - fluido apoplastico ainda ndo sdo bem elucidados
sendo a transcriptbmica uma ferramenta que pode auxiliar no conhecimento desse fenémemo.
Neste sentido, foi realizado um experimento comparando-se o crescimento da bactéria em trés
condigdes distintas: meio JMV completo (MM), meio JMV diluido com 50% de &gua
destilada estéril (MA) e meio JMV com 50% de fluido do apoplasto (MLA) - extraido de
plantas de cana-de-agucar da variedade RB867515. O RNA total foi extraido, os rRNAs
foram removidos, 0s MRNAs enriquecidos e bibliotecas de cDNA construidas com
sequenciamento em sequenciador lon Torrent em parceria com a UFPR. Os resultados dos
sequenciamentos foram analisados com o programa CLC. Os resultados mostraram 503 genes
reprimidos e 157 genes induzidos na presenca do fluido do apoplasto (MLA) em comparacao
ao meio completo (MM) enquanto que 703 e 387 genes foram reprimidos e induzidos,
respectivamente, na presenca do fluido do apoplasto em comparagdo ao meio diluido (MA).
Esses genes diferencialmente expressos pertencem a diferentes classes. Genes relacionados a
quimiotaxia e a0 movimento foram reprimidos na presencga do fluido do apoplasto indicando
que a bactéria ndo se movimenta ativamente. A expressdo de genes que poderiam ativar
respostas de defesa na planta foi reprimida em Ppe8 na presenca do fluido do apoplasto,
dentre eles estdo o0s genes envolvidos na biossintese de lipopolissacarideos (LPS),
exopolissacarideos (EPS) e peptideoglicano, além de flagelos também envolvidos em
quimiotaxia, conforme discutido acima. Houve expressdo diferencial de genes envolvidos
com o metabolismo de carboidratos, aminoacidos, ions organicos, lipideos e producéo e
conversdo de energia dentre outras classes, indicando que o metabolismo de Ppe8 é ativo na
presenca do fluido do apoplasto. Com o objetivo de selecionar genes normalizadores para
validar as andlises de transcriptémica, a estirpe Ppe8 foi cultivada em meio JMV com cinco
fontes de carbono distintas (&cido aconitico, glicose, frutose, sacarose, manitol) e o caldo de
cana. As anélises realizadas com os programas GeNorm e NormFinder indicaram o0s genes
IpxC, gyrB e recA como os genes de referéncia mais estaveis. A robustez dos dados obtidos
nos estudos de RNA-seq foi confirmada através da andlise de expressdo de sete genes
selecionados aleatoriamente (bcekE, fliP1, icmF1, nifE, paaF, secD e tsf) por RT-gPCR,
usando-se 0s genes IpxC e recA, previamente testados, como genes de referéncia. Os
resultados deste estudo sugerem que a estirpe Ppe8 de B. tropica altera a expressao de genes
na presenca do liquido do apoplasto principalmente para fazer uso dos compostos presentes
no fluido do apoplasto, bem como evitar a indugdo dos mecanismos de defesa da planta. Este
é um estudo pioneiro de compreensdo da expressdo molecular de genes na estirpe Ppe8
cultivada em presenca de compostos de plantas de cana-de-aguUcar.

PALAVRAS-CHAVE: Expressdo génica. Fixacdo biologica de nitrogénio. Genes
normalizadores.



ABSTRACT GENERAL

SILVA, Paula Renata Alves da. The apoplast fluid from sugarcane modulates global
transcriptomic profile of diazotrophic bacteria Burkholderia tropica in vitro. 2016. 165p
Thesis (Doctorate in Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Many diazotrophic bacteria colonize preferentially internal plant tissues and among
them we found the species Burkholderia tropica that present low survival in soil. There are
reports showing that endophytic bacteria are located in the sugarcane apoplast, an ecological
niche that has unique characteristics that enable its colonization by bacteria due to the
reducing competition for nutrients, protection to oxygen excess, sources of carbohydrates,
amino acids, organic ions and others. However, the mechanisms of bacteria - apoplastic fluid
interaction are not well elucidated and therefore the transcriptomic is a tool that may help to
know better the phenomenon. In this sense, an experiment was conducted comparing the
growth of bacteria in three different conditions: complete IMV (MM), JMV diluted with 50%
of sterile distilled water (MA) and a JMV with 50% apoplast fluid (MLA) - extracted from
plants of sugarcane variety RB867515. Total RNA was extracted, the rRNAs were removed,
enriched mRNAs and cDNA libraries made and sequenced using the lon Torrent sequencer in
partnership with the UFPR. The results of sequencing were processed with the CLC program.
Data analysis showed that 503 genes were repressed and 157 genes were induced in the
presence of apoplast fluid (MLA) compared to the complete medium (MM) while 703 and
387 genes were repressed and induced, respectively in the apoplast the presence as compared
to the diluted medium (MA). These differentially expressed genes belong to different classes.
Genes related to chemotaxis and movement were repressed in the presence of apoplast fluid
indicating that the bacteria do not actively move in the apoplast fluid. Genes that could
activate defense responses in plants were repressed by the presence of apoplast fluid and
among them are genes involved in biosynthesis of lipopolysaccharide (LPS),
exopolysaccharides (EPS) and peptidoglycan. There was differential expression of genes
involved in metabolism of carbohydrates, amino acids, inorganic ions, and lipid production
and conversion of energy and other classes, indicating that the Ppe8 strain metabolism is
active in presence of apoplast fluid. In order to select normalizing genes to validate the
transcriptomic analyzes, the Ppe8 strain was cultured in JMV medium with five different
carbon sources (aconitic acid, glucose, fructose, sucrose, mannitol) and also sugarcane juice.
The analyses, carried out with the GeNorm and NormFinder programs, indicated the IpxC
genes gyrB and recA as the most stable reference genes. The robustness of the data obtained
from the RNA-seq studies was confirmed by analysis of expression of seven genes randomly
selected (bceE, fliP1, icmF1, nifE, paaF, secD e tsf) by RT-gPCR using genes IpxC and recA,
previously tested as reference genes. The results of this study suggest that B. tropica strain
Ppe8 alters the expression of genes in the presence of the apoplast liquid mainly to make use
of compounds present in the apoplast fluid as well as to avoid the induction of defense
mechanisms of the plant. This is a pioneer study allowing to understand the molecular
expression of genes in strain Ppe8 grown in presence of carbon compounds present in
sugarcane plants.

KEY-WORDS: Genic expression. Biological fixing nitrogen. Normalizing genes.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cana-de-aglcar € uma das principais culturas semi-perenes cultivadas no Brasil,
sendo este pais 0 maior produtor mundial com aproximadamente 9 milhdes de ha (hectares)
ocupados pela cultura (CONAB, 2016). A &rea plantada com a cultura vem crescendo ao
longo dos anos principalmente em virtude do uso de etanol como combustivel alternativo e
renovavel contribuindo com a reducdo do uso de combustiveis fosseis e consequentemente
reduzindo os impactos ambientais causados pelos derivados do petréleo.

Com o aumento da area plantada, consequentemente hd um maior gasto com insumos
na producéo, principalmente de adubos. O nitrogénio, apesar de ser requerido em pequenas
quantidades devido ao melhoramento genético da cana-de-aglcar que fez com que as plantas
fossem selecionadas em solos pobres do nutriente, ainda é muito usado principalmente nas
plantas socas. A preocupacdo com 0 uso de nitrogénio mineral ou organico advém
principalmente da contaminacdo de mananciais e aguas subterraneas (HOEFT, 1990) e
também por aumentar as emissfes de Oxido nitroso (N,O) na atmosfera (NOVOA &
TAJEDA, 2006), o que pode favorecer o efeito estufa, uma vez que este composto tem
potencial impactante 296 vezes maior que o CO, (IPCC, 2007). Outro problema esta
relacionado ao mecanismo de obtencéo do nutriente, normalmente utilizando recursos como o
petréleo, combustivel este que é esgotavel, ndo renovavel e de custo elevado. Além disso, do
total do mineral consumido pelo Brasil, cerca de 75% do nitrogénio & proveniente de
importacOes de outros paises, gerando uma grande relacdo de dependéncia externa (ANDA,
2012).

Uma alternativa para reduzir esta relacdo de dependéncia, custos com insumos
nitrogenados e impactos ambientais, seria 0 uso de bactérias fixadoras de nitrogénio ou
diazotroficas, principalmente no que diz respeito a sua interacdo com as plantas, o que pode
tornar os sistemas agricolas muito mais sustentaveis, produtivos e de baixo custo.

No sistema natural séo encontrados diversos microrganismos que possuem o complexo
da nitrogenase e, portanto fixadores de N,. Estdo presentes em diversos locais como solo,
planta, agua, entre outros, ocorrendo de forma livre ou em interacdes diversas (ALVES,
2007). A fixacdo biolégica de nitrogénio cataliza a reducdo do N, atmosférico a amdnia
biologicamente disponivel sendo uma importante via de entrada de nitrogénio nos ambientes
aquaticos e terrestres (VITOUSEK & HOWARTH, 1991; ARP, 2000).

Existem diversos microrganismos conhecidos que realizam este processo, porém a
associacdo de microrganismos diazotroficos endofiticos com plantas ndo leguminosas ainda
ndo € completamente entendida. Algumas bactérias diazotroficas colonizam
preferencialmente o0s tecidos vegetais internos e dentre elas encontram-se a
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp., Azoarcus spp. e Burkholderia spp.
gue possuem baixa sobrevivéncia no solo sem planta e um espectro restrito de plantas
hospedeiras (BALDANI et al., 1997). Este nicho ecoldgico foi definido por DOBEREINER
(1992) como endofitico. Existem relatos de bactérias diazotréficas endofiticas que se
localizam no apoplasto (DONG et al., 1994; JAMES et al., 2001; MATTOS et al., 2008).
DONG et al. (1997) e MCCULLY (2001) também verificaram que o apoplasto € o nicho mais
adequado para bactérias endofiticas. DONG et al. (1994) verificaram a presenca de um
enddfito fixador de nitrogénio (G. diazotrophicus) vivendo no fluido apoplastico de plantas de
cana, e FUENTES RAMIREZ et al. (1999) confirmaram a presenca desta bactéria no xilema
e apoplasto. O género Burkholderia compreende 96 espécies isoladas de diversos ambientes
como, por exemplo, agua de rio, sedimentos, solo, rizosfera de plantas, homem, animais e
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interior dos tecidos de plantas (LPNS, 2016). Nos ultimos anos, algumas espécies de
Burkholderia foram isoladas da rizosfera e tecidos internos de cana-de-aclcar com a
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e dentre elas destacam-se a B. unamae, B. tropica
e B. silvatlantica (CABALLERO-MELLADO et al., 2004; REIS et al., 2004; PERIN et al.,
2006). Bactérias deste género também podem promover o crescimento de plantas e apresentar
atividade antagOnica aos patégenos Fusarium verticillioides, Xanthomonas albilineans,
Rhizoctonia solani e Verticillium dahliae (LUVIZOTTO et al., 2010; GASSER et al., 2011,
TENORIO-SALGADO et al., 2013; BERNABEU et al.,, 2015). Para o conhecimento
aprofundado de como a interacdo bactéria-planta ocorre, de quais mecanismos moleculares e
genéticos 0s microrganismos usam para o reconhecimento e estabelecimento com a planta, ha
a necessidade do uso de ferramentas moleculares.

A transcriptdmica € uma ferramenta molecular que pode auxiliar no entendimento
desses mecanismos envolvidos na interacdo bactéria-planta. YODER-HIMES et al. (2009) ao
realizarem a analise do transcriptoma de dois isolados de B. cenocepacia, AU1054 e HI12424,
isolados de paciente com fibrose cistica e solo respectivamente, verificaram que o genoma
dos dois isolados apresenta 99,8% de identidade entre si, que o isolado AU1054 contém 50
genes ausentes em HI2424, e que este Ultimo contém 470 genes ausentes no primeiro, sendo
todos esses genes provavelmente responsaveis pela adaptacdo ao nicho especifico de cada
isolado. A bactéria diazotrofica H. seropedicae, quando cultivada na presenca do flavondide
nanrigenina, apresentou 382 genes diferencialmente expressos, e dentre 0s genes encontrados,
foram identificados genes relacionados a biossintese de flagelos e peptideoglicano foram
reprimidos (TADRA-SFEIR et al., 2015). Ja o transcriptoma de duas estirpes de Azospirillum
inoculadas em duas cultivares de arroz identificou que tanto as estirpes quando as cultivares
afetam a expressdo de genes de Azospirillum, porém o efeito dos gendtipos é maior, indicando
que existe uma clara interacdo planta-bactéria (DROGUE et al., 2014). J& B. phytofirmans
inoculadas em plantas de batata apresentou expressdo diferencial de genes com funcg@es
importantes para a colonizagdo endofitica da planta, como genes relacionados a quimiotaxia e
motilidade (SHEIBANI-TEZERJI et al., 2015). Todos esses trabalhos indicam que o estudo
do transcriptoma bacteriano pode auxiliar na compreensdo da interacdo planta-bactéria.

Na busca pelo conhecimento da interacdo planta-bactéria e melhor entendimento da
regulacdo de vias metabolicas e sistemas bioldgicos, tem se lancado méao de técnicas baseadas
na andlise transcriptdmica com o objetivo de verificar a funcionalidade bacteriana e vegetal
envolvida durante o processo da interagdo direcionando estudos com abordagens mais
racionais e especificas. Além disso, o estudo do transcriptoma de cada organismo é de grande
importancia para a identificacdo de genes, e também incorpora informacdes sobre o
funcionamento do seu genoma. Este trabalho representa uma primeira etapa na identificacéo
de genes do microrganismo Burkholderia tropica estirpe Ppe8 expressos na presenca do
fluido do apoplasto de cana-de-agUcar atraves de dados obtidos por RNA-seq.

E como hipotese cientifica propde que o liquido do apoplasto de cana-de-acUcar
modula a expressdo de génica da B. tropica estirpe Ppe8.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A importéncia da cana-de-agucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.), pertencente a familia Poaceae, é caracterizada
como monocotileddnea semi-perene (MATSUOKA et al., 1999). E originaria de Nova Guiné
e foi amplamente dispersa através de migracdes humanas sendo disseminada para o sudeste da
Asia, india e Pacifico. Chegou ao Mediterraneo entre 1400-600 a.c., de la foi levada para
Egito, Siria, Grécia e Espanha e posteriormente introduzida no oeste da Africa e
subsequentemente na América do Sul e Central e oeste da india (CANABRAVA, 1991).

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil no inicio do século XVI, quando foi
iniciada a instalacdo de engenhos de acUcar, a primeira indUstria implantada na nova
possessao de Portugal, que em pouco tempo substituiu a industria extrativa do pau-brasil
(CANABRAVA, 1991).

Atualmente a éarea de cana-de-aclcar a ser colhida e destinada a atividade
sucroalcooleira esta estimada em 8.995,5 mil hectares na safra 2015/2016. Dentre os estados
produtores, S&o Paulo & o maior com 52% (4.678,7 mil hectares), seguido por Goias com
10,1% (908 mil hectares), Minas Gerais com 9% (811,2 mil hectares), Mato Grosso do Sul
com 7,5% (677,9 mil hectares), Parand com 6,6% (596 mil hectares), Alagoas com 3,8%
(338,3 mil hectares), Pernambuco com 2,9% (264 mil hectares) e Mato Grosso com 2,6%
(230,3 mil hectares). Estes oito estados sdo responsaveis por 94,5% da producao nacional.
Nos demais estados produtores as areas sdo menores, com representacdes abaixo de 6%. Na
safra 2015/16 a produtividade média brasileira est4 estimada em 73.228 kg.ha™, 3,9% maior
que na safra 2014/15 (CONAB, 2016). No cenario mundial da producéo da cana-de-acUcar o
Brasil € o maior produtor e a cultura gera mais de um milhdo de empregos diretos
(OLIVEIRA et al., 2006).

A cultura para apresentar produtividade média de 100 Mg.ha™ de colmos, acumula em
sua parte aérea, 180-250 e 120-180 kg.ha' de N na cana planta e nas soqueiras,
respectivamente (XAVIER, 2002). Considerando-se que as quantidades de N-fertilizante
aplicadas ndo ultrapassam a dose de 80 kg.ha™ de N em média, o restante pode ser
proveniente do N do solo, que é naturalmente pouco disponivel para as plantas, e do processo
de FBN (URQUIAGA et al., 1992). Uma alternativa eficiente para reduzir a aplicacdo desta
grande quantidade de insumo seria a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Existem mecanismos
moleculares que estdo envolvidos nesta interacdo planta-bactéria e varios genes presentes em
diferentes processos fisioldgicos, podem estar diferencialmente expressos durante a
associacdo com bactérias endofiticas (NOGUEIRA et al., 2001). Dependendo da variedade e
da interacdo com bactérias diazotréficas (REIS et al, 2000) a contribuicdo da FBN para
plantas de cana-de-agucar pode chegar até 60% (BODDEY et al., 2001).

Cerca de 50% do total da producdo mundial de cana-de-agucar, ocorre no Brasil e
india. No Brasil em particular, a cana tem um papel fundamental na producéo de bioetanol, o
qual é usado como substituto de combustiveis fosseis nos carros tipo flex.

2.2. Fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em cana-de-agucar

O elemento nitrogénio é parte essencial de muitos compostos organicos como
proteinas e &cidos nucléicos que constituem a base de todas as formas de vida. O nitrogénio
molecular (N) representa aproximadamente 80% da atmosfera terrestre, entretanto, este ndo
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pode ser utilizado diretamente pela maioria dos seres vivos (URQUIAGA, 2012). A fixacao
biologica de nitrogénio (N,), como ja dito, reduz o N, atmosférico a ambnia sendo uma
importante via de entrada de nitrogénio nos diversos ambientes (VITOUSEK & HOWARTH,
1991; ARP, 2000). A FBN pode contribuir significativamente em até 60% de todo o N
acumulado pelas plantas de cana-de-agclcar (BODDEY et al., 2001; XAVIER, 2002),
dependendo do gendtipo da planta e sua interagdo com os diversos géneros de bactérias
diazotroficas associativas (REIS et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002) e contribui com
aproximadamente a metade do total de nitrogénio fixado na agricultura global (FOWLER et
al., 2013).

Somente certas bactérias chamadas de diazotroficas ou fixadoras de N, sdo capazes de
transforma-lo em NHsz que as plantas podem usar (DOBEREINER, 1997). No ambiente,
podem ocorrer diversas bactérias fixadoras de N, dentre elas aquelas conhecidas como de vida
livre, rizosféricas e endofiticas associadas com varias plantas ndo leguminosas (BALDANI &
BALDANI, 2005). Acredita-se que as bactérias endofiticas apresentem certa vantagem quanto
a FBN em relacdo as demais por se localizarem em espacos intercelulares e, portanto estarem
menos expostas a fatores ambientais, menor competicdo e baixa concentracdo de oxigénio
(BALDANI et al., 1997).

Bacterias diazotroficas ndo causam danos ao hospedeiro, e apresentam ainda diversas
caracteristicas benéficas como promocéo do crescimento de plantas pela producéo e secrecao
de reguladores de crescimento, atividade antagonica a fitopatdgenos e disponibilizacdo de
nutrientes como o ferro e potassio (BENHAMOU et al, 1996). Contudo, a intensidade do
estimulo de crescimento vegetal, incluindo a fixacdo de nitrogénio na planta e a transferéncia
deste nitrogénio fixado para a planta, depende de uma eficiente interacdo planta-bactéria
(BULL et al., 1991).

Diazotrofos endofiticos como a B. tropica apresentam estreita associacdo com o
hospedeiro e baixa sobrevivéncia em solos desprovidos de raizes (BALDANI, 1996). Ao
colonizarem os espacos intercelulares e o xilema das plantas, estes organismos sdo capazes de
se disseminar sistemicamente até alcancar tecidos aéreos (JAMES & OLIVARES, 1997). Por
ser um género cosmopolita, é de grande valia o entendimento dos seus mecanismos,
principalmente o conhecimento de mecanismos bioquimicos e moleculares relacionados as
espécies fixadoras de nitrogénio.

2.3. Importancia do estudo do género Burkholderia

O género Burkholderia compreende 96 espécies isoladas de diversos ambientes como,
por exemplo, agua de rio, sedimentos, solo, rizosfera, homem e animais (LPNS, 2016). Esta
dentro do subfilo S-proteobactéria (YABUUCHI et al., 1991) e sdo bactérias Gram-negativas.
Existem duas principais ramificaces neste género, uma composta amplamente por patégenos,
a outra € composta principalmente de isolados ambientais que podem formar associagdes nao
patogénicas com plantas. Dentre as 96 espécies, 20 tém a capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico, sendo que algumas espécies possuem a capacidade de colonizar a rizosfera e/ou
ambiente endofitico de uma ampla gama de hospedeiros, tais como, milho, sorgo, cana-de-
acucar, abacaxi e café, e outras de nodularem plantas da familia das leguminosas (GILLIS et
al., 1995; ACHOUAK et al., 1999; COENYE et al., 1999; ZHANG et al., 2000; COENYE et
al., 2001; VANDAMME et al., 2002; CABALLERO-MELLADO et al., 2004; GORIS et al.,
2004; REIS et al., 2004; CHEN et al., 2006; PERIN et al., 2006; CHEN et al., 2007;
ELLIOTT et al., 2007; CHEN et al., 2008; AIZAWA et al., 2010; AIZAWA et al., 2011; DE
OLIVEIRA CUNHA et al., 2012; SHEU et al., 2012; MARTINEZ-AGUILAR et al., 2013;
SHEU et al., 2013).



Andlises genéticas sugerem a existéncia de dois grandes grupos dentro do género da
Burkholderia, um € compreendido pelo complexo B. cepacia (BCC), o grupo das
“pseudomallei” e patdgenos de plantas bem como patdgenos endossimbiontes de fungos
fitopatogénicos. Este complexo BCC é abundante no solo e rizosfera de plantas e faz parte de
um grupo de agentes patogénicos de grande risco em pacientes com fibrose cistica, sendo
intrinsicamente resistentes a varios antibidticos, podendo ser transmitidas por contato ou uso
de equipamentos durante internacGes hospitalares (PARKE & GURIAN-SHERMAN, 2001;
MAHENTHIRALINGAM et al., 2005; COENYE & VANDAMME, 2003; CORREIA et al.,
2008). O segundo grupo contém espécies ndo patogénicas associadas com plantas e/ou de
vida livre (SUAREZ-MORENO et al., 2012).

Bactérias do segundo grupo tém sido isoladas de distintos lugares podendo uma
mesma estirpe ser recuperada de distintos locais e em diferentes nichos. Por exemplo, uma
estirpe de B. caribensis foi isolada de solos em Martinica enquanto que outra estirpe da
mesma espécie foi isolada de nddulos de Mimosa spp. em Formosa e China (ACHOUAK et
al., 1999; LIU et al., 2011). Estirpes de B. graminis tém sido isoladas de solo rizosférico tanto
da Franca quanto da Australia (VIALLARD et al., 1998), e estirpes de B. tropica tém sido
isoladas de espécies de Poaceas cultivadas no México, Brasil e Africa do Sul (REIS et al.,
2004). Embora muitas delas tenham sido identificadas em associa¢do com plantas podendo ter
relagdo epifitica, endofitica ou interagdes endossimbioticas, elas também podem ser
encontradas em vida livre no solo ou associadas tanto com fungos quanto insetos (SUAREZ-
MORENO et al., 2012).

A criacdo do género Burkholderia deu-se a partir da reclassificacdo de um grupo
homablogo de Pseudomonas (STEAD, 1992) com base na analise de &cidos graxos, lipideos e
caracteristicas fenotipicas (YABUUCHI et al., 1991), e posteriormente em relacdo a
homologia DNA:DNA e DNA:rRNA (TRAN VAN et al., 1994). Este género foi
originalmente descrito como o agente causal da podriddo mole em cebola (BURKHOLDER,
1950), e tem sido encontrado em diferentes tipos de solos e raizes. Bactérias do género
Burkholderia relacionadas as plantas podem ser fitopatogénicas (ALMEIDA et al., 2009;
NANDAKUMAR et al., 2009; KIM et al., 2012) ou ndo fitopatogénicas (CABALLERO-
MELLADO et al.,, 2004; REIS et al.,, 2004; CABALLERO-MELLADO et al., 2007;
BORDIEC et al., 2011). Neste ultimo grupo estéo relacionadas as bactérias com propriedades
importantes tais como, forte potencial para degradar compostos aromaticos, disponibilizacéo
de nutrientes via fixacdo biolégica de nitrogénio e/ou solubilizacdo de fosfato, capacidade de
colonizar a rizosfera e ou espacos intercelulares em vérias plantas, promover o crescimento e
capacidade de formar interagcdes simbidticas com plantas (REIS et al., 2004; MATTOS et al.,
2008).

Bacteérias deste género tém genoma com dois ou trés cromossomos, variando de 6-9
Mb, caracteristica que confere grande plasticidade e adaptabilidade (MICHE et al., 2001).
Entdo, bactérias deste género podem colonizar a rizosfera e tecidos internos de uma ampla
faixa de plantas hospedeiras (CABALLERO-MELLADO et al., 2004; PERIN et al., 2006;
REIS et al., 2004). Bactérias penetram o interior dos tecidos hospedeiros ou por aberturas
naturais ou ferimentos e acredita-se que bactérias do género Burkholderia colonizem
primeiramente a superficie do tecido hospedeiro como a rizosfera e posteriormente através de
descontinuidades diversas nos tecidos superficiais podem penetrar e colonizar
endofiticamente (ANDREOTE et al., 2006). LUVIZOTTO et al. (2010) encontraram dois
grupos distintos quando analisaram a diversidade genética de Burkholderia spp: um grupo
maior é formado por isolados independentemente do nicho de ocupagdo enquanto o outro
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grupo menor € nicho especifico evidenciando a mistura de populacdes rizosférica-endofitica
colonizando plantas (LUVIZOTTO et al., 2010).

Bactérias diazotroficas do género Burkholderia sdo comuns e abundantes associadas a
inimeras plantas. Embora exista uma legislacdo rigorosa de seguranca em relacdo a esse
género (existem espécies que pertencem a classe de risco 2 e outras a classe de risco 3 de
agentes bioldgicos) (BRASIL, 2006), o conhecimento da interacdo endofitica dessas bactérias
com plantas de cana-de-agucar € importante para melhor conhecimento e manejo do sistema
de producéo agricola.

2.4. Nicho ecoldgico da Burkholderia em plantas

Espécies de Burkholderia podem ocupar diversos nichos ecol6gicos como, por
exemplo, rizosfera, nddulos de leguminosas, solos e espacos internos dos tecidos das plantas
colonizando-as endofiticamente. A rizosfera é uma zona biologicamente ativa do solo que
envolve as raizes das plantas, e que contém microrganismos incluindo bactérias e fungos. A
rizosfera € o local onde se encontra 0 maior nUmero de espécies de Burkholderia. Tem sido
especulado que tal preferéncia pode estar associada com sua versatilidade catabdlica que
degrada exsudatos radiculares e outros compostos derivados da raiz (CHAIN et al., 2006).
Um consideravel nimero de estirpes das especies B. unamae, B. xenovorans, B. tropica, e B.
silvatlantica ja foi recuperado da rizosfera de diferentes plantas sugerindo ser este o seu
principal nicho (CABALLERO-MELLADO et al., 2004; CABALLERO-MELLADO et al.,
2007; ESTRADA-DE-LOS-SANTOS et al., 2001; PERIN et al., 2006). E possivel que
plantas tenham preferéncia por espécies particulares de Burkholderia e que o local geogréafico
possa ser o principal fator nessa preferéncia. Por exemplo, B. unamae que ocorre na rizosfera
de milho, café, cana-de-acUcar e tomate é prevalentemente encontrado na rizosfera de cana no
México, mas ndo no Brasil (CABALLERO-MELLADO et al., 2004; 2007, PERIN et al.,
2006). Similarmente, B. tropica foi encontrada ser prevalente na rizosfera de sorgo e milho no
México e B. silvatlantica foi encontrada prevalentemente na rizosfera de milho e cana no
Brasil (PERIN et al., 2006; WONG-VILLARREAL & CABALLERO-MELLADO, 2010).
Rizobactérias tem um relacionamento intrinseco com raizes de plantas e esse relacionamento
depende da bactéria e da planta envolvidas bem como das caracteristicas fisicoquimicas do
solo. A rizosfera é caracterizada por gradientes que ocorrem ao longo de raizes individuais,
em termos de nutrientes, de potencial redox e processos de reducéo, de exsudatos de raiz, de
atividade microbiana e de pH. Estes gradientes sdo determinados por fatores do solo e da
planta, afetando assim, a absor¢do de nutrientes minerais em geral (GAIAD, 2003).

A partir da fotossintese, 0 CO, assimilado pode ser direcionado em dois processos, um
é a respiracdo da rizosfera ou CO, derivado da raiz, incluindo respiracdo microbiana e
radicular utilizando materiais provenientes de raizes vivas e 0 segundo processo € a
decomposicdo da matéria organica. A respiracdo rizosférica pode variar de 30-80% do total
do efluxo do CO, subterraneo em varios ecossistemas (HANSON et al., 2000). Além do
carbono, todas as formas de moléculas da planta podem ser encontradas na rizosfera, porém
compostos de baixo peso molecular sdo encontrados em maiores propor¢des (HANSON et al.,
2000). Exsudatos radiculares sdo geralmente constituidos de compostos de baixo peso
molecular e, portanto faceis de serem decompostos. Esses exsudatos aumentam e densidade
microbiana e atividade metab6lica na rizosfera (SODERBERG & BAATH, 1998). A
composicao e a quantidade podem variar de acordo com a espécie da planta, ao longo do eixo
da raiz, estado fenologico da planta, status nutricional, estresses ambientais e doencas
(NEUMANN & ROMHELD 2007). Sob deficiéncia nutricional, compostos de exsudatos
radiculares tais como agucares, acidos orgéanicos e aminodcidos sdo liberados primeiramente
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na zona imediatamente abaixo da ponta da raiz e na zona distal de alongamento
(MARSCHNER et al., 1997), as quais séo sitios onde microrganismos sao menos abundantes,
porém mais ativos (NGUYEN & GUCKERT, 2001). A diferenca no tipo e na quantidade de
carbono disponivel em diferentes zonas radiculares influencia tanto o crescimento microbiano
quanto a estrutura distinta da comunidade na rizosfera (MARSCHNER et al., 2001). Esses
exsudatos radiculares sdo uma excelente fonte de carbono (e possivelmente nitrogénio) e
energia e favorecem um répido crescimento de microrganismos na rizosfera desde que tenham
a capacidade metabdlica correspondente (BAUDOIN et al., 2003).

Isolados de Burkholderia spp. também podem colonizar endofiticamente diversas
plantas. Endofitos sdo definidos como microrganismos que sdo capazes de colonizar 0s
tecidos internos das plantas sem causar sinais de infeccdo ou efeitos negativos no seu
hospedeiro. Existem diversas vantagens em ocupar este tipo de nicho, principalmente menor
competicdo por nutriente e espaco (GILLIS et al., 1995). Embora sua presenca seja variavel,
sdo frequentemente capazes de aumentar o desenvolvimento da planta via diversos
mecanismos como fixacdo biolégica de nitrogénio, producdo de horménio vegetal,
solubilizacdo de fosfato, producdo de sideroforos e efeito antagdnico a fitopatdgenos
(ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006; COMPANT et al., 2010). B. tropica, B.
kururiensis, B. unamae, B. silvatlantica, B. phytofirmans, e B. acidipaludis ja foram isolados
tecidos de plantas esterilizdas superficialmente e sdo considerados potenciais endofitos.

SUAREZ-MORENO et al. (2010) pesquisando semelhancas e diferencas na regulagéo
do quorum sensing em espécies de Burkholderia, verificaram que em arroz, mutantes de B.
kururiensis M130 defectivos em realizar quorum sensing apresentaram reducdo na
colonizacéo e producédo de exopolissacarideos (EPS) o que poderia indicar que a producdo de
EPS esté envolvida na colonizacgdo endofitica de plantas de arroz. EPS tém sido detectados em
espécies de Burkholderia associados a plantas tais como B. graminis B. phytofirmans, B.
phymatum e B. xenovorans e provavelmente estdo associados a interacdo planta-bactéria
(FERREIRA et al., 2010). A colonizacdo de plantas de arroz por B. kururiensis foi
positivamente regulada pelo sistema de quorum sensing (SUAREZ-MORENO et al., 2010),
indicando que a planta também pode ter um papel na regulacdo da densidade populacional.
CASTRO-GONZALEZ et al. (2011) estudando a diversidade de Burkholderia spp. em cana-
de-acucar, verificaram que entre as espécies diazotrdficas, B. unamae e B. tropica foram as
mais predominantemente encontradas sendo cada uma predominante em uma variedade de
cana diferente. Os autores sugerem que o tipo e/ou quantidade de exsudatos radiculares
estejam envolvidos na interacdo principalmente em virtude do tipo de composto de carbono
exsudado e isto é importante pois se deve levar em consideracdo a variedade a ser utilizada.

Endofitos diazotroficos podem estimular o crescimento de plantas através de varios
mecanismos para além da FBN. Durante a interacdo com seu hospedeiro, a bactéria detecta
metabdlitos especificos da planta, 0s quais sdo usados como sinais para a expressao génica da
bactéria. Por exemplo, KOBAYASHI et al. (2004) verificaram que existe uma ativacao de
varios genes gerando uma cascata na interacdo de Rhizobium NGR 234 com plantas. Segundo
0s autores, ha uma percepcdo de sinais pelas plantas, as quais produzem flavonoides e
induzem a expressao dos genes nod responsaveis pela nodulacéo, e também ativam o sistema
de secrecdo tipo IlI.

Em plantas de cana-de-acucar, o colmo é constituido por espacos intercelulares
(apoplasto) e espacos vacuolares (simplasto), os quais tem sido objeto de estudo por muitos
anos com objetivo de estudar a colonizacdo endofitica (GLASZIOU & GAYLER, 1972;
MOORE, 1995). Endofitos no apoplasto podem auxiliar no crescimento das plantas
principalmente pelo aumento da resisténcia a fatores bi6ticos ou abidticos, e por contribuir
diretamente com a nutricdo mineral da planta (SATTELMACHER, 2001). DONG et al.
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(1994) verificaram a presenca de um endofito fixador de nitrogénio (G. diazotrophicus)
habitando o fluido apoplastico de plantas de cana-de-acUcar, e confirmaram a presenca desta
bactéria no interior do xilema e apoplasto. Existem relatos que bactérias endofiticas
diazotroficas localizam-se no apoplasto de plantas de cana-de-aclcar (DONG et al., 1994;
JAMES et al., 2001). DONG et al. (1997) e MCCULLY (2001) também verificaram que o
apoplasto é o nicho mais adequado para bactérias endofiticas. Varios compostos nitrogenados
organicos e inorganicos estdo também presentes tanto no apoplasto quanto no simplasto e
provavelmente facilitaria a colonizagdo por essas bactérias endofiticas.

2.5. Caracterizacéo do nicho ecoldgico em cana-de-aclicar e a importancia do apoplasto

Como ja foi dito, Burkholderia pode colonizar diferentes nichos pela sua versatilidade
metabdlica em virtude da sua plasticidade genética. Em plantas de cana existem dois nichos
ecoldgicos principais que é a rizosfera e o interior dos tecidos conhecido como apoplasto.

KIRCHHOF et al. (1997) observaram um alto nimero de bactérias diazotroficas no
interior de plantas gramineas quando ndo foi aplicada adubacdo nitrogenada. Neste contexto,
YONEYAMA et al. (1997) sugeriram que a fertilizagdo nitrogenada no estadio inicial da
cultura ndo afeta negativamente a fixagdo biologica de nitrogénio. A frequéncia de algumas
bactérias fixadoras de nitrogénio em culturas pode ser reduzida. A populagdo de G.
diazotrophicus em plantas de cana-de-actcar reduz proporcionalmente com a quantidade de
fertilizantes nitrogenados nos campos de cultivos (CABALLERO-MELLADO et al.,1995;
FUENTES-RAMIREZ et al., 1999). Porém a populacdo de outros diazotroficos como
Herbaspirillum spp. ndo foi afetada pela aplicacdo de nitrogénio mineral
(MUTHUKUMARASAMY et al.,1999). TEJERA et al. (2004) verificaram que um menor
namero de isolados de bactérias diazotroficas foi recuperado de solos com pH 8,7 e menor
conteldo de matéria orgénica 1,19%, contetdo de N 0,07%, e conteddo de nitrato de 2,06
mg.kg™. Diazotréficas como G. diazotrophicus sdo sensiveis a altas doses de adubacdes
nitrogenadas (400-500 kg N.ha™.ano™) outros efeitos também podem estar envolvidos como
diferentes variedades e outros fatores ambientais (MUTHUKUMARASAMI et al., 1999;
REIS JUNIOR et al., 2000).

SHENG et al. (2012) verificaram a diversidade de microrganismos na rizosfera de
cana-de-agucar nos estadios de canas planta e canas soca pois em experimentos anteriores
verificaram que o padréo de exsudacao radicular poderia ser alterado em cada corte de cana e
por isso poderia interferir nos microrganismos existentes. Os autores verificaram uma ampla
variedade de grupos e mais especificamente ao nosso interesse quando analisaram a rizosfera
de locais mantidos em pousio, Proteobacteria foi encontrada em 10,42%, quando a rizosfera
de cana-planta foi analisada e 14,58% quando analisaram a rizosfera de cana-soca. Bactérias
do género Burkholderia estao incluidas no grupo das (-Proteobactérias e quando plantas de
cana estdo presentes, através desses dados pode-se verificar um aumento na populacdo de
bactérias deste grupo no decorrer do cultivo da planta. Os autores concluem que apds um ano
de cultivo da cana, devido ao acumulo de exsudatos e residuos das plantas, a abundancia de
bactérias participantes no ciclo do carbono aumenta e promove a decomposicdo e reutilizacdo
de carboidratos para outros microrganismos que se beneficiam (SHENG et al., 2012). EL-
AMIN & SAADABI (2007) coletaram amostras da rizosfera de plantas de cana-de-agucar no
Suddo de 20 locais diferentes para verificar a populacdo fungica, o pH, conteido de matéria
organica e contetdo total de fésforo (P), potassio (K) e nitrogénio (N). Os autores verificaram
que o conteudo de K variou de 0,9-4,9%, P variou de 6-89 ppm, N variou de 0,11-1,18% e 0
pH variou muito pouco de 4,9-6,6. Pode-se perceber que dependendo do local de coleta a



quantidade de macronutrientes pode variar bastante e talvez isso possa influenciar o
estabelecimento de bactérias do género Burkholderia, porém o pH néo variou tanto.

Em experimento realizado por SILVA et al. (2012) (dados ndo publicados), os autores
verificaram que B. tropica pode crescer em diferentes fontes de nitrogénio (sulfato de amonio
e cloreto de amoénio) e em diferentes pHs como 4,5, 5,0, e 55 se estabelecendo mais
rapidamente quando a fonte utilizada de N foi sulfato de aménio e no pH 5,5 e portanto essas
variacBes de macronutrientes, contetdo e fonte de carbono e pH possam interferir no
estabelecimento da bactéria. TIRONI et al. (2009), ao verificarem a acdo de herbicidas na
atividade de bactérias solubilizadoras de fosfato da rizosfera de cana, realizaram uma anélise
quimica do solo rizosférico dessas plantas em cinco locais e perceberam que o pH fica em
torno de 5,5-6,5, faixa ideal para bactérias do género Burkholderia. PISA et al. (2011)
também verificaram que o pH da rizosfera de plantas de cana-de-agUcar fica em torno de 5,5 ¢
que 0 grupo mais abundante encontrado nessa regido é formado por bactérias pertencentes a
Proteobacteria, filo da Burkholderia.

As plantas normalmente estdo associadas a altas densidades e diversidades de
microrganismos e, existe intima e peculiar relacdo entre estes e seus hospedeiros,
(ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006; HARDOIM et al., 2008). Muitas
bactérias benéficas interagem com a planta e algumas bactérias fixadoras de N, como ja dito,
sdo capazes de colonizar o interior dos tecidos. DOBEREINER et al. (1992) introduziram o
termo endofitico na area de FBN para descrever as bactérias fixadoras de N com a capacidade
de colonizar o interior dos tecidos de gramineas (Poaceae).

Endofitos diazotroficos podem estimular o crescimento de plantas através de varios
mecanismos. Alguns fatores afetam diretamente o crescimento da planta como a solubilizacéo
de fosfato, sintese de fitohormdnios e vitaminas essenciais, modulacdo das vias de sinalizacdo
tais como a da sintese de etileno e resisténcia a estresses (SPAEPEN et al., 2007).
Indiretamente, podem proteger as plantas de fitopatdgenos pela producdo de compostos
toxicos ao patdgeno (DOBBELAERE et al., 2003; ROSENBLUETH & MARTINEZ-
ROMERO, 2006; RYAN et al., 2008). Durante a interacdo com seu hospedeiro, a bactéria
detecta metabolitos especificos da planta, os quais sdo usados como sinais para a expressao
génica da bactéria. Por exemplo, KOBAYASHI et al. (2004) verificaram que existe uma
ativacdo de varios genes gerando uma cascata na interacdo de Rhizobium NGR 234 com
plantas. Segundo os autores, ha uma percepcdo de sinais pelas plantas, as quais produzem
flavonoides e induzem a expressdo dos genes nod responsaveis pela nodulacéo, e também
ativam o sistema de secrecdo tipo Ill.

Em cana-de-acucar, TEJERA et al. (2004) verificaram a existéncia de aminoacidos e
amonia no apoplasto. A composicao de aminoacidos foi também investigada nas plantas (var.
NCo 310) cultivadas em ambiente controlado sem nitrogénio e inoculadas com G.
diazotrophicus PAL-5, e interessantemente, o contelddo total de aminoacidos no apoplasto foi
cerca de seis vezes menor que nas plantas cultivadas no campo na presenca de fertilizante
nitrogenado (TEJERA et al., 2006). Os autores sugerem ainda que a presenca de G.
diazotrophicus no apoplasto pode ser afetada pela quantidade de alguns aminoacidos e que a
baixa quantidade de alguns aminoacidos nas plantas inoculadas com o endofito quando
comparado as plantas ndo inoculadas sugerem ainda papel fundamental desses aminoacidos
na associacdo planta-endofito (TEJERA et al., 2006). No caso da cana-de-agucar esse nicho
favorece as bactérias por disponibilizar carbono como fonte de energia, 0 que é primordial
para a sobrevivéncia dos endo6fitos (ASSIS JUNIOR et al., 2004). TEJERA et al. (2006)
analisaram ainda, o conteudo do liquido do apoplasto de trés variedades de plantas de cana-
de-agUcar cultivadas na Espanha e verificaram que o teor de agucar, aminoacidos, proteinas,
amonio, nitrato e nitrito, variou de 150-170 mg.mL™, 2-6 mg.mL™, 2-3 m. mL*, 2-3 pg.mL™,
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1-1,5 ug.mL™ e 890-910 pg.mL™ respectivamente. Portanto, o teor desses produtos pode
variar com a variedade.

ASSIS JUNIOR et al. (2004) analisaram o contelido de 4acidos orgénicos e aglcar no
liquido do apoplasto de duas cultivares de plantas de cana cultivadas no Japdo, através da
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e demonstraram que o fluidodo apoplasto
da cana-de-aclcar contém aconitato, malato e citrato além de acidos organicos e acglcares
como a sacarose, a frutose e a glicose. Os autores também verificaram que G. diazotrophicus
e H. rubrisubalbicans utilizam preferencialmente sacarose e aconitato como fonte de carbono
respectivamente (ASSIS JUNIOR et al., 2004). Provavelmente esses &cidos organicos e
fontes de acuUcares sdo essenciais para bactérias endofiticas diazotréficas em troca do
nitrogénio fixado como fonte de energia em qualquer porgédo do caule e em qualquer idade da
planta. Esse resultado se assemelha com os encontrados por BELLONE & BELLONE (2006)
que ao verificarem diazotréficos no caldo de duas variedades de cana-de-agucar na Argentina,
realizaram também ensaios para verificarem o conteldo de acidos organicos e acucares e
encontraram o acucar glicose variando de 5-8%, e o0s &cidos organicos aconitato, citrato,
malato, fumarato, oxalato, glicolato e succinato em torno de 1,0; 0,15; 0,13; 0,1; 0,12; 0,05 e
0,019 mg.100mL™ respectivamente. Os autores relataram que a quantidade de glicose no
apice do caule é maior que sacarose e conforme segue até a base o0 inverso se torna
verdadeiro, e explicam isso dizendo que o &pice ¢é a regido de crescimento e, portanto, 0s
niveis de fonte de carbono sdo menores (sacarose e glicose, 15 e 18 mg.100mL™
respectivamente) quando comparado a base (sacarose e glicose, 163 e 6 mg.100mL™
respectivamente). Os autores sugerem que esta quantidade diferencial dessas duas fontes de
carbono seja responsavel por alteracdes espaciais de diazotroficos (BELLONE & BELLONE,
2006). DONG et al. (1994) ao estudarem o conteudo do liquido do apoplasto de duas
variedades de plantas de cana-de-acUcar cultivadas em Cuba, verificaram que o contetdo de
sacarose variou de 11-13% (p/v) e o pH do fluido em torno de 5,5. REIS et al. (2004) ao
descreverem a espécie B. tropica verificaram que a mesma cresce bem numa faixa de pH que
varia de 4,5-6,5, cresce de uma forma mais lenta numa faixa de pH variando de 7,0-7,5 e tem
uma faixa 6tima de crescimento de pH que é em torno de 5,0-5,8. Portanto, o experimento de
DONG e colaboradores (1994) o qual informa que o pH do fluido estd em torno de 5,5 sugere
que provavelmente este seja o nicho ideal de B. tropica se considerarmos apenas o fator pH.
Existem evidéncias que consideram que bactérias do género tem a caracteristica de colonizar
ambientes com o pH proximo ao neutro (LIESACK et al., 1997), porém ja existem evidéncias
de uma alta abundancia deste tipo de bactéria em ambientes mais acidos (NOGALES et al.,
2001; REIS et al., 2004). REIS et al. (2004) também verificaram que B. tropica pode utilizar
diversas fontes de carbono como fonte de energia como por exemplo aclcares e &cidos
organicos.

2.6. Genbmica funcional: abordagem do transcriptoma

O fendtipo de um organismo qualquer pode ser observado levando em consideracao 0s
pontos de vista morfoldgico, fisioldgico, bioquimico e molecular. Sob a visdo molecular, o
fendtipo pode ser descrito em termos de RNA mensageiro (MRNA) e proteinas, associados ao
genoma e influenciados pelo ambiente (SALVATO & CARVALHO, 2010). Dessa maneira, a
relacdo entre genotipo e fendtipo torna-se bastante complexa (MATTICK, 2003).

O transcriptoma compreende o conjunto completo dos transcritos de um organismo em
um determinado estagio de desenvolvimento ou condicdo fisiologica. A interpretacdo dos
elementos funcionais do genoma e o entendimento dos componentes moleculares de células e
tecidos sO sdo possiveis através do conhecimento e compreensao do transcriptoma (WANG et
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al., 2009), o qual é uma poderosa ferramenta para se entender a estrutura génica e a regulagdo
RNA-dependente de qualquer organismo (SOREK & COSSART, 2010).

Uma célula se mantém gracas a seus produtos génicos para poder efetuar as diversas
fungdes. As proteinas sdo 0s principais componentes ativos da maquinaria celular sendo o
DNA que armazena as informacdes para sua sintese a qual é mediada pelos respectivos
mRNA (MAGALHAES, 2007).

Durante todo o processo de diferenciacdo celular e tecidual um conjunto diversificado
de proteinas é mobilizado como resultado da expressdo diferencial dos respectivos genes.
Portanto, o primeiro ponto de controle molecular é a expressao génica do conjunto de mMRNA
(MAGALHAES, 2007). Além disso, o transcriptoma é variavel entre os diferentes tipos de
célula, tecidos e dérgdos de um dado individuo, sendo que a prépria condicdo fisioldgica
normal pode influenciar no perfil do transcriptoma (PASSOS et al., 2000).

Existem inimeros trabalhos que evidenciam a importancia do estudo do transcriptoma
para 0 entendimento da interacdo planta-bactéria. SHEIBANI-TEZERJI et al. (2015) ao
estudarem o transcriptoma de B. phytofirmans estirpe PsIN inoculada em duas variedades de
batata, observaram que cerca de 62% dos genes encontravam-se expressos nesta interagcdo. Os
autores verificaram que a bactéria € metabolicamente ativa na planta, pois a maioria dos genes
diferencialmente expressos foi relacionada a regulacdo transcricional, metabolismo geral
(acUcares, aminoacidos, lipideos e nucleotideos), producdo de energia e homeostase celular,
concluindo que o interior das plantas de batata como habitat ideal para PSIN pois nédo
requerem muitas funcionalidades especializadas (SHEIBANI-TEZERJI et al., 2015). Além
disso, verificaram que genes relacionados a motilidade e mecanismos de defesa parecem ter
menos importancia para o sucesso do estabelecimento endofitico bacteriano. No transcriptoma
de Pseudomonas syringae crescida ou na superficie de folhas de feijdo ou no apoplasto, foi
verificado que genes relacionados a sintese de flagelos e quimiotaxia foram reprimidos no
apoplasto indicando que um movimento mais ativo e direcionado aos nutrientes ndo €
necessario nesta condicdo (YU et al., 2013). Além disso, verificaram ainda que genes
envolvidos no catabolismo de fenilalanina foram menos expressos no apoplasto em
comparagao ao crescimento epifitico e chegaram a conclusdo que a bactéria elicita a producao
de fenilalanina, que é uma molécula precursora importante da defesa de plantas,
particularmente na superficie das folhas, no processo de infeccdo inicial sendo mais
importante que quando a bactéria ja colonizou (YU et al., 2013). Em Azospirillum lipoferum
inoculado em raizes de arroz apresentaram um alto nimero de genes relacionados a funcdes
regulatorias e transducdo de sinais sugerindo que diferentes sinais sdo percebidos pela
bactéria na raiz (DROGUE et al., 2014). J4 em Xanthomonas campestris inoculada em folhas
de repolho, genes relacionados com a biossintese de lipopolissacarideos foram superexpressos
nesta condicdo (BERNONVILLE et al., 2014). Além disso, as classes de genes do
metabolismo e transporte de carboidratos, producdo e conversdo de energia e mecanismos de
defesa tiveram sua expressao reprimida quando a bactéria esteve em contato com folhas de
repolho (BERNONVILLE et al., 2014). Genes envolvidos na motilidade, direcdo e formacéo
de biofilme foram fortemente expressos indicando que a bactéria pode perceber e direcionar
um movimento até a entrada nas folhas de repolho (BERNONVILLE et al., 2014). O
flavondide naringenina que faz parte de exsudatos radiculares (CESCO et al., 2010) regula a
expressdo de genes envolvidos na biossintese de parede celular de Herbaspirillum
seropedicae tornando-os reprimidos. Isto indica que a bactéria pode reprimir a expressao
desses genes quando em contato com o flavondide para escapar da resposta imune da planta
(TADRA-SFEIR et al., 2015). Além desses genes, também foram reprimidos genes
relacionados com a biossintese de flagelos e quimiotaxia, indicando que naringenina pode
reduzir o movimento de H. seropedicae (TADRA-SFEIR et al., 2015).
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Portanto, o estudo do transcriptdma de bactérias quando em associagcdo com plantas,
ou em contato com fluidos vegetais, pode prover importantes informacdes sobre o0 processo
regulatorio que a bactéria € capaz de expressar e, deste modo, auxiliar o conhecimento mais
aprofundado do potencial genético da bactéria e também fornecer informacdes para processos
biotecnoldgicos futuros. Baseado na importancia do uso do transcriptoma no conhecimento de
interacdes complexas entre planta-bactéria, esta tese teve como objetivo o estudo do perfil
transcriptbmico da bactéria diazotréfica B. tropica estirpe Ppe8 cultivada no liquido do
apoplasto de cana-de-acUcar.
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4. CAPITULO |

Determinacao de genes de referéncia de Burkholderia tropica estirpe Ppe8
cultivada em diferentes fontes de carbono para a validagdo do
transcriptoma da bactéria por RT-gPCR
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4.1. RESUMO

Bactérias pertencentes ao género Burkholderia apresentam ampla gama de
hospedeiros como plantas, animais e homens e sdo bastante cosmopolitas. Dentro do género
existem espécies que causam doencas em humanos e em plantas, contudo também existem
espécies que apresentam propriedades benéficas as plantas como a fixacdo biologica de
nitogénio. Burkholderia tropica estirpe Ppe8 é uma estirpe que compde o inoculante da cana-
de-acUcar da Embrapa Agrobiologia. Esta espécie tem o potencial de realizar o processo de
fixagdo bioldgica de nitrogénio, bem como auxiliar no controle biolégico de fitopatdgenos,
porém pouco se conhece sobre esta bactéria e sua interacdo (didlogo molecular) com plantas
de cana-de-acUcar. Para aprofundar o entendimento da interacdo, a transcriptdbmica é uma
ferramenta bastante promissora. O metodo de quantificacdo reversa pela reacdo em cadeia da
polimerase (RT-qPCR) é considerado o método preferencial para estudos de expressdo génica
diferencial em diferentes condicdes por ser considerado altamente sensivel e especifico. Além
disso, a RT-gPCR pode ser usado para validar dados de transcriptoma e para tanto torna-se
necessario fazer uso de normalizadores internos como genes de referéncia. Apesar da
literatura ja indicar diversos genes de referéncia para diversos organismos, nem sempre 0S
mesmos sdo estaveis nas reagOes de RT-gPCR para o organismo alvo. Neste sentido do
trabalho o presente capitulo teve por objetivo, selecionar e validar genes de referéncia para
uso nas analises do transcriptoma da bactéria Burkholderia tropica estirpe Ppe8 quando
cultivada na presenca do fluido do apoplasto de cana-de-acucar. A selecdo dos genes
candidatos foi realizada ap0s o cultivo da estirpe Ppe8 no meio JMV liquido e JMV
modificado pela substituicdo do manitol por cinco fontes de carbono diferentes: glicose,
frutose, sacarose, acido aconitico e caldo de cana-de-agUcar. As células foram coletadas
quando a bactéria atingiu a metade da fase exponencial e 0 RNA total foi extraido seguido da
sintese de cDNA para as analises de RT-qPCR. Foram testados seis genes candidatos a
normalizadores: IpxC, gyrB, recA, rpoA, rpoB e rpoD, todos presentes no genoma da estirpe
Ppe8. As analises realizadas com os programas GeNorm e NormFinder indicaram os genes
IpxC, gyrB e recA como os genes de referéncia com expressdes mais estaveis. A variacao par-
a-par sugeriu a utilizacdo de um numero acima de seis genes, porém, optou-se pela selecédo
dos trés genes que normalmente sdo suficientes para normalizacdo e também para reducao nos
custos. A validacao dos trés genes de referéncia selecionados foi realizada através da analise
da expressdo de nove genes alvos (glgA, glgB, glgC, treY, treZ, otsA, sdhD, ORF_6066 e
ORF_7487), todos associados a classe de metabolismo de carboidratos. O crescimento da
estirpe Ppe8 em meio JMV contendo manitol como fonte de carbono foi usado como
calibrador (RQ=1). Os resultados mostraram que a expressdo relativa dos nove genes é
alterada na presenca das diferentes fontes de carbono e que os genes de referéncia
selecionados (IpxC, gyrB e recA) sdo genes com expressdes estaveis e portanto passiveis de
serem usados na validacdo do transcriptoma da estirpe Ppe8 cultivada na presenca do liquido
do apoplasto de cana-de-agucar.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias diazotroficas, genes normalizadores, FBN, expressdo
relativa.
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4.2. ABSTRACT

Bacteria belonging to the genus Burkholderia have broad host range such plants,
animals and humans and are quite cosmopolitan. There are species within the genus that cause
diseases to humans and plants, but there are also species with beneficial properties of plants
such as biological nitrogen fixation. Burkholderia tropica Ppe8 strain is a bacterial strain that
composes the inoculant of sugarcane of Embrapa Agrobiologia. This species has the potential
to fix nitrogen as well as assist in the biological control of plant pathogens, however, little is
known about this bacterium and its interaction (molecular dialogue) with sugarcane plants. To
better understanding the interaction with the plants is necessary to obtain better knowledge in
the area of transcriptomics. The method of quantification by reverse polymerase chain
reaction (RT-qPCR) is considered the preferred method for differential gene expression
studies in different conditions due to its high sensitive and specificity. In addition, the RT-
gPCR may be used to validate transcriptome data and for that it becomes necessary to use
internal gene as reference. Although the literature has indicated reference genes for many
diverse organisms, they are not always stable in RT-gPCR reactions for the target organism.
In this sense, this chapter aimed to select and validate reference genes for use in the analysis
of the transcriptome of the bacteria Burkholderia tropica strain Ppe8when grown in the
presence of sugarcane apoplastic fluid. The selection of the candidate genes was carried out
after culturing the strain Ppe8 in JMV liquid medium and JMV modified by replacing the
mannitol by five different carbon sources: glucose, fructose, sucrose, aconitic acid and
sugarcane juice. Cells were collected when the bacterium reach half of the exponential phase,
total RNA was extracted followed by cDNA synthesis for RT-gPCR analysis. Six candidate
genes were tested: IpxC, gyrB, recA, rpoA, rpoB and rpoD, all present in the genome of Ppe8
strain. The analyses carried out with the GeNorm and NormFinder programs indicated the
IpxC genes gyrB and recA as the most stable reference genes. The pair-to-pair variation
suggested using a number above six genes, however, we decided for the selection of the three
genes usually sufficient to standardization and also by the reduction in costs. Validation of the
three selected reference genes was performed by analyzing the expression of nine target genes
(glgA, glgB, glgC, treY, treZ, otsA, sdhD, ORF_6066 e ORF _7487), all associated with
carbohydrate metabolism class. Growth of strain PPe8 in JMV medium containing mannitol
as carbon source was used as the calibrator (RQ = 1). The results showed that the relative
expression of nine genes is altered in the presence of different carbon sources and that the
selected reference genes (IpxC, gyrB and recA) are stable genes and therefore capable of being
used in the transcriptome validation of Ppe8 strain cultivated in presence of sugarcane
apoplast liquid.

KEY-WORDS: Diazotrophic bacteria, normalizing gene, BFN, relative expression.
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4.3. INTRODUCAO

O género Burkholderia pertence ao sub filo B-proteobactéria (YABUUCHI et al.,
1991) e compreende 96 espécies originadas de diferentes ambientes, incluindo: rios,
sedimentos, solo associadas a plantas, humanos e animais (LPNS, 2016). Dentre as duas
principais ramificacGes existentes, uma delas é composta por espécies ambientais que ndo
causam doencas. Dentre as 96 espécies, 20 tém a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico
(GILLIS et al., 1995; ACHOUAK et al., 1999; COENYE et al., 1999; ZHANG et al., 2000;
COENYE et al., 2001; VANDAMME et al., 2002; CABALLERO-MELLADO et al., 2004;
GORIS et al., 2004; REIS et al., 2004; CHEN et al., 2006; PERIN et al., 2006; CHEN et al.,
2007; ELLIOTT et al., 2007; CHEN et al., 2008; AIZAWA et al., 2010; AIZAWA et al.,
2011; DE OLIVEIRA CUNHA et al., 2012; SHEU et al., 2012; MARTINEZ-AGUILAR et
al., 2013; SHEU et al., 2013). E dentre as fixadoras, varias espécies sdo capazes de fixar
nitrogénio atmosférico por meio da formacdo de nodulos em associagdo com plantas
leguminosas (TALBI et al., 2010; LIU et al., 2011; ORMENO-ORRILLO et al., 2012;
BEUKES et al., 2013; BOURNAUD et al., 2013; ANGUS et al., 2014; DE OLIVEIRA-
LONGATTI et al., 2015). Além disso, existem varias espécies, diazotroficas ou ndo, que
podem colonizar a rizosfera e/ou endofiticamente uma ampla gama de espécies de plantas
como, milho, sorgo, cana-de-agucar, arroz, abacaxi e café (GILLIS et al., 1995; ACHOUAK
et al., 1999; COENYE et al., 1999; COENYE et al., 2001; CABALLERO-MELLADO et al.,
2004; GORIS et al., 2004; REIS et al., 2004; PERIN et al., 2006; AIZAWA et al., 2011; DE
OLIVEIRA CUNHA et al., 2012; MARTINEZ-AGUILAR et al., 2013).

Entre essas espécies que se associam com plantas ndo leguminosas, esta a
Burkholderia tropica (REIS et al., 2004), que é uma bactéria Gram negativa, que fixa
nitrogénio sob condi¢Ges microaerdbicas nos meios JMV semi-sélido livre de nitrogénio,
LGI-P e BAz (BALDANI et al., 2014). Bactérias do género Burkholderia colonizam a
rizosfera e tecidos internos de uma ampla gama de plantas hospedeiras incluindo a cana-de-
actucar (CABALLERO-MELLADO et al., 2004; REIS et al., 2004; PERIN et al., 2006;
COMPANT et al., 2008; MATTOS et al, 2008). O apoplasto, potencial nicho bacteriano,
constitui os espacos intercelulares (0 meio extracelular), espacos aquosos externos a
membrana plasmatica incluindo a parede celular e o xilema (HASLAM et al., 2003). Portanto,
0 apoplasto representa um compartimento altamente dindmico que serve como um continuo
que vai da raiz, passando pelo caule e chegando até as folhas, sendo bastante importante no
gue tange a percepcao e transducdo de sinais do ambiente para o simplasto (meio intracelular)
(PECHANOVA et al., 2010).

De acordo com SATTELMACHER (2001), enddéfitos bacterianos presentes no
apoplasto promovem o crescimento da planta, especialmente por aumentar a resisténcia a
fatores bidticos e abidticos e por ter acdo direta na nutricdo mineral das plantas.
DOBEREINER, em 1992, ja havia sugerido que bactérias diazotréficas endofiticas seriam
beneficiadas por esse nicho por ndo existir competicdo por fontes de carbono e reducdo de
oxigénio disponivel o que importante para o funcionamento da nitrogenase. O fluido do
apoplasto de cana-de-acUcar é constituido, principalmente, por sacarose, glicose, frutose e
acido aconitico, que podem ser utilizados pelos endo6fitos como fontes de carbono (DONG et
al., 1994; ASSIS JUNIOR et al., 2004). Ja o caldo de cana também contém agua e compostos
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orgénicos dissolvidos, bem como enzimas conhecidas como invertases 4cida e neutra nos
vasos do xilema para acimulo de sacarose (HATCH & GLASZIOU, 1963). Além disso,
contém &cidos organicos como aconitato, citrato, malato, fumarato, oxalato e glicolato e
acucares como xilose, arabinose, galactose, frutose, glicose e sacarose (VICENTE et al.,
1991; BELLONE & BELLONE, 2006). Estes nutrientes estdo presentes em todos os érgéos
da parte aérea, contudo, sua concentracdo varia dentro da planta de acordo com o crescimento
e desenvolvimento de regides particulares (BELLONE & BELLONE, 2006). E sabido que a
B. tropica estirpe Ppe8 utiliza vérias fontes de carbono que podem estar presentes tanto no
fluido do apoplasto quanto no caldo de cana-de-agucar, tais como N-acetilglicosamina, DL-
arabinose, D-arabitol, D-frutose, galactose, gluconato, D-glicose, glicerol, inositol, 2-
cetogluconato, malato, manitol, D-manose, fenilacetato, sorbitol e D-xilose (REIS et al.,
2004). Porém ainda ndo se tem informacdes sobre a expressao génica da bactéria na presenca
do fluido do apoplasto de cana-de-agtcar nem como a bactéria se comportaria na presenca do
caldo de cana ou das fontes de carbono que o compdem.

O método de transcricao reversa, seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-
gPCR) é considerado o método preferencial para estudos em expressdao génica diferencial de
mRNA em diferentes condi¢des (BUSTIN et al., 2009) uma vez que é altamente sensivel e
especifico (BUSTIN et al., 2009). A RT-gPCR pode ser usada tanto para métodos
independentes para analise de expressdo quanto para validar dados em comparacédo a genes de
referéncia, por exemplo, genes que possuem estabilidade de expressdo sob varias condi¢oes
experimentais (DALLAS et al., 2005). Em um trabalho recente, foi mostrada uma lista de
genes comumente empregados como referéncia: 16S rRNA, gyrA, recA, rpoB, rpoA, gyrB,
gap, rho, ftsZ, secA, rpoC, gmk, adk, rpoD, dnaG, gInA, IdhD e recF em estudos com
bactérias cultivadas em diferentes condi¢cbes (ROCHA et al., 2015). A escolha correta do
gene referéncia € muito importante em funcdo das variacbes ambientais que podem levar a
interpretacdes incorretas dos resultados (VANDESOMPELE et al., 2002). Um estudo com o
endéfito diazotréfico G. diazotrophicus estirpe PALS5, indicou o0s genes 23S rRNA, rho e recA
como genes de referéncias apropriados para avaliar a expressao génica durante o crescimento
da bactéria em diferentes fontes de carbono (GALISA et al., 2012). Similarmente, 0s genes
gyrA, glyA e recA foram escolhidos para trés estirpes de A. brasilense crescidas em diferentes
tipos de meio de cultivo (MCMILLAN & PEREG, 2014). A selecdo de genes de referéncia
também tem sido realizada para varias bactérias ndo diazotroficas, incluindo Bacillus cereus
(REITER et al., 2011), Escherichia coli (ZHOU et al., 2011), Clostridium difficile
(METCALF et al., 2010), dentre outras. Contudo, ndo existem dados publicados usando
genes de referéncia para B. tropica estirpe Ppe8. Para tanto, apesar de diversos trabalhos
terem sido publicados com bactérias, ndo existem genes de referéncia comuns a todas e,
portanto, o uso inapropriado desses genes pode levar a resultados incorretos (DHEDA et al.,
2005). Além disso, o conjunto de genes de referéncia devem ser validados dentro de uma
condicao experimental especifica para posteriormente usa-los como normalizadores (DHEDA
et al., 2005).

Diante do exposto, o0 objetivo do trabalho deste capitulo foi a selecdo e validacdo de
genes de referéncia para a bactéria diazotrofica B. tropica estirpe Ppe8 cultivada em
diferentes fontes de carbono visando o seu emprego nos estudos de validacdo do
transcriptoma da Ppe8 cultivada no liquido do apoplasto de cana-de-agucar.
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4.4. MATERIAL E METODOS

4.4.1. Estirpe bacteriana, condicdes de crescimento e extracdo do RNA

A bactéria Burkholderia tropica estirpe Ppe8 (BR11366), obtida da Colecdo de
Culturas de Bactérias Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia, foi cultivada em Erlenmeyers
com capacidade de 250 ml contendo 100 ml de meio liquido JMV (0,5% de manitol e 10 mM
de glutamato de sédio) (BALDANI et al., 2014) (Anexos 1, 2 e 3), meio JIMV modificado
com fontes de carbono distintas: 0,5% de glicose, 0,5% de sacarose, 0,5% de frutose, 0,5%
acido aconitico ou 100% de caldo de cana-de-agUcar em triplicata bioldgica. Afim de se
confirmar a bactéria taxonomicamente foram utilizados iniciadores espécie-especificos
desenhados por Boa Sorte (2013) (Anexo 4). As células foram incubadas a 30°C, a 150 rpm
por 18 horas. Foram centrifugados 5 ml das culturas (10" células.ml™) a 9.000 xg por 10
minutos a 4°C e o sedimento celular foi usado para a extracdo do RNA total. A extragédo de
RNA total foi realizada através da adicdo de 1 ml do reagente TRIzol® (Life Technologies,
Cat. No. 15596) (previamente aquecido a 60°C), seguido de agitacdo vigorosa em Vortex por
30 segundos e incubacdo em temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 200 pl de solugdo de cloroférmio, e as amostras foram homogeneizadas e
incubadas por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas por 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida
cuidadosamente com auxilio de micropipeta para um novo microtubo, onde foi adicionado o
mesmo volume de isopropanol gelado e a mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. A amostra foi centrifugada a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi redissolvido em 1 ml de etanol 70% (v/v) e, posteriormente,
centrifugado a 12.000 xg por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e o precipitado
foi seco a temperatura ambiente e dissolvido em 25 pl de agua ultrapura tratada com DEPC
(dietil pirocarbonato) (adgua ultrapura livre de RNases). O RNA total foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) em uma cuba de eletroforese com tampdo TAE 1X
(40 mM de Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,0) para analise da sua integridade e
posteriormente quantificado por meio do protocolo Qubit'™ Quantitation Plataform, que se
compde do aparelho Qubit fluorimetro (Invitrogen) e dos reagentes do kit Quant-it
(Invitrogen). A quantificacdo foi realizada a partir do preparo da solucdo de trabalho
(Working solution) onde foram adicionados 199 pl de tampé&o a 1 pul de solucdo de fluoréforo.
Para calibracdo do aparelho foram preparadas duas amostras padrdo com 190 ul de solucéo de
trabalho e 10 pl dos padrées: Padrdo 1 (Standard 1) e Padréo 2 (Standard 2). De cada amostra
de RNA, foi utilizado 1 ul, ao qual foram adicionados 199 ul de solucdo de trabalho. Todos
os tubos foram homogeneizados em Vortex e incubados a temperatura ambiente (25°C) por 2
minutos. As amostras foram entdo quantificadas no Qubit fluorimetro.

Uma aliquota de 10 pg das amostras de RNA extraido foi tratada com 2 ul de enzima
DNase (RNase-Free DNase | — Epicentre® Cat. No. D9910K) e incubada a 37°C por 40
minutos e posteriormente, para inativar a enzima, 65°C por 5 minutos. O RNA foi submetido
a uma PCR para verificacdo da eficiéncia do tratamento das amostras com Dnase, com 0s
oligonucleotideos  iniciadores  sintetizados, 5’-GGAATTCCGCTGAGAGGTGGA-3’
(Forward) 5’-GGCTTGGCAACCCTCTGTTCC-3" (Reverse) (Boa Sorte, 2013), em que foi
realizada a amplificacdo de regides diferentes do 16S rRNA de B. tropica. A reacdo foi
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constituida de 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (ANTP), 2,5 U de
Tag DNA polimerase, tampéo para Tag DNA polimerase 1X (1 mM de Tris-HCI, pH 9,0 e 5
mM de KCI) (Invitrogen, Cat. No. 11615-010), 120 nM de cada iniciador e 1 ul de RNA total
extraido. As condicGes de temperatura empregadas nas reacfes de PCR foram: 5 minutos a
96°C (desnaturacdo), 1 minuto a 95°C (desnaturagdo), 15 segundos a 62°C (anelamento), 45
segundos a 72°C (polimerizacédo), retorno 39 ciclos para a segunda etapa, 5 minutos a 72°C
(extens&o final) e, finalmente, 4°C. Para a verificacdo da amplificacdo, 5 pul dos produtos de
PCR foram aplicados em um gel de agarose a 2% (m/v) em uma cuba de eletroforese com
tampdo TAE 1X (40 mM de Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,0) e submetidos a
uma voltagem de 80 V por 90 minutos. O gel foi entdo corado com brometo de etideo (5 g.mI’
1) e visualizado sob luz ultravioleta a 254 nm, com o uso do fotodocumentador KODAK® Gel
Logic 100 (KODAK Scientific Imaging Systems, Cat. No. 172.8468). A analise do gel foi
realizada com o programa de anélise de imagens da KODAK® 1D Image Analysis (KODAK
Molecular Imaging Systems, Cat. No. 811.2344). Como referéncia nas andlises, foi
empregado o marcador de tamanho molecular 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Cat. No.
10787-018). Foi aplicado também como controle, 1 ul de DNA de Ppe8 a 100 ng como
controle positivo.

4.4.2. Sintese do cDNA

Apos a confirmacgdo da pureza do RNA total extraido através da ndo amplificacdo de
uma banda de fragmento de 260 pb, a sintese do cDNA foi realizada. A primeira fita de
cDNA foi sintetizada seguindo instru¢cdes do manual do fabricante usando o kit Superscript™
I11 Reverse Transcriptase (Invitrogen, Cat. No. 18080-093). Dez microgramas de RNA total
foram utilizados na reacdo de sintese da primeira fita de cDNA. Ao RNA total foram
adicionados 2 pl de solugdo de iniciadores aleatérios (Random Primers) a 250 ng.ul™
(Invitrogen,Cat.N0.48190-011), 2 pl de dNTP a 10mM e agua ultra-pura tratada com DEPC
até o volume final de 26 pl. A mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos e, posteriormente,
incubada no gelo. O contetdo foi brevemente centrifugado, e aos quais foram adicionados 8
pl de Tampédo 5X (250 mM de Tris-HCI, 375 mM de KCI e 15 mM de MgCly), 2 ul de
solucdo de DTT a 100 mM, 2 pl de solucdo de inibidores de RNase RNaseOUT™ a 40 U.ul™*
e 2 pl de solucdo de SuperScript® Il Reverse Transcriptase a 200 U.ul™. A mistura foi
incubada a 25°C por 10 minutos e, em seguida, a 50°C por 60 minutos. A reacao foi inativada
a 70°C por 15 minutos, conforme as recomendacdes do fabricante. O cDNA foi diluido a uma
proporcao de 1:20 e, entdo empregado para a reacdo no RT-gPCR.

4.4.3. Genes de referéncia candidatos e desenho dos iniciadores

Primeiramente para validar a expressdo dos genes do transcriptoma por RT-qPCR,
foram selecionados alguns genes comumente usados como normalizadores (GALISA et al.,
2012; ROCHA et al., 2015). As sequéncias foram desenhadas a partir do genoma de B.
tropica estirpe Ppe8 disponivel em http://bioinfo-ext.cnpab.embrapa.br/blast através do
programa (Primer3 plus) (ROZEN & SKALETSKY, 1999). Seis genes participantes de
quatro diferentes subsistemas, identificados no genoma da B. tropica estirpe PPe8, foram
selecionados (Tabela 1). Os iniciadores desenhados apresentaram de 19-21 pb (pares de
bases), um conteudo de G/C acima de 50%, Tm (temperatura de anelamento) entre 60°C e
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65°C, e comprimento do produto de PCR entre 100 e 170 pb. As sequéncias dos iniciadores
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 1. Identificagéo e funcdo dos genes usados para selecdo de um controle interno
nas reagoes de RT-gPCR.

Nome do gene Produto do gene Funcéo essencial conhecida

gyrB Subunidade B da girase Replicagdo do DNA,
superenovelamento do DNA
cromossémico

rpoA RNA polimerase, subunidade oo Inicio da transcricéo e sintese do
RNA

rpoB RNA polimerase, subunidade Sintese do RNA

rpoD RNA polimerase, fator sigma 70  Inicio da transcricdo e sintese do
RNA

recA Proteina recA Recombinacgdo homéloga do
DNA

IpxC UDP-3-O-acil,N- Cataliza o segundo passo da

acetilglucosamina deacetilase biosintese no lipideo A

Tabela 2. Caracteristicas dos iniciadores desenhados para a normalizacdo dos genes de
referencia candidatos.

Gene Forward (5'-3") primer Tamanhodo  Concentragéo Tm (°C)  Eficiéncia
Reverse (5'-3") primer amplicon usada (nmol) (%)
(pb)
gyrB GGCGATAGAAGAACGTCAGC 116 500 62 85
CGGCAAGGAAGATTACAACC
rpoA TGGTGTGCAAGAGGATGTGG 163 100 60 87
CGGGTTGATGACTTCGCAGT
rpoB TCAGGTCGTGCGGCATCAGG 170 100 65 87
CAACGGCAAGGGCGAAGTG
rpoD GCACGCAGACATCAACGACC 100 300 62 88
TGTAGACCTGCACGCCCATGT
recA TCTGGACATTCGCCGTATCG 141 500 60 90
GAGATGCCTTCGCCGTAGAG
IpxC TGAAGACGGTCGGCATCGGC 112 100 65 85
ACGGGGGTCGGCAAATCCAC

4.4.4. Condicdes das reacdes de RT-qPCR

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas com amostras de cDNA diluidas 1:20,
provenientes de trés réplicas bioldgicas, utilizando o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™) em placas de 96 pocos (MicroAmp® Optical 96, Applied
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Biosystems™), com a utilizacdo de 5 pl do cDNA diluido, 7,5 pl de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems™ Cat. No. 4385612) e volume variado dos iniciadores
direto e reverso, de acordo com a concentracdo de iniciador utilizado para cada gene e o
volume final da reacdo foi completado para 15 pl com agua ultrapura livre de nucleases.
Todas as corridas de RT-gPCR foram realizadas usando trés réplicas técnicas e um controle
sem cDNA, bem como trés sinteses de cDNA independentes.

A reacéo foi realizada utilizando o programa: 95°C por dois minutos, seguidos por 40
ciclos de desnaturagdo a 95°C por 20 segundos, anelamento e aquisicdo da fluorescéncia a
60°C por 30 segundos.

4.4.5. Andlise da expressao dos genes candidatos para uso como normalizadores

Os valores de Cq (Ciclos de quantificagdo) dos seis genes avaliados neste estudo
foram obtidos através do programa Miner (ZHAO & RUSSEL, 2005), os quais foram
importados para o programa gBase v1.3.5 (HELLEMANS et al., 2007) e convertidos em
quantidades relativas ndo normalizadas, corrigidas pelos valores de eficiéncia de amplificacao
para cada gene, usando a formula Q=E““Y, onde E corresponde a eficiéncia de amplificacéo
do gene e ACq é a amostra com menor expressao entre o grupo de dados subtraida do valor de
Cq da amostra de referéncia. Esses dados ndo normalizados foram independentemente
importados para os programas geNorm v3.5 e NormFinder (ANDERSEN et al., 2004), para
determinar os genes de referéncia mais estaveis para as condigdes testadas, tanto em relacao
as fontes de carbono juntas quanto separadamente.

A anélise do perfil de expressdo dos genes alvos (Tabela 3) foi realizada com as
mesmas amostras de cDNA dos genes de referéncia. As condigdes da RT-gPCR foram
realizadas com os mesmos critérios aplicados para os genes de referéncia e com concentragédo
de 500 nmol para todos os iniciadores. Os genes alvos foram selecionados no genoma de Ppe8
sendo escolhidos os genes pertencentes a classe de metabolismo de carboidratos. As analises
de quantificacdo relativa (RQ), Cq e valores de eficiéncia foram determinados usando o
programa Miner (ZHAO & RUSSEL, 2005). Estes valores foram calculados para a expressao
relativa com o programa gBase v1.3.5 (HELLEMANS et al., 2007).
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Tabela 3.

Caracteristicas dos iniciadores desenhados para os genes alvo

Gene Forward (5'-3") primer Tamanho do Tm (°C) Funcéo do gene
Reverse (5'-3") primer amplicon (pb)
Glicose-1-
glgC ACCTTTACGACCGCAACTG 183 62 fosfato-
ACGACTTCACGACCACATTC adeniltransferase
Enzima de
glgB CCTCAATCACGAAACGCAG 141 62 quebra da 1,4
ATCCAGCCCATGTTCCACT alfa-glucana
treY GCGACTTCACGTATGCCAC 117 62 t'\"al'mg".cots”
TGAAATAGCGGTTGTCGGTC realose sintase
treZ ACCTCGTTCGTGATGTTCC 166 60 t '\"Ia'm%'.igosl”
AGCCGTATTCCTCTTCCATG realose hidrofase
glgA ATCCACAACCTCGCCTATC 109 62 sintase do
AAAGCTGACCGTAAAACTCG glicogenio
OtsA CCACGACTACGAAGGCTATTG 173 62 . T;ef"os.e'f'
ACGGAATGTGCAGGAAGAAG osfato-sintase
sdhD TGCTCGTCCTCTTCTTTGG 163 62 ] ﬁ!g:‘:i”ato
ACGGGCTTGATGTAGTCCA ehidrogenase
ORF_6066 GGATTTTCGCACGCTGTAT 81 60 Gluconolactonase
GAGAGTTCACCGTCATCGC
Transportador de
ORF_7487 ATCTTCACGTTCATCAGCG 139 62 acucar do tipo
CCATCACCAGTTCCCATTC ABC
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1. Obtencéo do RNA bacteriano

Através da eletroforese em gel de agarose 2%, foi possivel observar que a extracdao do
RNA total foi realizada com eficiéncia ja que ndo houve degradacdo do RNA ribossomal
(rRNA) (Figura 1). Em adigdo, mostra que o tratamento com DNase foi eficiente pois ndo
houve amplificacdo do fragmento de 260 pb do 16S rRNA bacteriano (Figura 2).

ZENSEEAE 5 6,7 SREEOENI0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

.
.
ey

Figura 1. RNA total extraido de B. tropica estirpe Ppe8 cultivada em meio JMV
suplementado com diferentes fontes de carbono Canaletas: 1 e 11 - marcador de peso
molecular 1kb plus; 2, 3 e 4 - meio JMV com 0,5% sacarose; 5, 6 e 7 - meio JIMV com 0,5%
glicose; 8, 9 e 10 - meio JMV com 0,5% frutose; 12, 13 e 14 - meio JMV com 0,5% manitol;
15, 16 e 17 - meio JMV com 0,5% de acido aconitico; e 18, 19 e 20 - caldo de cana-de-acgucar.
Todos os tratamentos com triplicatas biologicas 1, 2 e 3.
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Figura 2. Produto de PCR amplificado com iniciadores especificos de B. tropica estirpe Ppe8
cultivada em meio JMV suplementado com 0,5% de diferentes fontes de carbono ou caldo de
cana. Canaletas: 1 e 12 - marcador de peso molecular 1kb; 2 e 13 - controle positivo (DNA
Ppe8); 3, 4 e 5 - sacarose; 6, 7 e 8 - glicose; 9, 10 e 11 - frutose; 14, 15 e 16 - manitol; 17, 18
e 19 - de acido aconitico; e 20, 21 e 22 - caldo de cana-de-acucar. Todos os tratamentos em
triplicata bioldgica.

4.5.2. Niveis de expressao dos genes de referéncia selecionados como candidatos

Para selecionar genes de referéncia confiaveis o0 RNA total foi isolado de B. tropica
estirpe Ppe8 crescida em seis diferentes fontes de carbono e o cDNA foi produzido para
comparar a expressdo de seis genes. O valor de Cy (média de trés réplicas) ficou na faixa de
14,6 a 24,3, indicando diferentes niveis de expressdo (Figura 3). O gene IpxC apresentou
valores de Cr médio de 16,24; 17,94; 17,55; 18,29; 19,42 e 17,74 nas fontes de carbono
sacarose, glicose, manitol, frutose, &cido aconitico e caldo de cana-de-acUcar,
respectivamente, jA 0 gene recA apresentou valores de Cy médio de 16,77; 18,32; 17,12;
18,31; 20,12 e 18,28, respectivamente. Esses dois genes, pela analise do grafico e valores de
Ct, apresentaram resultados com variacdes reduzidas dentro das fontes de carbono usadas. Os
valores variaram de 19,39 a 24,33 para 0 gene gyrB, de 14,56 a 21,53 para 0 gene rpoA, de
15,20 a 20,85 para 0 gene rpoB e de 16,70 a 21,78 para o0 gene rpoD (Figura 3).

RT-gPCR é um dos métodos de quantificacdo de acidos nucleicos mais utilizados pois
é uma técnica bastante especifica e de alta sensibilidade (BUSTIN et al., 2009). Um aspecto
essencial de estudos de RT-gPCR é o uso de genes de referéncia para normalizacdo de dados.
Portanto, a escolha de genes de referéncia apropriados € bastante importante
(VANDESOMPELE et al., 2002; GUENIN et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2008). Alguns
estudos tém mostrado que diferentes genes de referéncia podem modificar a conclusdo dos
resultados (GLARE et al., 2002; DHEDA et al., 2004; KRIEGOVA et al., 2008). Varios
genes sdo tradicionalmente conhecidos como constitutivos sendo amplamente utilizados,
entretanto, mesmo genes envolvidos em processos celulares basicos podem apresentar
variagdes significativas de expressdo, ndo sendo apropriados para utilizagdo como controles
internos em determinadas situagdes (GUENIN et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2008).
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Figura 3. Valores de C de seis genes de referéncia determinados em B. tropica estirpe Ppe8
cultivada em seis diferentes fontes de carbono. Os valores de C+ foram mensurados de trés
réplicas biologicas. Barras significam o desvio padréo.

4.5.3. Estabilidade dos genes de referéncia

Vaérios algoritmos estatisticos tém sido desenvolvidos para selecionar os genes de
referéncia com expressdes mais estaveis. Neste estudo foram utilizados dois programas mais
comuns (GeNorm e NormFinder) para determinar os genes de referéncia mais estaveis. Tanto
0 GeNorm quanto o NormFinder empregam quantidades relativas derivadas do valor de C+
quando calculam a estabilidade (MCMILLAN & PEREG, 2014). A comparacgédo de genes de
referéncia usando diferentes algoritmos permite selecionar com maior precisdo 0s genes que
poderdo ser usados como referéncia e reduz o risco de selecdo artificial de transcritos co-
regulados (CAPELLI et al., 2008). O GeNorm analisa além do valor da estabilidade da
expressdo (M), o fator de normalizacdo (NF) baseado na média geométrica do valor de
expressdo do conjunto de genes de referéncia testados. O gene com o menor valor de M é
considerado de expressdo mais estavel enguanto aquele que apresentar o maior valor é
considerado como tendo maior variabilidade de expressdo nas condicdes testadas. Neste
estudo, os genes IpxC e recA mostraram os menores valores de estabilidade (M) (0,4), seguido
pelo gene gyrB (0,65) que foram indicados como 0s genes mais estaveis pelo GeNorm,
seguido por rpoD, rpoB e rpoA (0,77, 0,88 e 0,94, respectivamente), indicado como menos
estaveis. Os genes rpoD, rpoB e rpoA sdo considerados 0s genes menos estaveis entre 0s
genes analisados através do GeNorm (Figura 4), embora o valor médio de estabilidade para
todos o0s genes tenham ficado abaixo do valor de corte (1,5) proposto por VANDESOMPELE
et al. (2002). Os menores valores indicam o0s genes mais estaveis (Figura 4). Portanto
realizou-se uma analise do nimero 6timo de genes necessarios para a normalizagdo acurada
dos dados pelo programa GeNorm que calcula a variagéo V. A varia¢do par a par (pair-wise,
Vn/Vn+1) também ¢ avaliada, a qual calcula o efeito da adi¢do do proximo gene mais estavel
no NF e determina o numero 6timo de genes para uma normalizagdo acurada. O valor dessa
variacdo foi de 0,247; 0,217; 0,196 e 0,166 para as variagOes par-a-par (2/3, 3/4, 4/5 e 5/6,
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respectivamente) (Figura 5). Esses valores ficaram acima do recomendado (0,15) pelos
desenvolvedores do GeNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). Considerando este valor
proposto, a utilizacdo de trés genes ainda nédo seria suficiente para uma normalizacdo perfeita,
e o0s valores mostram tendéncia para o uso de mais de seis genes. Em estudos de expresséo de
genes do peixe bacalhau do Atlantico durante diferentes temperaturas, os valores de pair-wise
também ficaram acima de 0,15 (AURSNES et al., 2011). Em estudos de expressdo de genes
de Sesamia inferens, uma mariposa importante praga de arroz na China, durante varios
estagios de crescimento, estresses abioticos e diferentes tecidos coletados, os valores de pair-
wise também ficaram acima de 0,15 em todas as condi¢Ges testadas, e 0s autores
selecionaram, portanto, trés genes para normalizacdo (SUN et al., 2015). DERVEAUX et al.
(2010) sugerem que tipicamente entre trés e cinco genes S&80 necessarios para uma
normalizagdo precisa. Trés genes de referéncia foram considerados suficientes, IpxC, recA e
gyrB, para fins de praticidade e reducdo de custos (VANDESOMPELE et al., 2002;
AURSNES et al.,, 2011). Além disso, independente dos valores, esses resultados sdo
interessantes, pois ndo existem estudos na literatura mostrando genes normalizadores para
esta estirpe bacteriana.
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0.6
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Meédia da estabilidade de expressao (M)

04 T T T 1
rpoA rpoB rpoD gyrB IpxC
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Figura 4. Analise da estabilidade de expressdo de seis genes candidatos usando o programa
GeNorm. Valor da estabilidade de expressdo media (M), genes a direita sdo 0s mais estaveis e
0S genes a esquerda 0s menos estaveis.
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Figura 5. Determinagdo do numero 6timo de genes normalizadores. Cada barra representa
alteracdo na precisdo quando mais um gene é adicionado de acordo com a ordem estabelecida
na Figura 8.

Adicionalmente as anélises do GeNorm, os mesmos dados foram analisados com o
programa NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) para determinar a estabilidade de expresséo
dos genes candidatos. A analise com o NormFinder sugeriu que os genes gyrB, rpoD e IpxC
sd0 0s mais estaveis com valores de 0,16; 0,25 e 0,51, respetivamente e 0s genes recA, rpoA e
rpoB os menos estaveis, com valores de 0,61; 0,65 e 0,66, respectivamente (Figura 6). Tanto
o NormFinder quanto o GeNorm identificaram os genes IpxC e gyrB como genes mais
estaveis e 0 gene rpoA e rpoB como 0s mais variaveis, apesar de todos 0s genes terem se
mantidos com valores de M<1,5 conforme indicado por VANDESOMPELE et al., (2002).
Embora alguns autores concordem com a utilizacdo de apenas um gene como controle
(BRUNNER et al., 2004; CZECHOWSKI et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2008), alguns
estudos sugerem a utilizacdo de dois ou mais genes para a normalizacdo dos dados por
indicarem que isso resultaria em interpretagcdes mais consistentes dos resultados
(VANDESOMPELE et al., 2002; TONG et al., 2009; GALISA et al., 2012). Por conta disso,
optou-se pela utilizacdo dos genes IpxC, recA e gyrB para normalizacdo de acordo com o
programa GeNorm pois 0 gene recA pareceu estar com os valores de C+ menos variaveis entre
os tratamentos que rpoD (Figura 3).
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Figura 6. Estabilidade da expressdo dos genes para 0s seis genes candidatos a partir da
analise com o programa NormFinder.

Os trés genes mais estaveis selecionados para os testes de normalizacdo de genes
diferencialmente expressos durante o crescimento de B. tropica em diferentes fontes de
carbono foram: a) IpxC, que codifica uma UDP-3-O-acil N-acetilglucosamina deacetilase que
catalisa 0 segundo passo da via biossintética do lipideo A (WHITTINGTON et al., 2003), b)
recA (recombinase A), que estd envolvido na recombinacdo de sequéncias de DNA
homoblogas e permite a troca de fragmentos de DNA (RICHERT et al., 2007) e ¢) gyrB que
codifica uma subunidade 3 da DNA girase uma topoisomerase Il responsavel por introduzir
supercoils negativos em cromossomos bacterianos durante a replicacdo do genoma
(RICHERT et al., 2007). O gene recA tambem foi 0 mais estavel quando G. diazotrophicus
foi cultivada sob diferentes fontes de carbono (GALISA et al., 2012). E um gene de cdpia
Unica presente em todas as bactérias, sendo essencial para a replicacdo do DNA (HUANG,
1996). Ja foi verificado que enzimas envolvidas na via biossintética do lipideo A, sdo
significativamente reprimidas quando submetidas a estresse oxidativo, sugerindo que o IpxC
se mantém estavel enquanto outros genes da mesma via sofrem regulacdo diferencial
(HOMMAIS et al., 2011). Além disso, a expressdo do gene recA ja foi descrita como sendo a
mais estavel em outras bactérias tais como Pectobacterium antrosepticum, A. brasilense,
Staphylococcus pseudintermedius e Vibrio parahaemolyticus (TAKLE et al., 2007;
CRAWFORD et al., 2014; MCMILLAN & PEREG, 2014; MA et al., 2015) enguanto que o
gene gyrB foi mais estavel em Staphylococcus pseudintermedius, S. aureus, Vibrio cholerae,
Xanthomonas citri (JACOB et al., 2011;CRAWFORD et al., 2014; FU et al., 2014; SIHTO
et al., 2014). Porém, IpxC e gyrB foram encontrados menos estaveis quando G.
diazotrophicus foi cultivada em diferentes fontes de carbono (GALISA et al., 2012). Estes
resultados indicam que o padrdo de expressdo dos genes pode ser variavel em procariotos
dependendo das condi¢Bes experimentais e espécies bacterianas.

A comparacdo dos dois programas, GeNorm e NormFinder, para cada fonte de
carbono analisada em separado, mostrou que 0s genes mais estaveis para as fontes de carbono
foram: &cido aconitico - rpoA, rpoB e recA (GeNorm e NormFinder); Glicose - rpoA, gyrB e
recA (GeNorm e NormFinder); Frutose - gyrB, rpoD e recA (GeNorm) e rpoA, IpxC e recA
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(NormFinder); Sacarose - rpoA, gyrB e recA (GeNorm) e rpoA, recA e gyrB (NormFinder);
Manitol - rpoA, gyrB e recA (GeNorm) e gyrB, rpoD, IpxC e rpoA (GeNorm) e Caldo-de-cana
- gyrB, recA e IpxC (GeNorm) e rpoA, recA, IpxC e gyrB (NormFinder) (Tabela 4). Esses
resultados sé@o interessantes, pois possibilitam o uso de genes de referéncia em ensaios com
fontes de carbono especificas. E importante salientar que houve pouca variagdo entre 0s
programas testados e que embora tenhamos citado sempre os trés mais estaveis, todos os
genes foram estaveis dentro de cada fonte de carbono independentemente do programa
testado, pois apresentaram valores de estabilidade (M)<1,5.

Tabela 4. Comparacdo dos programas GeNorm e NormFinder no célculo da
estabilidade dos genes em cada fonte de carbono.

Fontes GeNorm NormFinder
de
carbono  IpxC recA gyrB rpoD rpoA rpoB IpxC recA gyrB rpoD rpoA rpoB
ACO 0.109 0054 0082 0.132 0007 0.007 0081 0.076 0.08 0111 0.002° 0.002"
GLI 0.195 0.048" 0.095° 0.139 0.048" 031 0.245 0.017° 0.035  0.106 0.017" 0.37
FRU 0.209 0.108: 0.078" 0.078° 0167 0.312 0.074" 0.09: 0.122  0.199 0.039: 0.352

SAC 0.153  0.085" 0.047 0.13 0.047° 0.116 0133 0.042° 0.037° 0112 0.016 0.089

MAN 0.099 0.026 001" 0.081 001" 0107 0055 0062 005 0054  0.055 0.077
CALDO 012" 012" 0178 0236 0.202 0.365 0.064° 0.042° 0.064° 0258 0.3 0.426
" genes mais estaveis; ACO=Acido aconitico; GLI=Glicose; FRU=Frutose; SAC=Sacarose; MAN=Manitol; CALDO=Caldo-de-
cana

A partir dos resultados obtidos acima, realizamos o teste de variagdo par-a-par para
cada fonte de carbono separadamente (Figura 7). Verificamos que para todas as fontes de
carbono o valor V<0,15 em V2/3 indicando a possibilidade do uso de apenas dois genes de
referéncia para cada fonte de carbono testada em separado, sem a necessidade do uso de um
terceiro gene.
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Figura 7. Determinacdo do nimero 6timo de genes normalizadores nas fontes de carbono
separadamente e todas juntas.
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4.5.4. Quantificacao relativa (RQ) dos genes alvos

Foram escolhidos nove genes alvos para a validagdo dos genes normalizadores
participantes do metabolismo de carboidratos. O nivel dos transcritos desses genes foi
mensurado por RT-gPCR durante a metade da fase exponencial de crescimento da estirpe
Ppe8 nas diferentes fontes de carbono. Os genes recA, IpxC e gyrB foram usados como genes
normalizadores. O manitol foi usado como calibrador (RQ=1.0) para quantificacdo relativa
(Figura 8), pois é a fonte de carbono usada no meio original para o isolamento e crescimento
da espécie B. tropica (BALDANI et al., 2014).
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Figura 8. Expressdo relativa de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos em B.
tropica estirpe PPe8 cultivada no meio JMV suplementado com diferentes fontes de carbono
e caldo de cana. Os niveis de expressdo dos genes foram quantificados usando RT-qPCR e a
expresséo relativa usando a formula Q=E*“ usando o programa qBase v1.3.5. Os genes IpxC,
recA e gyrB foram usados como referéncia para a normalizacdo dos dados e a expressdo em
células cultivadas com manitol foi usada como calibrador (controle) igual a 1 (RQ=1). Barras
indicam o desvio padréo.

Os niveis de expressdo de todos os genes foram afetados pela fonte de carbono usada
quando comparados ao controle manitol (Figura 8). Quando B. tropica estirpe PPe8 foi
cultivada no meio JMV suplementado com é&cido aconitico como fonte de carbono, a
expressdo dos genes glgA, glgB e glgC, que sdo enzimas envolvidas na biossintese do
glicogénio, foi aumentada de 31,2 a 41,6 vezes. Ja quando frutose, glicose, caldo de cana-de-
acucar e sacarose foram usadas como fonte de carbono, a expressdo de glgA foi de 6,5; 7,4;
0,9 e 0,9, respectivamente, de glgB foi 14,5; 13,9; 5,6 e 0,7, respectivamente e de glgC foi
7,7,7,1; 1,3 e 0,6, respectivamente (Figura 8). Pode-se perceber que a fonte de carbono altera
0s niveis de expressao dos genes relacionados a biossintese do glicogénio.

A biossintese do glicogénio é a principal estratégia de armazenamento de energia e
muitos microrganismos acumulam carbono em condi¢do de falta de energia presente no

42



ambiente (WILSON et al., 2010). Embora B. tropica possa crescer nestas fontes de carbono, o
alto nivel de expressdo desses genes pode indicar falta de fonte de energia durante a fase de
avaliacdo. Outra hip6tese é que os niveis de glicogénio sdo maiores quando ha excesso de
carbono no meio (IGLESIAS & PREISS, 1992). Além disso, o glicogénio pode prevenir a
degradacdo de proteinas e RNA quando células bacterianas estdo sob condi¢des de falta de
nutriente indicando que o glicogénio fornece carbono e energia para a sobrevivéncia da célula
sob estresse (IGLESIAS & PREISS, 1992). A sintese de glicogénio também parece estar
envolvida com a fixacao bioldgica de nitrogénio. Quanto maior a sintese de glicogénio e o seu
armazenamento, menor a quantidade de fontes de carbono direcionada para a fosforilacéo
oxidativa e consequentemente menor producdo de ATP, reduzindo assim a fixacdo bioldgica
de nitrogénio (GLICK, 2012). Mutantes na regido do gene glgA de Rhizobium tropici
defectivos na capacidade de sintese do glicogénio, apresentaram performance simbidtica
superior em plantas de feijdo (MARROQUI et al., 2001). As plantas apresentaram massa seca
significativamente maior quando comparadas as plantas inoculadas com as estirpes selvagens
e 0 controle (sem a bactéria), além de apresentarem maior nimero de nddulos e ndédulos com
maior massa (MARROQUI et al., 2001). Portanto, o aumento da eficiéncia da simbiose pode
se dar funcgdo de dois fatores: auséncia na producdo de glicogénio e/ou aumento no potencial
respiratorio (que aumenta a sintese de ATP auxiliando a fixa¢do, uma vez que demanda um
alto gasto energético e reduz o nivel de oxigénio disponivel, molécula esta que inibe a enzima
responsavel pela fixacao, a nitrogenase) (MARROQUI et al., 2001). Com isso, 0 uso de acido
aconitico como fonte de carbono, claramente aumentou o nivel de expressdo dos genes
responsaveis pela biossintese de glicogénio, indicando que tal fonte de carbono pode nao ser a
ideal em termos de estimulo da fixacdo biolégica de nitrogénio ou que a concentracdo do
acido organico usada tem de ser menor quando comparada as demais, ou ainda, pode estar
ocasionando alguma condicéo estressante. Além disso, parece que a sacarose pode entdo
reduzir a biossintese do glicogénio e com isso favorecer a fixagdo bioldgica de nitrogénio.
Outra informagdo importante é que os genes glgA e glgC participam do mesmo operon,
significando que este operon é regulado nas fontes de carbono, ja o gene glgB participa de um
outro operon e isto pode explicar a espessao relativa diferencial deste gene em relacdo aos
outros dois.

Com relacdo aos genes treZ e treY, os quais participam da biossintese de trealose,
apresentaram niveis de expressdo variando de 12,4 a 24,9, respectivamente, no cultivo em
acido aconitico (Figura 8). Ja em glicose, frutose, caldo de cana-de-acUcar e sacarose, 0S
aumentos foram menos pronunciados sendo de 9,3; 8,1; 3,2 e 0,5, respectivamente, para o
gene treZ (Figura 8). J& para o gene treY, os aumentos foram de 11,3; 10,2; 4,4 e 0,8
respectivamente (Figura 8). Tais valores estdo de acordo com a expressdao dos genes
relacionados a biossintese de glicogénio pois cada uma participa de um passo subsequente na
sintese de trealose. Aléem do mais, participam do mesmo operon indicando que 0 mesmo é
regulado. Com relacdo a via treY/treZ, que usa o glicogénio como substrato inicial, foi
observado que os niveis de expressdo de ambos 0s genes sao maiores nos tratamentos em que
0s genes da biossintese desse subtrato (glicogénio) é maior. Esses dois genes participam de
forma subsequente da producdo de trealose na via treY/treZ. A trealose € um aclcar chave em
microorganismos (ARGUELLES, 2000; PAUL et al. 2008) e esta particularmente envolvida
com a resisténcia a estresses, como o osmotico (PURVIS et al. 2005), oxidativo (CAQO et al.
2008) e térmico (KANDROR et al. 2002, 2004). Além de ser uma molécula universal de
estresse, a trealose também pode ser usada como fonte de carbono e energia. Foi verificado
que com excecdo da sacarose, a expressdo desses genes foi aumentada em todas as outras
fontes de carbono usadas. Esse resultado corrobora com o resultado anterior, onde foi possivel
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verificar que a sacarose reprime a expressao de genes relacionados a biossintese de glicogénio
e portanto isto pode influenciar nos genes seguintes que utilizam o glicogénio como substrato
inicial. Esse resultado vai de encontro com os obtidos por TZVETKOV et al. (2003) que
verificaram reducdo na biossintese de trealose através da via treY/treZ quando glicogénio
estava reduzido em Corynebacterium glutamicum. Esses mesmos autores verificaram ainda
que em concentragdes baixas de sacarose no meio (aproximadamente 0,5%), a producdo de
glicogénio e posterior biossintese de trealose foi reprimida drasticamente quando em
comparacdo ao meio com 10% de sacarose, indicando que a sacarose pode afetar a sintese de
trealose por esta via.

Outro gene alterado em funcdo das fontes de carbono utilizadas, foi o otsA que
também participa da biossintese de trealose, porém em outravia. O gene otsA codifica a
enzima trealose-6-fosfato sintase que catalisa a transferéncia da glicose da UDP - glicose para
a glicose-6-fosfato, formando a trealose-6-fosfato, que posteriormente é hidrolisada pela
enzima trealose-6-fosfato fosfatase (otsB) gerando trealose (REINA-BUENO et al., 2012). A
expressdo de otsA foi 0,62; 0,97; 0,38; 0,62 e 0,89 nas fontes de carbono acido aconitico,
caldo de cana-de-agucar, frutose, glicose e sacarose, respectivamente, indicando que
possivelmente esta via pode ser reprimida em todas as fontes de carbono usadas (Figura 8). Ja
foi verificado que a trealose fosfato pode ser um precursor da sintese de lipideos da parede
celular de bactérias (SHIKIMATA & MINATOGAWA, 2000 e TZVETKOV et al., 2003).
Precursores da biossintese de parede celular podem ativar a defesa de plantas contra
microrganismos (NEWMAN et al., 2002; ERBS & NEWMAN, 2003; MISHINA & ZEIER,
2007; PETROCELLI et al., 2012). Talvez esta repressdo de otsA seja uma maneira de
contornar as defesas da planta quando colonizando endofiticamente, ja que as fontes de
carbono utilizadas no trabalho sdo componentes do liquido do apoplasto de cana-de-agucar,
bem como a sacarose é vista como 0 agucar em maior concentragdo no apoplasto (ASSIS
JUNIOR et al., 2004). Outra hipdtese é de que a via treY/treZ foi ativada nas fontes de
carbono &cido aconitico, caldo de cana, glicose e frutose, pois provavelmente estariam
fornecendo excesso de substrato e energia fazendo com que a bactéria previlegiasse esta via
em detrimento a otsA. Ja foi visto que a sintese de trealose em Corynebacterium glutamicum é
governada por duas ou mais vias de sintese deste dissacarideo presumidamente de forma
coordenada, pois quando mutantes defectivos na biossintese de trealose em somente uma via
foi crescido em meio contendo 1% de sacarose, a producédo de trealose foi continuada, porém
em mutantes defectivos nas vias otsA e treY/treZ, a capacidade de sintese de trealose caiu
drasticamente indicando que essas duas vias sdo primordiais neste organismo (TZVETKOV et
al., 2003). A partir desses resultados pode-se supor que essas duas vias de biossintese do
dissacarideo trealose estdo presentes no genoma de B. tropica estirpe Ppe8 e que ambas as
vias sdo reprimidas na presenca de sararose, ou por reducdo de uma condicdo estressante ou
pela concentracao do aglcar no meio.

Com relacdo a ORF 6066 que codifica uma gluconolactonase também houve
diferenca na expressdo desse gene. A expressao dessa ORF foi 5,98; 0,48; 1,69; 1,77 e 1,71
nas fontes de carbono acido aconitico, caldo de cana, frutose, glicose e sacarose,
respetivamente (Figura 8). Foi possivel perceber que apenas o caldo-de-cana reprimiu a
expressdo desse gene. Esta ORF também foi reprimida na presenca do liquido do apoplasto
(dados do transcriptoma). Grande parte das células vivas consome glicose via gliclise para
producdo de piruvato que é oxidado na via do &cido citrico gerando NADH (CHEN et al.,
2008). No entanto, a glicose ndo apenas serve como molécula energética, mas também pode
ser catabolisada para produzir compostos cruciais a sobrevivéncia das células como através da
via da pentose fosfato que forma é&cidos nucleicos, a sintese de D-gluconorato que é
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importante na detoxificacdo e excre¢do de compostos organicos externos e a sintese de L-
acido ascorbico ou vitamina C (LINSTER & SCHAFTINGEN, 2007). Nessa via catabdlica
secundéria, uma « lactona ou uma y lactona é formada e uma lactonase é requerida para
interconverter as formas ciclicas e lineares destas lactonas intermediarias (CHEN et al.,
2008). A reducdo da expressao deste gene pelo caldo de cana pode indicar que toda a fonte de
energia no caldo esta sendo usada para armazenamento de energia em funcdo de algum
estresse pela bactéria (o caldo de cana tende a se oxidar durante o cultivo), que pode ser para
protecdo contra degradacdo de proteina e RNA, protecdo contra estresses, como verificado, a
bactéria nesta fonte de carbono superexpressou genes relacionados a sintese de glicogénio e
reduziu a expressdo de gene relacionado ao ciclo do &acido citrico, sdhD, (abaixo), indicando
que a reducdo na sintese do piruvato na via glicolitica, pela preferéncia na producdo de
glicogénio, pode ter afetado a expressdo do gene ou talvez essa reducdo também no sdhD seja
para que toda a energia seja armazenada na forma de glicogénio. Ou o pico de expressao
desse gene tenha ocorrido em momento anterior e no momento de coleta a biossintese do
glicogénio se tornou prioritéria.

O gene sdhD que codifica uma proteina de membrana succinato desidrogenase,
também apresentou expressdo relativa diferencial. A expressao desse gene foi de 0,65; 0,60;
0,80; 1,08 e 0,44 nas fontes de carbono &cido aconitico, caldo de cana, frutose, glicose e
sacarose, respectivamente (Figura 8). Somente a fonte de carbono glicose apresentou
expressao relativa semelhante ao calibrador manitol. Em todas as demais fontes de carbono, a
expressdo desse gene foi reprimida. Essa enzima cataliza a oxidagdo do succinato a fumarato
na via do acido citrico com a reducdo de ubiquinona (MASSUNG et al., 2008).
Provavelmente, a glicose ¢ a fonte de carbono que fornece maiores concentracfes dos
precursores do succinato. Se for levada em consideracdo a via glicolitica, que emprega como
substrato inicial a glicose, que apds varias etapas gera duas moléculas de piruvato e por fim a
sua entrada no ciclo do &cido citrico (NELSON & COX, 2011), essa afirmacédo é verdadeira.
Esse resultado estd de acordo com os demais, uma vez que havendo reducdo de precursores
para esta via, pela alta expressao de genes da biossintese e assimilacdo de glicogénio, reduz-se
também o substrato inicial, piruvato, para a via do acido citrico. Outra hipoOtese é que o gene
sdhD participa do complexo Il da cadeia transportadora de elétrons na fosforilacdo oxidativa
(MASSUNG et al., 2008) indicando que este complexo seja menos ativo nesta etapa nas
diferentes fontes de carbono estudadas. Genes relacionados a via de fosforilacdo oxidativa
foram ativados em B. phytofirmans sob condicdo de estresse a seca (SHEIBANI-TEZERJI et
al., 2015), indicando que este gene é importante na protecdo contra estresse.

A ORF que codifica um sistema de transporte de acucar do tipo ABC, (ORF_7487)
também apresentou expressdo diferencial na presenca de diferentes fontes de carbono. A
expressdo dessa ORF foi de 1,19; 3,36; 1,67; 1,40 e 0,74 em comparacdo ao manitol nas
fontes de carbono acido aconitico, caldo-de-cana, frutose, glicose e sacarose, respectivamente
(Figura 8). Aparentemente, a fonte de carbono que induziu cerca de trés vezes a expressao
dessa ORF foi o caldo de cana. Isto pode ser em funcdo dos diferentes acglcares e acidos
organicos contidos no caldo de cana (ASSIS JUNIOR et al., 2004; TEJERA et al., 2006) e
também em funcdo dos diferentes tipos de aglcares que Ppe8 pode metabolizar (REIS et al.,
2004). Ja na presenca de sacarose, essa ORF foi reprimida, entretanto, com este resultado, ndo
se pode concluir que o aglcar ndo esteja sendo metabolizado pela bactéria pois a mesma
cresce bem na presenca da sacarose. Todavia, REIS et al. (2004) n&o observaram a utilizagéo
de sacarose como fonte de carbono por Ppe8, além disso existem inimeros transportadores de
acucar que ndo foram testados neste trabalho.
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Esses resultados indicam que existe uma regulacdo especifica no metabolismo de
energia celular o que poderia explicar as alteragdes observadas em cada gene. Ja é sabido que
B. tropica é capaz de metabolizar diferentes fontes de carbono como &cido aconitico,
sacarose, glicose, frutose, manitol (REIS et al., 2004) e sacarose (dados ndo mostrados).
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4.6. CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel selecionar genes de referéncia estaveis em diferentes
fontes de carbono para B. tropica estirpe Ppe8.

Os genes IpxC, recA e gyrB de B. tropica sdo genes de referéncia estaveis para
avaliar a expressdo diferencial de genes por RT-gPCR durante o cultivo da
bactéria em diferentes fontes de carbono.

Este estudo fornece um conjunto de genes de referéncia que podem ser
aplicados para avaliar a expressdo de genes alvo nesta bactéria quando
cultivada em diferentes condigdes fisioldgicas.

Este € o primeiro estudo que envolve a identificacdo e selecdo de genes
normalizadores para analise de expressao génica de B. tropica estirpe Ppe8.
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5. CAPITULO Il

Perfil transcricional de Burkholderia tropica estirpe Ppe8 em resposta ao
fluido do apoplasto de cana-de-agucar da variedade RB867515
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5.1. RESUMO

Bactérias diazotroficas podem colonizar tanto a rizosfera como o interior dos tecidos
das plantas principalmente através do apoplasto que é um local extremamente dinamico, que
vai da raiz até as folhas, compreendendo também os vasos xilematicos. O fluido do apoplasto
de cana-de-agUcar contém diferentes aclcares e &cidos organicos que podem suprir total ou
parcialmente a demanda por carboidratos pela bactéria. Além disso, também pode conter
aminoécidos e ions organicos. Algumas bactérias diazotrdficas tais como B. kururiensis e G.
diazotrophicus ja foram encontradas no apoplasto de plantas de arroz e cana-de-agUcar,
respectivamente. Burkholderia tropica estirpe Ppe8 € uma importante bactéria diazotrofica
que esta incluida em um género bastante versatil quanto a hospedeiros e nichos. Contudo,
pouco se conhece da interacdo desta estirpe bacteriana com plantas da familia das Poaceae
principalmente a cana-de-aglcar. A transcriptdmica & uma importante ferramenta que
possibilita o estudo de diferentes conjuntos génicos que sdo expressos em um determinado
ambiente em comparacdo a outro e pode gerar relevantes informac¢des como por exemplo da
interacdo planta-bactéria. Portanto o trabalho deste capitulo teve como objetivo conhecer mais
detalhadamente a interacdo e a influéncia do fluido do apoplasto de cana-de-agUcar sobre a
expressdo de genes pela B. tropica estirpe Ppe8. Neste sentido, foi realizado um experimento
comparando-se 0 crescimento da bactéria em trés condicdes distintas: meio JMV completo
(MM), meio JMV diluido com 50% de agua destilada estéril (MA) e meio JMV com 50% de
fluido do apoplasto (MLA) - extraido de plantas de cana-de-agUcar da variedade RB867515.
O RNA total foi extraido, o rRNA foi removido, 0 mRNA enriquecido e bibliotecas de cDNA
construidas para sequenciamento em sequenciador lon Torrent em parceria com a UFPR. Os
dados do sequenciamento foram analisados e processados com o programa CLC. Os
resultados da analise dos dados mostraram que 503 genes foram reprimidos e 157 genes
foram induzidos na presenca do fluido do apoplasto (MLA) em comparacdo ao meio completo
(MM), enquanto que 703 e 387 genes foram reprimidos e induzidos, respectivamente na
presenca do apoplasto em comparacdo ao meio diluido (MA). Esses genes diferencialmente
expressos pertencem a diferentes classes de acordo com suas fungbes. O interessante a
observar foi que genes relacionados a quimiotaxia e a0 movimento foram reprimidos na
presenca do fluido do apoplasto indicando que a bactéria ndo precisa de um movimento ativo
em funcdo de um gradiente de nutrientes no apoplasto. Outro ponto importante a destacar foi
a repressdo de genes que poderiam induzir respostas de defesa na planta, indicando que a
estirpe Ppe8 reconhece o fluido do apoplasto. Dentre esses genes, destacamos 0s envolvidos
na biossintese de lipopolissacarideos (LPS), exopolissacarideos (EPS) e peptideoglicano. Foi
verificada também expressdo diferencial de genes envolvidos com o metabolismo de
carboidratos, aminodacidos, ions organicos, lipideos e producdo e conversao de energia dentre
outras classes, indicando que o metabolismo da estirpe Ppe8 é mais ativo quando na presenca
do fluido do apoplasto. Sete genes (bcek, fliP1, icmF1, nifE, paaF, secD e tsf) foram
selecionados aleatoriamente para a validacdo dos dados de RNA-seq através da RT-qPCR,
sendo os genes IpxC e recA, previamente testados, usados como genes de referéncia. Os
resultados de RT-qPCR confirmaram a robustez das analises dos dados de RNA-seq. Conclui-
se, portanto, que B. tropica estirpe Ppe8 tem a capacidade de modular a expressédo de genes
em funcéo da presenca do fluido do apoplasto principalmente para suprir o seu metabolismo e
ndo induzir os mecanismos de defesa da planta. Este € um estudo pioneiro do entendimento
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molecular da expressdo de genes da bactéria diazotrofica endofitica B. tropica estirpe Ppe8,
em contato com o liquido do apoplasto de plantas de cana-de-aguUcar.

PALAVRAS-CHAVE: Transcriptdmica, gendmica funcional, expressdo génica, bactéria
diazotréfica.
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5.2. ABSTRACT

Diazotrophic bacteria colonize both the rhizosphere and internal tissues of the plants
mainly through the apoplast that is an extremely dynamic place, ranging from root to leaves,
and comprising the xylem vessels. The fluid of sugarcane apoplast contain different sugars
and organic acids that may fully or partially meet the demand for carbohydrate by the
bacteria. Furthermore, it may also contain amino acids and organic ions. Some nitrogen-fixing
bacteria such as B. kururiensis and G. diazotrophicus have been found in the apoplast of rice
plants and sugarcane, respectively. Burkholderia tropica Ppe8 strain is an important
diazotrophic that is included in a versatile genus in relation to hosts and niches. However,
little is known about the interaction of this bacterial strain with family Poaceae plants mainly
sugarcane. The transcriptome is an important tool that allows the study of different gene pools
expressed in a given environment in comparison to others and can generate relevant
information such as the plant-bacteria interaction. Therefore, this chapter aimed to know in
more details the interaction and influence of apoplast fluid of sugarcane on the differential
expression of genes by B. tropica Ppe8 strain. In this sense, an experiment was conducted
comparing the growth of bacteria in three different conditions: complete JMV (MM), JMV
diluted with 50% of sterile distilled water (MA) and a JMV with 50% apoplast fluid (MLA) -
extracted from plants of sugarcane variety RB867515. Total RNA was extracted, the rRNASs
were removed, enriched mRNAs and cDNA libraries was made and sequenced with lon
Torrent sequencer in collaboration with UFPR. The results of sequencing were analysed with
the CLC program. The data analysis showed that 503 genes were repressed and 157 genes
were induced in the presence of apoplast fluid (MLA) as compared to the complete medium
(MM) while 703 and 387 genes were repressed and induced, respectively in the apoplast
presence as compared to the diluted medium (MA). These differentially expressed genes
belonging to different classes in the genome of the bacterium. It was interesting to note that
genes related to chemotaxis and movement were repressed in the presence of apoplast,
indicating that the bacteria do not need an active movement due to a nutrient gradient in the
apoplast. Another important point to emphasize is the repression of genes that could induce
defense responses in the plant, indicating that the strain Ppe8 recognizes the fluid apoplast.
Among these genes, we highlight those involved in lipopolysaccharide biosynthesis (LPS),
exopolysaccharides (EPS) and peptidoglycan. They were also checked for differential
expression of genes involved in the metabolism of carbohydrates, amino acids, organic ions,
lipids and energy production and conversion among other classes, indicating that metabolism
of strain Ppe8 is active in the presence of apoplast fluid. Seven genes (bceE, fliP1, icmF1,
nifE, paaF, secD e tsf) were randomly selected for validation of RNA-seq data by RT-qPCR,
and the IpxC and recA genes, previously tested, were used as reference genes. The results of
RT-gPCR analysis confirmed the robustness of the RNA-seq data. These results suggest that
B. tropica strain Ppe8 alters the expression of genes in the presence of the apoplast liquid
mainly to make use of compounds present in the apoplast fluid as well as to avoid the
induction of the defense mechanisms of the plant. This is a pioneering study allowing to
understand the molecular expression of genes in the strain Ppe8 growing in presence of
carbon compounds present in sugarcane plants.

KEY-WORDS: Transcriptome, functional genomic, genic expression, diazotrohic bacteria.
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5.3. INTRODUCAO

O apoplasto representa um compartimento altamente dindmico que serve como um
continuo que vai da raiz, passando pelo caule e chegando até as folhas, sendo bastante
importante no que tange a percepcdo e transducdo de sinais do ambiente para o simplasto
(PECHANOVA et al., 2010). Acredita-se que bactérias diazotroficas prefiram o apoplasto das
plantas, pois o simplasto apresenta uma barreira a ions, acucares e outros solutos
principalmente pela permeabilidade da membrana (STEUDLE & FRESCH 1996).

Endéfitos no apoplasto podem auxiliar no crescimento das plantas principalmente pelo
aumento da resisténcia a fatores bidticos ou abidticos, e por contribuir diretamente com a
nutricdo mineral da planta (SATTELMACHER, 2001). DONG et al. (1994) verificaram a
presenca de uma bactéria diazotrofica, G. diazotrophicus, habitando o liquido apoplastico de
plantas de cana-de-agucar e, mais tarde, em 1999, Fuentes Ramirez e colaboradores
confirmaram a presenca desta bactéria no interior do xilema e apoplasto de cana-de-aguUcar.
DONG et al. (1997) e MCCULLY (2001) também verificaram que o apoplasto € o nicho mais
adequado para as bactérias endofiticas. Além de reducdo de competicdo, 0 apoplasto contém
varios compostos nitrogenados organicos e inorganicos.

O liquido do apoplasto de plantas de cana-de-agclcar pode conter acucares,
aminodcidos, proteinas, aménio, nitrato e nitrito que sdo variaveis de acordo com a variedade
e tipo de manejo da planta (ASSIS JUNIOR et al., 2004; TEJERA et al., 2006). Dentre os
acidos organicos sdo encontrados o aconitato, 0 malato e o citrato e com relacdo aos agucares,
pode-se observar a presenca de sacarose, glicose e frutose. ASSIS JUNIOR et al. (2004)
detectaram o aconitato e a sacarose em predominancia aos demais acidos organicos e agucares
presentes em diferentes cultivares e, também, em diferentes fases de desenvolvimento (idade).
Provavelmente esses acidos organicos e fontes de acUcares sejam essenciais para bactérias
endofiticas diazotroficas em troca do nitrogénio fixado como fonte de energia em qualquer
porcdo do caule e em qualquer idade da planta.

O género Burkholderia compreende um grupo de bactérias bastante versatil quanto as
caracteristicas e nichos ocupados, como rizosfera de plantas, nddulos de leguminosas, solos e
espacos internos das plantas ndo leguminosas onde colonizam endofiticamente. Como ja
enfatizado, este género tem 96 espécies descritas com 20 capazes de fixar nitrogénio
atmosférico sendo que parte delas podem colonizar a rizosfera e/ou ambiente endofitico de
uma ampla gama de hospedeiros, tais como: milho, sorgo, cana-de-agucar, abacaxi e café
enquanto que outras realizam a nodulacdo em algumas plantas da familia das leguminosas
(GILLIS et al., 1995; ACHOUAK et al., 1999; COENYE et al., 1999; ZHANG et al., 2000;
COENYE et al., 2001; VANDAMME et al., 2002; CABALLERO-MELLADO et al., 2004;
GORIS et al., 2004; REIS et al., 2004; CHEN et al., 2006; PERIN et al., 2006; CHEN et al.,
2007; ELLIOTT et al., 2007; CHEN et al., 2008; AIZAWA et al., 2010; AIZAWA et al.,
2011; DE OLIVEIRA CUNHA et al., 2012; SHEU et al., 2012; MARTINEZ-AGUILAR et
al., 2013; SHEU et al., 2013). Bactérias deste género também podem promover o crescimento
de plantas e apresentar atividade antagbnica a Fusarium verticillioides, Xanthomonas
albilineans, Rhizoctonia solani e Verticillium dahliae (LUVIZOTTO et al., 2010; GASSER et
al., 2011).
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Burkholderia tropica estirpe Ppe8 foi isolada de colmos de cana-de-agucar no Brasil e
compde atualmente o inoculante desenvolvido pela Embrapa para Poaceae, juntamente com
outras quatro bactérias (REIS et al., 2004). Esta estirpe cresce bem numa faixa de pH que
varia de 4,5-6,5, de uma forma mais lenta numa faixa de pH de 7,0-7,5 sendo que tem uma
faixa Otima de crescimento em torno de 5,0-5,8. Portanto, o experimento de DONG e
colaboradores (1994), o qual relata que o pH do fluido estd em torno de 5,5, indica que
provavelmente este seja 0 nicho ideal de B. tropica se for considerado apenas o fator pH.
REIS et al. (2004) também verificaram que B. tropica pode utilizar diversas fontes de carbono
como fonte de energia como, por exemplo, aglcares e &cidos organicos. Burkholderia tropica
ja foi encontrada colonizando endofiticamente plantas de tomate e possui potencial em
aumentar o rendimento de frutos e também ja foi verificado que B. tropica possui grande
potencial em biocontrole tanto in vitro quanto in vivo (TENORIO-SALGADO et al., 2013;
BERNABEU et al., 2015). Durante interacdes benéficas entre planta e bactéria, pode haver a
promocgédo de crescimento e um maior desenvolvimento da planta por efeitos diretos como a
fixagdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producéo de sideréforos e tambem
por efeitos indiretos como controle biologico. Porém, ainda ndo se conhece o dialogo
molecular de B. tropica estirpe Ppe8 e plantas de cana-de-agUcar, contudo, ja existem
informacGes indicando como espécies deste género sdo capazes de reconhecer a planta e
responder através da inducdo ou repressdo de genes (KIM et al., 2013; KIM et al., 2014;
SHEIBANI-TEZERIJI et al., 2015).

Frente ao exposto, o objetivo deste estudo foi investigar o papel do liquido do
apoplasto de cana-de-agUcar no padrdo de expressdo génica de B. tropica estirpe Ppe8 para
identificar genes bacterianos regulados pelos componentes do fluido do apoplasto durante a
interacéo.
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5.4. MATERIAL E METODOS

5.4.3. Coleta do liquido do apoplasto

O liquido do apoplasto foi coletado de plantas de cana da variedade RB 867515 com
10 meses de idade, cultivadas em um Argissolo, no campo experimental da Embrapa
Agrobiologia localizado no municipio de Seropédica (latitude -22°44°49.33”* ¢ longitude -
43°40°15.75”’) conforme metodologia proposta por DONG et al. (1994). Os colmos foram
coletados no campo com o auxilio de um facdo e os mesmos foram transportados para
laboratdrio. Os colmos foram lavados com &gua e sabéo e realizou-se uma esterilizagdo com
alcool 70% seguida de flambagem. Posteriormente foram descascados com o auxilio de um
facdo previamente esterilizado e cortados em comprimentos proporcionais ao tubo falcon,
seguida de uma flambagem para evaporacao do liquido do simplasto. Uma ponteira de 300 pul
foi inserida na extremidade basal para se evitar o contato do liquido com o colmo apoés a
centrifugacdo. Os tubos foram mantidos em gelo para reduzir a oxidacdo do material até o
momento da centrifugacdo. Os tubos foram balanceados e centrifugados a 3000 xg por 20
minutos a 4°C. O liquido do apoplasto foi filtrado em membranas Millipore (0,22 pum) e
depois foi transferido para tubo falcon estéril e armazenado em freezer -70°C.

5.4.4. Cultivo bacteriano

Burkholderia tropica estirpe Ppe8, foi crescida em erlenmeyers com capacidade para
250 ml contendo 100 ml de meio JMV a 30°C e 150 rpm (Anexos 1, 2 e 3) (BALDANI et al.,
2014). O meio JMV foi modificado pela substituicdo do manitol pela sacarose como fonte de
carbono e na mesma proporc¢do (0,5%) e 10 mM de glutamato de sodio como fonte de N.
Anteriormente foi realizada uma curva de crescimento da B. tropica estirpe Ppe8 cultivada no
meio JMV suplementado com sacarose (0,5%) (Figura 9). A bactéria foi cultivada em tubos
de ensaio contendo 5 ml de meio DYGS por 24 h, seguido da coleta de 1 ml e centrifugacéo a
2370 xg por 5 min a 4°C com o objetivo de sedimentar as células bacterianas. As células
foram ressuspensas em 1 ml de solucdo salina para diluicdo e, posteriormente, submetidas a
contagem do numero de células através de camara de Neubauer. Em seguida, foi inoculada
uma aliquota da suspensdo inicial em frascos de vidro contendo 100 ml de meio JMV
suplementado com 0,5% de sacarose e pH ajustado para 5,5 obtendo-se uma concentracao de
10° UFC.ml™ ou seja, 10° unidade formadora de colénia (UFC) por ml, com trés repeticdes
biologicas. Os frascos foram mantidos em agitador com rotacdo de 150 rpm e temperatura de
30°C. Foram realizadas diluicdes seriadas até 10°. A metodologia utilizada foi & técnica de
microgota proposta por ROMEIRO (2001). Uma gota de 10 pl da suspensédo de cada diluicao,
com trés repeticdes técnicas, foi plaqueada em placa de Petri contendo meio de cultura JIMV
solido com os respectivos pH e 0,5% de sacarose as 0, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 62 horas
apos a inoculacdo (hai) e foi realizada a contagem das coldénias com o auxilio de um
microscépio estereoscépio modelo boe3500 (Boeco Germany®). Foi coletado 1 ml em
triplicata de cada repeticdo biologica para verificar a absorbancia a 595 nm. Quando as células
atingiram a metade da fase exponencial (20 horas apos a inoculacdo) (Figura 9), os cultivos
foram homogeneizados e divididos em volumes de 50 ml para posteriormente serem
adicionados os tratamentos que constituiram de: a) um volume de 50 ml de JMV modificado
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(MM); b) um volume de 50 ml de agua destilada estéril (MA) e, ¢) um volume de 50 ml de
liquido do apoplasto de cana-de-aclcar da variedade RB867515 (MLA) com trés réplicas
bioldgicas para cada tratamento. Apo6s duas horas, 5 ml da suspensdo celular foram coletadas
para extragdo do RNA (Figura 10).

le+10 1 —e— UFC.mL* - 0.8
—O0— DO

let9 A

le+8 A

log UFC.mL™*

le+7 A

le+6 - T T T T T T T T 0.0
0 12 18 24 30 36 42 48 62

Horas apos a inoculagao

Figura 9. Curva de crescimento da Burkholderia tropica estirpe Ppe8 cultivada em meio
JMV suplementado com sacarose e pH 5,5. Os dados representam a média de trés repeticoes

em cada intervalo. Barras representam o desvio padrdo da média.
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SOmL de (1) + SOmL
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—-

Figura 10. Metodologia do cultivo de Ppe8. O experimento foi conduzido em triplicata
biologica.

5.4.5. Analises do perfil transcriptdomico

Um volume de 5 mL de cultura coletada para extracdo de RNA foi centrifugado a
9000 xg por 10 minutos a 4°C. Apds, o sobrenadante foi descartado e as células foram
submetidas a extracdo de RNA. A extracdo de RNA total foi realizada através da adicdo de 1
ml do reagente TRIzol® (Life Technologies, Cat. No. 15596) (previamente aquecido a 60°C),
seguido de agitacdo vigorosa em Vortex por 30 segundos e incubacdo em temperatura
ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200 ul de cloroférmio, e as
amostras foram homogeneizadas e incubadas por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente.
Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas por 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. A
fase aquosa foi transferida cuidadosamente com auxilio de micropipeta para um novo
microtubo, onde foi adicionado o mesmo volume de isopropanol gelado e a mistura foi
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada a 12.000 xg por
10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido 1 ml de
etanol 70% (v/v) e, posteriormente, centrifugado a 12.000 xg por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente e dissolvido em
25 ul de agua ultra-pura tratada com DEPC (dietil pirocarbonato) (agua ultra pura livre de
RNases). O RNA total foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) em uma cuba
de eletroforese com tampdo TAE 1X (40 mM de Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH
8,0) para analise da sua integridade (Figura 11) e posteriormente quantificado por meio do
protocolo Qubit™ Quantitation Plataform, que se compde do aparelho Qubit fluordmetro
(Invitrogen) e dos reagentes do kit Quant-it (Invitrogen). A quantificacdo foi realizada a partir
do preparo da solucdo de trabalho (Working solution) onde foram adicionados 199 pl de
tampéo a 1 pl de solugdo de fluordforo. Para calibragdo do aparelho foram preparadas duas
amostras padrdo com 190 pl de solugéo de trabalho e 10 pl dos padrdes: Padréo 1 (Standard
1) e Padrdo 2 (Standard 2). De cada amostra de RNA, foi utilizado 1 pl, ao qual foram
adicionados 199 pl de solucdo de trabalho. Todos os tubos foram homogeneizados em Vértex
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e incubados a temperatura ambiente (25°C) por 2 minutos. As amostras foram entéo lidas no
Qubit fluorémetro. Uma aliquota de 10 pg dos RNAs extraidos foi tratada com 2 pl de enzima
DNase (RNase-Free DNase | — Epicentre® Cat. No. D9910K) e incubada a 37°C por 40
minutos e posteriormente, para inativar a enzima, 65°C por 5 minutos.

Figura 11. RNA total extraido de B. tropica Ppe8 cultivado nos diferentes meios P-Marcador
1kb plus. Triplicatas biolégicas: 1, 2 e 3 - Tratamento JMV+JMV; 4,5 e 6 - Tratamento
JMV+4agua; 7, 8 e 9 - tratamento JMV+liquido do apoplasto.

5.4.6. Deplecédo do rRNA

5.4.6.1. Anelamento do RNA e captura da mistura de oligonucleotideos

Foram pipetados 200 ul de tampéo de ligacdo (Binding Buffer) em tubo de 1,5 mL de
volume. A este tubo, foram adicionados 7 pl (7 pug) de RNA total e posteriormente foi
agitado. Foram adicionados 4 pl de uma mistura de captura de oligonucleotideos (Capture
Oligo Mix) seguido de agitacdo. A mistura foi incubada a 70°C por 10 minutos para
desnaturar a estrutura secundaria do rRNA 16S e 23S. Este aquecimento facilita a maxima
hibridizacdo do rRNAs aos oligonucleotideos capturados. Apos esse periodo o material foi
incubado em banho-maria a temperatura de 37°C por 15 minutos. E importante que esta
estapa se realize no mesmo equipamento para que o0 material permaneca no equipamento
conforme a temperatura reduz gradativamente, pois isto aumenta a eficiéncia da deplecéo.
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5.4.6.2. Preparo dos Oligo Mag Beads

Para cada amostra de RNA foi utilizado 50 pl de suspensdo de esferas magnéticas
contendo oligonucleotideos (Oligo Mag Beads). O volume a ser usado para todas as amostras
foi calculado e os Oligo Mag Beads foram colocados em tubo de 1,5 mL. O tubo contendo os
Oligo Mag Beads foi colocado em estante magnética e apds 3 minutos o sobrenadante foi
removido com cuidado. Agua livre de nuclease foi adicionada em igual volume no tubo e os
Oligo Mag Beads foram resusspendidos. Novamente o tubo foi colocado na estante magnética
e ap6s 3 minutos o sobrenadante foi novamente removido. Tampdo de ligacdo foi adicionado
em igual volume no tubo e os Oligo Mag Beads foram novamente resuspendidos. O tubo foi
colocado na estante novamente e ap6s 3 minutos o sobrenadante foi removido. Foi adicionado
novamente tampdo de ligagdo, o material foi homogeneizado e mantido a 37°C.

5.4.6.3. Captura do rRNA e recuperacdo do mRNA enriquecido

Foram adicionados 50 pl da suspensdo de Oligo Mag Beads em cada amostra e o
material foi homogeneizado. Posteriormente o material foi incubado a 37°C por 15 minutos
(neste passo a sequéncia de oligonucleotideos no Oligo Mag Beads se anela a mistura de
captura de oligonucleotideos, e 0 mesmo permanece hibridizado ao rRNA 16S e 23S). As
amostras foram entdo colocadas nas estantes magnéticas e o sobrenadante contendo 0 mRNA
enriquecido foi transferido para novos tubos de 1,5 mL. Nesta etapa foi recuperado um total
de 255 pl.

5.4.6.4. Precipitacao e ressuspensao do mRNA enriquecido

Foram adicionados 10% do volume de solucdo de acetato de sodio 3M, 1/50 volume
de glicogénio a 5 mg.mlI™* e 3 volumes de etanol 100% gelado e, posteriormente,
homogeneizado. O material foi incubado a -20°C por 2 horas e 30 minutos e a seguir, 0
material foi centrifugado a 10.000 xg por 30 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
material foi entdo lavado por duas vezes como segue: Foram adicionados 750 ul de solucéo
de etanol 70% (v/v) gelado e o material foi centrifugado a 10.000 xg por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. A seguir, 0 excesso de etanol foi aspirado e o material foi seco a
vacuo por 10 minutos. O sedimento correspondente de RNA mensageiro foi redissolvido em
12 pl de agua livre de nuclease e reidratado por 15 minutos a temperatura ambiente. O
material foi homogeneizado e os tubos foram colocados nas estantes magnéticas para remogéo
dos Oligo Mag Beads restantes por 3 min. O sobrenadante foi colocado em novos tubos de
1,5mL e o0 mRNA foi analisado no Agilent® 2100 Bioanalyser (Agilent) para verificagdo da
eficiéncia da remocédo do rRNA e enriquecimento do mRNA.

5.4.7. Preparo de cDNA

5.4.7.1. Fragmentacdo do mRNA

Para a fragmentacdo do mRNA foi empregado o protocolo conforme o manual do lon
Total RNA-Seq Kit v2 como descrito a seguir. A 10 ul de solucdo contendo o0 mMRNA foi
adicionado 1 pl de tampéo de reacdo RNase Il1 10 X concentrado (10X RNase Il Reaction
Buffer) e 1 pl de solugdo de RNase Il em tubos de PCR com capacidade de 0,2 ml. O
material foi misturado bem com auxilio de micropipeta por 5 vezes. A reagdo foi incubada em
termociclador a 37°C por 10 minutos. Apds a incubacgdo foram adicionadas a reacéo 20 pl de

agua livre de nuclease e a reagdo foi incubada no gelo.
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5.4.7.2. Preparo dos beads para purificagdo do mRNA

As esferas magnéticas que se ligam aos &cidos nucleicos (Nucleic Acid Binding Beads)
foram gentilmente homogeneizadas para completa ressuspenssdo. Foram adicionados 5 pl de
suspensdo de esferas magnéticas e 90 pl de solucdo concentrada de ligagdo (Binding Solution
Concentrate) misturada-se através de pipetagem por 10 vezes. Aos tubos contendo as esferas
magnéticas foram adicionados 30 pl de solucdo de mRNA fragmentado e a mistura foi
colocada na estante magnética. Foram adicionadas a reagdo 150 pl de etanol 100% (a ponteira
foi previamente umedecida com etanol 100% por 3 vezes). A mistura foi homogeneizada com
pipeta por 10 vezes. As amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente nas
estantes magnéticas. O sobrenadante foi removido e descartado. Posteriormente foram
adicionados 150 pl de solugdo de lavagem concentrada (Wash Solution Concentrate) com
etanol para cada amostra. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 30
segundos e mantidas nas estantes magnéticas. O sobrenadante foi removido e descartado e as
esferas magnéticas foram secas ao ar para remocao de qualquer traco de etanol remanescente.
Os tubos contendo as esferas magnéticas foram removidos das estantes e foram adicionados
12 ul de agua livre de nuclease pré-aquecida (37°C) em cada amostra e a mistura foi
homogeneizada por pipetagem de 10 vezes. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 1 minuto. Os tubos foram novamente colocados nas estantes magnéeticas e apos
a solucéo ficar clara (5 minutos aproximadamente) o sobrenadante foi coletado.

5.4.7.3. Construcdo da biblioteca de cDNA

A mistura para a hibridizacédo foi preparada no gelo. Essa mistura foi composta de 2 pl
de mistura de adaptadores (lon Adaptor Mix v2) e 3 ul de solugdo de hibridizacédo
(Hibridization Solution) para cada amostra. Foram adicionads 5 pl dessa mistura a 3 ul de
solucdo do RNA mensageiro (MRNA) fragmentado. A solugédo foi misturada gentilmente com
pipeta por 10 vezes. A reacao de hibridizacao foi realizada em termociclador a temperatura de
65°C por 10 minutos seguido de 30°C por 5 minutos. Apos, foram adicionados em cada
amostra 10 ul de tampdo de ligacdo 2X concentrado e 2 pl de mistura de enzima de ligacdo. A
solucdo foi misturada através de pipetagem por 5 vezes e incubada em termociclador a 30°C
por 1 hora. Posteriormenteem banho de gelo foi preparada uma mistura para realizacdo da
transcricdo reversa. Essa mistura foi composta de 2 pl de agua livre de nuclease, 4 pl de
tampao de transcricdo reversa 10X concentrado, 2 pl de solucdo de dNTP 2,5 mM e 8 ul de
lon RT Primer v2 para cada reacdo de ligacdo. Essa mistura (16 ul) foi adicionada aos 20 pl
da reacdo de ligacdo e, gentilmente homogeneizada. Essa reacdo foi incubada em
termociclador a 70°C por 10 minutos e apds esse tempo a reacdo foi colocada no gelo.
Posteriormente foram adicionados 4 pl de 10X SuperScript® Enzyme Mix, a reacdo foi
gentilmente homogeneizada e incubada em termociclador a 42°C por 30 min.

5.4.7.4. Purificacdo do cDNA

Esta etapa foi realizada conforme protocolo SOLiD® Total RNA-Seq Kit como segue
e tem como finalidade a selecdo de fragmentos de 100 pb ou maiores. Foram adicionados 72
ul de Agencourt® AMPure® XP Reagent a cada 40 pl de amostra e, posteriormente,
homogeneizado. A solugéo (112 pl) foi transferida para microplacas de 96 po¢os com suporte
magnético. A solucédo foi incubada por 5 min a temperatura ambiente. A placa foi colocada no
suporte magneético por 2-5 minutos para separar as esferas magnéticas da solugdo. Apos a
deposicéo das microesferas, o sobrenadante foi removido e descartado. Posteriormente, as
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esferas magnéticas foram lavadas com 200 ul de solucédo de etanol 70% (v/v), e a solucéo foi
incubada a temperatura ambiente por 30 segundos. Apds este tempo, o etanol foi aspirado e
descartado. A placa foi retirada da estante magnética e foram adicionados 40 pl de &gua livre
de nuclease em cada amostra para eluir o cDNA. A placa foi novamente colocada na estante
magnética para separar as esferas da solucdo por 2-5 minutos. Apos a solucéo ficar clara, 40
pl do sobrenadante foram transferidos para novo pogo vazio para uma segunda rodada de
purificacdo e selecdo do tamanho de fragmentos de 150 pb ou mais. A placa foi entéo
removida da estante. Foram adicionados 64 pl de Agencourt® AMPure® XP Reagent a cada
40 pl de amostra. A solucdo foi misturada com pipeta por 10 vezes. A mistura foi incubada
por 5 minutos a temperatura ambiente para os produtos de cDNA se ligarem as esferas
magnéticas. A placa foi colocada na estante magnética por 2-5 minutos para separar as esferas
magnéticas da solucdo. Apos a solucdo ficar clara o sobrenadante foi aspirado e descartado.
Ainda com a placa na estante magnética, foram adicionados 200 pl de etanol 70% (v/v) para
cada amostra e incubado por 30 segundos a temperatura ambiente. Apés a solucao ficar clara,
0 sobrenadante foi aspirado e descartado. A placa foi retirada da estante magnética e as
esferas magnéticas foram secas por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 40
pl de agua livre de nuclease a cada amostra e a mistura foi homogeneizada por 10 vezes para
eluir o cDNA. A placa foi entdo novamente colocada na estante magnética por 2-5 minutos
para separar as esferas magnéticas da solucdo. Apds a solucdo ficar clara, 40 pl foram
transferidos para tubo com capacidade de 0,2 ml.

5.4.7.5. Amplificacdo do cDNA

Para cada amostra de cDNA, foi preparada uma mistura de PCR composta por: 33,4 ul
de &gua livre de nuclease; 5 ul de tampao para PCR 10X concentrado (10X PCR Buffer), 4 ul
de solugédo de dNTP; 1 pl de oligonucleotideos 5' (SOLID 5" PCR Primer) e 0,6 pl da enzima
DNA polimerase (AmpliTag® DNA Polymerase) totalizando um volume de 44 pl. Um total
de 5 pl de cada amostra de cDNA foi transferida para tubos de PCR com capacidade de 0,2
ml. Posteriormente, 44 ul da mistura de PCR foram adicionados as amostras de cDNA. Para
cada amostra foi adicionado 1 pl de 3' PCR Primer diferente. As reacfes de PCR foram
realizadas em termociclador como segue: uma etapa de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos;
18 ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturacao); 62 °C por 30 segundos (anelamento) e
72°C por 30 segundos (extensdo) e extensao final por 72°C por 7 minutos.

5.4.7.6. Purificacdo do DNA amplificado

Um total de 50 pl de produto de PCR foi transferido para tubos novos com capacidade
de 1,5 mL. Foram adicionados 200 pl de tampéo de ligacdo (Binding Buffer) ao tubo e entdo
homogeneizados. A amostra (250 pl) foi colocada em PureLink® Micro Kit Column e os
tubos foram centrifugados a 10.000 xg por 1 minuto. O eluato passado pela coluna foi entdo
descartado. A coluna foi retornada para o tubo e 600 pl de tampéo de lavagem (Wash Buffer)
foram adicionados a coluna e submetida a uma nova centrifugacdo a 10.000 xg por 1 minuto.
O eluato foi novamente descartado, a coluna foi novamente colocada no tubo e realizado uma
centrifugacdo na coluna a 14.000 xg por 1 minuto. Apds, a coluna foi colocada em um tubo de
eluicdo PureLink®, adicionados 10 pl de tamp&o de eluicdo (Elution Buffer) no centro da
membrana. Apds 1 minuto de incubacdo, a coluna foi centrifugada a 14.000 xg por 1 minuto.
Apos, foram novamente adicionados 10 pl de tampéo de eluicdo no centro da membrana e
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apo6s 1 minuto, a coluna foi centrifugada a 14.000 xg por 1 minuto. A concentracdo do DNA
purificado foi quantificada utilizando o espectrofotdémetro NanoDrop® 2000.

5.4.7.7. Quantificacdo da biblioteca de DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada através de gPCR seguindo o manual KAPA
Library Quantification Kits como segue. Foi preparado uma mistura com 1 ml de iniciadores
10X (lllumina Primer Premix 10X) e 5 mL de KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix (2X).
A biblioteca de DNA foi diluida 1:10 e 1:100 em solu¢do composta de 10mM de Tris-HCI pH
8,0 e 0,05% de Tween 20. A placa de gPCR foi montada com 12 pl de KAPA SYBR® FAST
gPCR Master Mix contendo Primer Mix, 4 pl de agua de PCR e 4 pl de DNA diluido ou
DNA padréo. A corrida foi feita com a etapa de ativagéo inicial a 95°C por 5 min; e 35 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 30 seg e anelamento e extensdo a 60°C por 45 seg.

5.4.7.8. PCR em emulséo do cDNA purificado

Este passo foi realizado conforme protocolo lon One Touch™ 200 Template Kit v2
DL como segue. Em um tubo de 1,5 mL LoBind® foram adicionados os seguintes
componentes: 280 pl de 4gua livre de nuclease; 500 pl de lon One Touch™ 2X Reagent Mix;
100 pl de lon One Touch™ Enzyme Mix e 20 ul da biblioteca de DNA. A essa solucéo foram
adicionados 100 pl de lon OneTouch™ 200 lon Sphere™ Particles (ISPs) totalizando um
volume de 1.000 pl. Esse volume foi inserido na entrada de amostra do lon OneTouch™ Plus
Reaction Filter Assembly e, posteriormente, foram adicionados 1.500 pl de lon OneTouch™
Reaction Oil no mesmo local. A PCR em emulséo foi entdo iniciada no equipamento. Apds a
corrida os tubos de recuperacdo foram removidos cuidadosamente do aparelho, o
sobrenadante foi removido e o sedimento contendo os ISPs foi ressuspendido com a solucédo
restante do tubo. Os ISPs ressuspensos foram centrifugados a 15.500 xg por 2,5 minutos. O
sobrenadante foi removido.

5.4.7.9. Sequenciamento

Este passo foi realizado conforme protocolo lon PI™ Sequencing 200 Kit v2 como
segue. Um volume de 5 pl de lon PI™ Control lon Sphere foram adicionados aos 1SPs
previamente transferidos para tubos de PCR com capacidade de 0,2 ml. O material foi
homogeneizado. O material foi centrifugado a 15.500 xg por 5 minutos e apos, o sobrenadante
foi removido. Foram adicionados 15 pl de lon PI™ Annealing Buffer, 20 pl de lon PI™
Sequencing Primer. O material foi homogeneizado e colocado em termociclador a 95°C por 2
minutos seguido de 37°C por 2 minutos. Apds, foram adicionados 10 pl de tampéo de corrida
(lon PI™ Loading Buffer) e o material foi homogeneizado. Apds o preparo do CHIP, a
amostra foi inserida nele e o mesmo foi centrifugado na centrifuga do CHIP por 10 minutos.
Posteriormente o CHIP foi colocado no lon Proton Semiconductor Sequence (Life). As
analises ap0s o sequenciamento foram realizadas com o software CLC (CLC BIO, 2014).

Trés réplicas biologicas de cada um dos trés tratamentos foram usadas para preparar a
biblioteca, resultando num total de 9 bibliotecas. Para as analises no CLC, foi usado o genoma
de Ppe8 que apresenta aproximadamente 8 MB, 134 contigs e 7779 sequéncias codificadoras
de proteinas. Foi realizada a contagem do numero total de reads apos a retiradas dos rRNAS
(16S, 23S e 5S). Apos a remocéo dos reads dos ribossomais, dos reads com 10pb ou menos e
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as sequéncias dos barcodes, os reads foram mapeados contra 0 genoma de B. tropica estirpe
Ppe8. Os valores de expressaio RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads) foram
calculados. A analise dos componentes principais (PCA) foi feita com base nos valores de
RPKM. Foram determinados ainda a expressdo diferencial dos genes dentro de cada
combinacdo de tratamentos comparando a abundancia de transcritos entre os pares de
tratamentos. Os genes diferencialmente expressos (p-value < 0.05) induzidos e reprimidos
(fold change > 2 e <-2 respectivamente) foram selecionados para analises posteriores. Esses
genes foram anotados automaticamente através do software Blast2Go (CONESA & GOTZ,
2008) e categorizados através do WebMGA (WU et al., 2011). Para uma acuracia maior, 0s
genes diferencialmente expressos estdo sendo anotados manualmente através do software
Artemis (RUTHERFORD et al., 2000).

5.4.8. RT-gPCR

A fim de validar os niveis de expressdo génica relativa por RT-gPCR dos genes
diferencialmente expressos, foram selecionados sete genes diferencialmente expressos e
pertencentes a sete classes diferentes de acordo com a categorizacdo feita pelo COG.
Iniciadores para RT-gPCR foram desenhados com comprimento em torno de 19-21 bases, um
conteido de G/C aproximadamente de 50%, temperatura de anelamento (TM) em torno de
60°C e o comprimento do produto de PCR entre 69-150 pb (Tabela 5). O desenho dos
iniciadores foi realizado com o auxilio do software (Primer3 plus) (ROZEN & SKALETSKY,
1999). As reacOes de RT-gPCR foram realizadas com amostras de cDNA diluidas 1:20,
provenientes de trés replicatas biologicas, utilizando o equipamento 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) em placas contendo 96 pocos (MicroAmp® Optical 96),
com a utilizacdo de 5 pl do ¢cDNA diluido, 7,5 ul de GoTag® qPCR Master Mix, da empresa
Promega (Lot 0000144031) e volume variado dos iniciadores direto e reverso, de acordo com
a concentracdo de iniciador utilizada para cada gene e o volume final da reacdo foi
completado para 15 pl com agua ultrapura livre de nucleases. Os genes IpxC e recA foram
utilizados como controle interno e o tratamento JMV+agua usado como calibrador (RQ=1). A
expressdo relativa foi determinada com o programa gBase v.1.3.5 (HELLEMANS et al.,
2007).

A reacdo foi realizada utilizando o programa: 95°C por dois minutos, seguidos por 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, anelamento e aquisicdo da fluorescéncia a
60°C por 30 segundos.
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Tabela 5. Iniciadores usados na validacdo do RNA-seq por RT-gqPCR.

Gene Sequéncia direta (5'-3") Tamanho Concentracdo  Temperatura de
Sequéncia inversa (5'-3") do amplicon utilizada (pmol)  anelamento (°C)
(pb)

bceE GACGGCACGATTTATTACCC 150 300 62
CTTCTGGCTGCGATACGAC

fliP1 CATTCCGTTCCTCATCATC 71 500 62
GCGAGACCATCATCATACC

icmF1 CCTCATTACGGGTTTCACG 97 500 62
CTTCTCGTCGGGTTCGTAG

nifgE CTATGGTGGTTATGAGGGCA 69 500 62
CACACGGGGTTATGAATCG

paaF TTACACCGCCAAGGACATC 106 500 62
GCCATAGCCGTAACTCACG

secD GTATCGGCATCCTGACCTC 93 500 62
GCGACTTGAGCTTCTTCTTG

tsf AACAAGGCAAGCAAGGCAG 107 500 65
AAGTCGGTTTCGCAGTTCAG

IpxC TGAAGACGGTCGGCATCGGC 112 100 65
ACGGGGGTCGGCAAATCCAC

recA TCTGGACATTCGCCGTATCG 141 500 60

GAGATGCCTTCGCCGTAGAG
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5.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Alteracgdes no transcriptoma de B. tropica estirpe Ppe8 em resposta a presenca do fluido
do apoplasto

O perfil transcricional de B. tropica estirpe Ppe8 na presenca e auséncia do fluido
apoplasto gerou aproximadamente 17 milhdes de reads para os trés tratamentos, sendo que
cerca de 1,6 milhdes; 1,7 milhdes e 2,1 milhGes foram mapeados unicamente ao genoma de B.
tropica estirpe Ppe8 nos tratamentos MA, MLA e MM, respectivamente, apds a remocdo dos
rRNA, dos reads com 10pb ou menos e as sequéncias referentes aos codigos de barra
(barcodes) (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo dos dados de RNA-seq

Namero de Total de reads
Numero de Numero de reads
. mapeados
reads nas reads ap0s mapeados -
Amostras o Total reads ~ . unicamente
réplicas remocao dos unicamente
T em cada
biolégicas rRNAs no genoma de
tratamento
Ppe8
MA R1 4194351 17950732 2503162 533610 1606924
MA R2 5278999 3055062 509590
MA R3 8477382 2422989 563724
MLA R1 4698029 1942888 346311
MLA R2 7806802 16786088 4467387 920308 1765132
MLA R3 4281257 1633248 498513
MM R1 3767829 1710185 629250
MM R2 7444118 16236734 2671227 1088477 2158245
MM R3 5024787 2896158 440518

Os reads foram mapeados unicamente ao genoma de B. tropica estirpe Ppe8 com o programa CLC
Genomics Workbench 5.1, com um comprimento minimo de 90% e similaridade de 80. Os nimeros 1, 2 e
3 se referem as réplicas das amostras bioldgicas.

Em adicdo, foi realizada uma anélise de qualidade das réplicas bioldgicas. O grafico
tipo box plot indica que a distribuicdo dos valores de expressédo nas nove amostras foi similar,
assim como a distribuigdo entre as réplicas biologicas de cada tratamento (Figura 12).
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Figura 12. Box plot dos niveis de expressdo (RPKM) dos genes nas nove amostras de B.
tropica estirpe Ppe8.

Com relacdo a andlise dos componentes principais (PCA) hd uma clara separacao entre
o0s tratamentos, e as réplicas bioldgicas apresentaram padrdo semelhante entre si (Figura 13).
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Figura 13. Analise dos componentes principais dos valores dos niveis de expressdao em
RPKM do transcriptoma de B. tropica estirpe Ppe8 em trés condicdes de cultivo. Circulos
vermelhos, verdes e azuis representam os tratamentos MA, MM e MLA, respectivamente.

A analise dos dados mostrou que um total de 503 genes tiveram seus niveis de
expressdo reprimidos e 157 genes induzidos na presenca do fluido do apoplasto (MLA) em
comparacdo com o meio completo (MM) engquanto que 703 e 387 genes foram reprimidos e
induzidos respectivamente na presenca do fluido do apoplasto em comparacdo com o meio
diluido (MA) (Anexo 5). Estes resultados indicam que o fluido do apoplasto interfere na
expressdo génica de Ppe8 em plantas de cana de acucar. E conhecido que o fluido do
apoplasto altera a expressdo génica de Pseudomonas syringae em associacdo com feijdo,
Ralstonia solanacearum com tomate e Xanthomonas campestris com repolho (JACOBS et
al., 2013; YU et al., 2013; BERNONVILLE et al, 2014 ).

Foram selecionados sete genes de forma aleatoria, que segundo analise do RNA-seq,
se mostraram com expressao diferencial entre os tratamentos. Os genes icmF1, secD e tsf
tiveram seus niveis de expressdo aumentados em 7,8; 7,8 e 6,8 vezes no tratamento MLA em
relacdo a MA respectivamente e 14,2; 7,9 e 3,2 vezes no tratamento MM em relagcdo a MA
respectivamente. Os resultados obtidos por RT-gPCR mostraram que os genes icmF1, secD e
tsf tiveram seus niveis de expressdao aumentados em 1,71; 2,26 e 3,09 vezes no MLA em
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relagio a MA, respectivamente e em 1,81; 1,78 e 1,48 vezes no MM em relacdo a MA,
respetivamente corroborando com os resultados do RNA-seq. O gene paaF teve seu nivel de
expressdo reduzido em 15,7 e 12,5 vezes no MLA em relagdo a MA de acordo com os dados
de RNA-seq e RT-gPCR respectivamente. Ja o gene nifE ndo apresentou dados de expressdo
no MLA pelo RNA-seq, resultado confirmado por RT-gPCR onde MLA foi reprimido 50
vezes em comparacdo ao MA. O gene fliP1 foi expresso 13,6 e 3,33 vezes a mais no MM que
MA por RNA-seq e RT-qPCR respectivamente. Ja o gene bceE ndo apresentou valor de fold
change pois s6 foi expresso no tratamento MM de acordo com os dados de RNA-seq,
resultado confirmado também por RT-gPCR que mostrou que o gene foi expresso 4,48 vezes
a mais no MM que MA (Tabela 7). Portanto, a regulacdo dos genes bceE, fliP1, icmF1, nifE,
paaF, secD e tsf foi confirmada por RT-gqPCR, validando os dados de RNA-seq (Tabela 7).

Tabela 7. Genes de B. tropica estirpe Ppe8, diferencialmente expressos no MA (meio
diluido) (calibrador=1) em relacdo ao MM (meio completo) ou MLA (meio com fluido
do apoplasto).

RNA-seq RT-gqPCR?

Gene
MLA MM MLA MM
bceE SDS *0 SDS 4.48
fliP1 SDS 13.6 SDS 3.33
icmF1 7.8 14.2 1.71 1.81
nifE **0 SDS -50 SDS
paaF -15.7 SDS -12.5 SDS
secD 7.8 7.9 2.26 1.78
tsf 6.8 3.2 3.09 1.48

Valores expressos em fold change

*sem valor de fold change pois a expressdo do gene so foi detectada no tratamento MM
**sem valor de fold change pois o gene s6 foi expresso em MA

sds = sem diferenca significativa

# expressdo relativa

A maioria dos genes reprimidos na presenca do fluido do apoplasto em comparagéo ao
meio completo pertence as seguintes classes: mecanismo e transducdo de sinais (13%),
seguido por metabolismo e transporte de aminodcidos (13%), funcdes gerais (8%),
metabolismo e transporte de carboidratos (7%), producdo e conversdo de energia (7%),
transcricdo (6%), motilidade celular (6%), parede celular, membrana e biogénese do envelope
(5%), dentre outras (Figura 14). J& em relacdo aos genes induzidos na presenca do fluido do
apoplasto em comparacdo ao meio completo 0s mesmos pertencem as classes, metabolismo e
transporte de aminoacidos (15%), traducdo, estrutura ribossomal e biogénese (13%),
conversao e producdo de energia (12%), modificacdo poOs traducional, recuperacdo de
proteinas e chaperonas (12%), metabolismo e transporte de carboidratos (8%) dentre outras
(Figura 14). Contudo, quando se compara a presenca do fluido do apoplasto em relagcdo ao
meio diluido verifica-se que a maioria dos genes reprimidos, pertencem as seguintes classes:
mecanismo e transdugdo de sinais (13%), conversdo e producdo de energia (10%), funcdes
gerais (10%), transcricao (10%), metabolismo e transporte de carboidratos (9%), dentre outras
(Figura 14). J& para os genes induzidos na presenca do fluido do apoplasto podem ser citadas
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as classes: traducdo, estrutura ribossomal e biogénese (19%), metabolismo e transporte de
aminoécidos (12%), conversdo e producdo de energia (10%), parede celular, membrana e
biogénese do envelope (8%), modificagdo pos traducional, recuperacdo de proteinas e
chaperonas (6%), metabolismo e transporte de carboidratos (6%) dentre outras (Figura 15).
Portanto, o perfil transcriptomico apresentado por B. tropica estirpe Ppe8, crescida na
presenca do fluido do apoplasto de cana-de-acucar, sugere que a bactéria é metabolicamente
ativa na planta.
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Figura 14. Distribuicdo dos genes diferencialmente regulados de B. tropica estirpe Ppe8 pelo
fluido do apoplasto de acordo com a categoria do COG. Genes diferencialmente expressos na
presenca do fluido do apoplasto quando comparado ao meio diluido apresentam barras em cor
cinza e genes diferencialmente expressos na presenca do fluido do apoplasto quando
comparado ao meio completo apresentam barras em cor preta. B: Dinamica e estrutura da
cromatina, J: Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese, V: Mecanismos de defesa, D:
Controle do ciclo celular, divisdo celular e particdo do cromossomo, F: Transporte e
metabolismo de nucleotideos, U: Transporte intracelular, secrecdo e transporte vesicular, L:
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Replicacdo, recombinacdo e reparo, H: Metabolismo e transporte de coenzimas, O:
Modificacdo pos-transducional, recuperacdo de proteinas e chaperonas, S: Fungéo
desconhecida, P: Metabolismo e transporte de ions inorganicos, Q: Biossintese, transporte e
catabolismo de metabdlitos secundéarios, I: Metabolismo e transporte de lipideos, M: Parede
celular, membrana e biogénese do envelope, N: Motilidade celular, K: Transcri¢do, C:
Producdo e conversdo de energia, G: Metabolismo e transporte de carboidratos, R: Fungdes
gerais, E: Metabolismo e transporte de aminoécidos, T: Mecanismos de transducdo de sinais.

Em funcdo do objetivo principal do trabalho que foi avaliar a importancia do fluido do
apoplasto na expressdo génica de Ppe8 na colonizacdo de plantas de cana-de-agucar, dar-se-a
uma maior énfase nas principais classes induzidas ou reprimidas pela presenca do apoplasto.

Classe - Mecanismos de transducao de sinais

O padrdo das classes dos genes diferencialmente expressas na presenca do apoplasto
em comparacdo ao meio completo ou ao meio diluido é semelhante. Por exemplo, foi
verificado que os genes pertencentes a classe de mecanismo de transducdo de sinais
compuseram a maior parte dos genes reprimidos na presenca do fluido do apoplasto tanto em
comparagdo com o meio completo quanto meio diluido em que foram reprimidos 82 e 95
genes na presenca do fluido do apoplasto em comparacdo ao meio completo e meio diluido,
respectivamente. Esses genes incluem as histidina quinases (ORF_4988, ORF_1329,
ORF_5947, ORF_6039, ORF_6041, ORF_3153, ORF_2154, ORF_5947), reguladores de
respostas (ORF_6699, ORF_766, ORF_2788, ORF_6984), proteinas com dominio GGDEF,
EAL, GAF ou PAS/PAC (ORF_1546, ORF_1307, ORF_1225, ORF_5752, ORF_3201,
ORF_2855), serina-treonina (ORF_1169), um autoindutor (luxQ1), dentre outros. E
interessante observar que proteinas com dominio GGDEF ou EAL podem estar envolvidas na
sintese ou hidrdlise, respectivamente, de di-GMP-ciclico, um mensageiro secundario global
envolvido em mecanismos de sinalizacdo para adesdo, motilidade, viruléncia e morfogénese
celular (SIMM et al., 2004; ROMLING et al., 2005, BOYD & O'TOOLE, 2012). Em
Azoarcus cultivado sob condicdes de quorum sensing, foi observada a inducdo de genes que
codificam proteinas com dominio GGDEF, EAL, GAF ou PAS/PAC indicando que os
produtos desses genes podem estar envolvidos na sinalizacdo bacteriana, o oposto do que
ocorreu neste trabalho (HAUBERG-LOTTE, et al., 2012). JA4 ROMLING et al. (2005)
verificaram que altos niveis de biossintese de di-GMP-ciclico através da super expressdo de
proteinas com dominio GGDEF aumentaram a producdo de biofilme e a super expressdo de
EAL reduzia o niveis de di-GMP-ciclico levando a um aumento na motilidade bacteriana.
Ambos os dominio foram reprimidos na estirpe Ppe8 na presenca do apoplasto indicando a
repressdo de sinalizadores para formacdo de biofilme e genes relacionados a motilidade.
Dominios PAS/PAC sdo sensores que monitoram a alteracdo no ambiente de luminosidade,
potencial redox, oxigénio ou pequenas moléculas no citossol (TAYLOR & ZHULIN, 1999) e
a repressao dessas proteinas pode indicar que essas variaveis foram bem controladas no
trabalho. Proteinas com dominios PAS/PAC podem interagir com proteinas hrp que
participam da patogénese em Xanthomonas axonopodis pv. citri (ALEGRIA et al., 2004). Isto
pode indicar que esses dominios também tenham um papel especifico em causar doengcas em
plantas e portanto a repressdao desses genes pela estirpe Ppe8 seria uma forma de
reconhecimento do apoplasto de cana-de-agUcar e ndo causar doencas nas plantas.
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A capacidade da bactéria em responder a alteracbes ambientais pode ser uma
vantagem seletiva. Esse sistema geralmente envolve receptores transmembrana que percebem
sinais extracelulares e transmitem informacOes para componentes sinalizadores
intracelularmente, os quais regulam as repostas elicitadas pela ativacdo de proteinas efetoras
(GOUDREAU & STOCK, 1998). Essas proteinas efetoras podem elicitar respostas nas
plantas as quais podem reconhecer microrganismos, sendo que a interagdo somente ocorrera
se 0 microrganismo for mais rapido do que a resposta induzida da planta, se elicitores ndo
forem produzidos ou se supressores impedirem as reacoes de defesa da planta (METRAUX et
al., 2002). Isso pode significar que B. tropica estirpe Ppe8 reconhece o apoplasto de cana de
acucar, porém, para ndo ativar as respostas de defesa da planta, reprime em sua maioria, a
transcricdo de genes pertencentes a classe de mecanismos de transducdo de sinais. Esta
repressdo pode significar um importante indicio de reconhecimento especifico em relacdo a
variedade da cana. DROGUE et al. (2014) analisando o perfil do transcriptoma de duas
estirpes de Azospirillum (4B e B510) inoculadas em duas cultivares de arroz (Cigalon e
Nipponbare) verificaram que a estirpe B510 reprime um grande numero de genes
relacionados a ativacdo de respostas de defesa da planta como genes PRs (proteinas de
resisténcia), genes que codificam peroxidases, fatores de transcricdo, genes envolvidos na
sintese de acido salicilico, etileno, dentre outros que teriam potencial para ativar as respostas
de defesa da planta. Em Azoarcus cultivado na presenca e na auséncia de exsudatos de raizes
de arroz, foi verificado que genes envolvidos em mecanismos de transducédo de sinais foram
modulados indicando que os exudatos podem influenciar no mecanismo de transdugdo de
sinais na estirpe BH72 de Azoarcus sp. (SHIDORE et al, 2012). Contudo, 0s mecanismos
pelos quais plantas percebem estimulos enddgenos e exdgenos e respondem a esses estimulos
dependem de proteinas receptoras as quais sdo classificadas de acordo com seu dominio
estrutural (AFZAL et al., 2008). Portanto, talvez B. tropica reconheca os componentes do
apoplasto e reprima os genes relacionados aos mecanismos de transducdo de sinais para nao
gerar um reconhecimento e posterior cascata de eventos na planta de cana, levando que a
mesma a reconheca e expresse genes que possam inibir a colonizacdo da bactéria. Este
reconhecimento pode ser especifico da variedade empregada de cana-de-aglcar, portanto,
para verificar se ocorre 0 mesmo comportamento de Ppe8, ha a necessidade de se testarem
outras variedades (Figura 24).

Classe- Parede celular, membrana e biogénese do envelope

Houve a expressdo diferencial de genes pertencentes a esta classe quando se utilizou o
fluido do apoplasto em comparacdo ao meio completo. Seis genes foram superexpressos no
tratamento com liquido do apoplasto e 31 genes foram reprimidos. Dentre 0Ss genes
reprimidos estdo os genes ompA e as ORFs 5598 e ORF_5600, as quais codificam para a
biossintese de peptideoglicano, exopolissacarideo e lipopolissacarideo, respectivamente. Com
relacdo ao meio diluido, o apoplasto também reprimiu genes que codificam uma proteina
envolvida na biogénese da membrana externa (ORF_4492), biossintese de exopolissacarideos
(ORF_5483 e ORF_5600), glicosiltransferases (ORF_18, ORF_1131 e ORF_975), dentre
outras. Outra ORF encontrada sendo reprimida nessa classe na presenca do fluido do
apoplasto em comparacdo ao meio diluido codifica uma GDP-manose 4,6-deidratase
(ORF_5484). Ela é relacionada a biossintese de polissacarideo extracelular e formacéo de
biofilme (LERNER et al., 2009). Polissacarideos extracelulares tém um importante papel em
interacOes planta-bactéria por promover uma ancoragem firme e irreversivel as raizes das
plantas (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). MENESES et al. (2011), verificaram
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que mutante de G. diazotrophicus na capacidade de produzir EPS (exopolissacarideos),
apresentou adesdo deficiente na superficie de raizes de plantulas de arroz, enquanto que o
mutante complementado apresentou capacidade de adesdo restabelecida e semelhante a
estirpe selvagem indicando que EPS tem um importante papel nos passos iniciais de infecgéo,
levando a uma colonizagdo endofitica eficiente. MENESES et al. (2011) verificaram ainda
que na auséncia da fonte de carbono manitol, a estirpe selvagem Pal 5 de G. diazotrophicus
apresentou aderéncia reduzida quando comparada a presenca de manitol indicando que o
reconhecimento planta-bactéria pode ser direcionado pelo status nutricional da planta
(MENESES et al., 2011). Plantas, em geral, podem reconhecer muitos PAMPs (Pathogen-
associated molecular patterns - padrdes moleculares associados a patdgenos) bacterianos. Os
LPS que envolvem as células bacterianas sdo percebidos por uma série de espécies de plantas.
Esses PAMPs podem ser conhecidos, como neste caso, MAMPs (Microbe-associated
molecular pattern - padrdes moleculares associados a micorganismos) por serem referentes a
organismos que nao causam doencas nas plantas. TADRA-SFEIR et al. (2015) também
encontraram genes relacionados a biosintese de LPS (lipopolissacarideos) reprimidos quando
H. seropedicae foi cultivada na presenca de naringenina, um flavonoide derivado de plantas.
Nossa hipdtese é que a repressao desses genes seja parte da resposta da bactéria em funcao
dos componentes do liquido do apoplasto os quais podem levar & modulacdo de LPS, EPS e
peptideoglicano evitando assim a elicitacdo da resposta de defesa da planta. Genes que
participam destas vias fazem parte da sintese de biofilme que na interacdo planta-bactéria,
pode ser fator de viruléncia de diversos patdogenos (DANHORN & FUQUA 2007). A
producdo de EPS, especificamente, estd envolvida na colonizagdo epifitica e vascular de
patogenos tais como Erwinia amylovora (KOCZAN et al. 2009) e em muitos casos pode levar
ao bloqueio de vasos do xilema (GENIN & BOUCHER, 2002).

Genes que codificam glicosiltransferases foram reprimidos na presenca do apoplasto.
Glicosiltransferases transfere monossacarideos para aceptores com agucar ou sem resultando
na formacdo de unidades repetidas de sacarideo (LI & WANG, 2012). Finalmente essas
unidades sdo polimerizadas e este polimero é exportado das células fomando EPS, LPS, CPS
(polissacarideos capsulares), peptideoglicano, glicolipideos e glicosilacdo lipidica (LI E
WANG, 2012). Mutantes de X. citri subsp. citri defectivos na capacidade de produzir
glicosiltransferases apresentaram capacidade de biossintese de EPS e LPS reduzida, bem
como a motilidade, formacdo de biofilme e viruléncia em plantas de citrus (LI & WANG,
2012). Reducdo de viruléncia também foi verificada em mutantes defectivos em produzir EPS
de X. campestris pv. campestris (LU et al., 2007). Estes resultados indicam que
glicosiltransferases sdo importantes também na viruléncia e portanto talvez esta seja a
hipdtese da repressao desses genes por Ppe8.

Como a estirpe bacteriana testada é uma diazotréfica endofitica, talvez em seu
processo de colonizacdo a expressdo de genes que codificam tais componentes importantes de
parede celular, membrana e envelope sejam reprimidos a fim de uma colonizacdo eficiente e
de sucesso com o intuito de desviar das respostas de defesa da planta. Os resultados sugerem
que B. tropica € capaz de controlar a sintese de LPS em resposta a sinais dos componentes do
fluido do apoplasto das plantas. LPSs sdo requeridos para a colonizagdo de milho por H.
seropedicae, pois estirpes deficientes na producéo de LPS apresentaram reducdo na adesdo na
superficie radicular de milho ocasionando uma reducéo de mais de 90% de bactérias quando
comparada a estirpe selvagem. Os autores concluiram que isso é uma consequéncia da adesao
ineficiente e uma maior ativacdo das defesas da planta (BALSANELLI et al., 2010). Assim,
podemos sugerir que apos a entrada da bactéria na planta, a mesma pode reprimir a expressao
desses genes (Figura 24).
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Classe - Motilidade celular

A colonizacgdo bacteriana é dependente de uma motilidade e quimiotaxia em busca de
sinalizadores atrativos que podem ser compostos que ativam vias de sinalizacdo especificas
das bactérias (BASHAN et al., 2004). Foram identificados alguns genes envolvidos na
quimiotaxia, que sdo envolvidos na motilidade celular, estando reprimidos na presenca do
fluido do apoplasto quando comparado ao meio completo. Séo eles : cheA, cheB, cheC,
cheD,cheW, cheZ e cheR (grupo conservado de um sistema de transducdo de sinal) que
codificam proteinas relacionadas com a quimiotaxia (Figura 15) e as ORFs: 7336, 44, 771,
1234, 2547, 3207, 3357, 4185, 4474, 6857, 7676 e 796 (conhecidas como MCPs
ou methyl-accepting proteins), um grupo de quimioreceptores transmembrana (Figura 16).
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Figura 15. Genes reprimidos por Ppe8 na presenca do apoplasto em comparacdo ao meio
completo. Genes que ndo apresentam barras (fold change), ndo foram diferencialmente
expressos.

Ja em relacdo ao meio diluido a presenca do fluido do apoplasto reprimiu cheB
(regulador de resposta) e a ORF_44, ORF_46, ORF_771 e ORF_7336 (MCPs). Genes que
codificam uma via central de transducdo de sinais para a quimiotaxia, estdo presentes nas
bactérias moveis (SANT'ANNA et al., 2011). O grupo de genes citado acima afeta a producéo
de exopolissacarideos e a floculagdo em Azospirillum brasilense (EDWARDS et al., 2011).
Os genes que codificam MCPs podem estar relacionados a motilidade celular através da
regulacdo da histidina quinase CheA que fosforila um regulador de resposta o qual controla a
direcdo rotacional de um flagelo motor (FALKE et al., 1997). A via de sinalizagdo da atracdo

82



bacteriana por exsudatos de plantas envolve processo de fosforilacdo que transduz sinais de
quimioreceptores para motores flagelares (CELANI & VERGASSOLA, 2010) e causam
alteraces na direcdo da rotagdo do motor (WADHAMS & ARMITAGE, 2004). Esses
receptores formam associacbes complexas com proteinas quimiotaticas do citoplasma
incluindo a histidina quinase, CheA e uma proteina adaptadora CheW. Apoés a recepcao do
sinal, CheA torna-se autofosforilada em um residuo de histidina conservado e se conecta a um
regulador de resposta CheY. O CheY fosforilado controla as alteracdes na direcdo dos
flagelos. A atividade de sinalizacdo de quimioreceptores é modulada por atividade antagdnica
de uma metiltransferase CheR e uma metilesterase CheB. CheR adiciona grupos metil a
especificos residuos de glutamato nas regiGes C-terminal de receptores enquanto que CheB
depende de CheA fosforilado (SOURJIK, 2004; WADHAMS & ARMITAGE, 2004). Esta
transducdo de sinais quimiotatica é conservada tanto em espécies bacterianas proximas quanto
mais distantes filogeneticamente. A repressdao dos genes relacionados aos flagelos e a
quimiotaxia indica que o apoplasto pode reduzir a motilidade de B. tropica. Genes
relacionados a quimiotaxia sdo importantes principalmente para reconhecimento de exsudatos
radiculares que ativam algumas vias de sinalizagdo em bactérias e a atraem para
posteriormente dar inicio ao processo de infeccdo (BASHAN et al., 2004). TADRA-SFEIR et
al. (2015) verificaram alguns genes relacionados a quimiotaxia que estavam reprimidos em H.
seropedicae quando a bactéria foi crescida na presenca de naringenina. Resultado semelhante
foi obtido quando Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria importante no biocontrole de P.
fluorescens, foi cultivada na presenca de exsudatos radiculares da cultivar de baterraba Celt,
onde 0s genes cheY, cheA e pctA foram reprimidos (MARK et al., 2005). Genes envolvidos
na quimiotaxia foram tambem reprimidos em P. syringae na presenca do fluido do apoplasto
de feijdo (YU et al., 2013). Isto sugere que um movimento ativo direcionado para um
gradiente de nutrientes ndo deve ser necessario no apoplasto (Figura 24).
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Figura 16. Cascata regulatoria da quimiotaxia (Fonte: Adaptado de Russel, 2012). Os genes
representados nas figuras foram reprimidos por Ppe8 na presenca do fluido do apoplasto em
comparagdo com o meio completo. MCPs ativam histidina kinases de CheA via uma proteina
adaptadora CheW, CheA se autofosforila e transfere o fosfato para um regulador de resposta
CheY que se difunde e interage com proteinas flagelares. Entdo CheY é desfosforilado por
uma fosfatase CheZ, uma metiltransferase CheR adiciona grupos metil a residuos de
glutamato de receptores para modular a atividade de CheA, outro regulador de resposta CheB,
é fosforilado por CheA ativando a atividade de metiltransferase para restaurar CheR através
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da demetilacdo de CheA, em adicdo a deaminase CheD converte residuos de glutamina
conservados de receptores para glutamato, aumentando a disponibilidade de substratos para
CheR e uma fosfatase CheC ativa CheD formando um complexo com CheY fosforilado.

Quanto aos genes responsaveis pelos flagelos, estes sdo regulados por alteracdes
ambientais. Os genes flgF, fliP1, fliD1, flgE, motA, motB, fliG, fliM, flgL, fliC e fliS foram
reprimidos na presenca dos componentes do apoplasto em comparagdo ao meio completo e
em comparacdo ao meio diluido. A ORF que codifica uma das proteinas que compdem o
motor do flagelo (ORF_1046) e apenas trés ORFs, que codificam proteinas flagelares
(ORF_3053, ORF_3227 e _flgE) foram induzidas (Figura 17).
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Figura 17. Proteinas envolvidas na montagem flagelar (Fonte:adaptado de KEGG Pathway).
O conjunto de genes presentes no genoma de B. phytofirmans esta representado em caixa de
cor verde. Este genoma é um dos mais proximos filogeneticamente dentre as espécies de
Burkholderias endofiticas de plantas e que esta publicado. Os genes que estdo em caixas de
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cor vermelho claro foram reprimidos em Ppe8 cultivada em meio contendo liquido do
apoplasto em comparacdo ao meio completo.

XIE et al. (2015) obtiveram o transciptoma de Bacillus subtilis em resposta ao contato
com plantulas de arroz por 2 horas e verificaram que genes como fliL e flgK associados a
motilidade, apresentavam-se reprimidos, porém ao avaliarem a expressdo desses genes por
RT-gPCR verificaram que 0s mesmos encontravam-se induzidos enquanto que genes
envolvidos na formagdo de biofilme, srfA e sinl, somente até 15 minutos de contato, e
chegaram a conclusdo que provavelmente a bactéria pode ter paralisado a migracao até a raiz
até o momento de coleta (2 horas). Esta paralisacdo ou reducdo da expressdo de genes
relacionados a quimiotaxia e movimento pode ser em fungdo de uma conservacao de energia,
0 que mantém esses genes em baixos niveis (XIE et al., 2015). O mesmo pode ter acontecido
neste trabalho, onde, provavelmente o0s genes relacionados a quimiotaxia e movimento foram
expressos mais rapidamente e, posteriormente, foram reprimidos para que a bactéria pudesse
reduzir gastos com energia. Além do mais, flagelinas podem elicitar respostas de defesa nas
plantas pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS)
(FELIX et al., 1999). A proteina flagelina, que é o maior componente estrutural do flagelo
bacteriano € responsavel basicamente pela motilidade e adeséo bacteriana nas superficies, e é
reconhecida por muitas plantas (BOLLER & FELIX, 2009). As propriedades imunogénicas
da flagelina residem na regido altamente conservada da molécula localizada no N-terminal
(ZAMIOUDIA & PIETERSE, 2012). O peptideo sintético flg22 (que corresponde a 22
aminodacidos localizados na regido conservada da proteina flagelina) elicita respostas de
defesa na maioria das espécies de plantas (FELIX et al., 1999; LOPEZ-GOMEZ et al., 2012).
Como alguns desses genes envolvidos na biossintese de flagelos também estdo envolvidos na
biossintese de flagelinas, a repressao desses genes na presenca dos componentes do apoplasto
pode ser uma tentativa de escapar das respostas de defesa da planta. Isto também foi
observado em Azoarcus sp. em resposta a exsudatos de raizes e em H. seropedicae quando
cultivada na presenca de naringenina (SHIDORE et al., 2012 e TADRA-SFEIR et al., 2015).
Isto indica que o fluido do apoplasto pode afetar a motilidade de B. tropica e como a proposta
do trabalho era mimetizar o que ocorre in vivo, talvez a bactéria ndo precise se movimentar
em direcdo a diferenca de gradientes de nutrientes, uma vez que a mesma ja teria colonizado e
ja teria lancado mdo da expressdo de tais genes quando a mesma se encontra no solo ou
rizosfera e rizoplano. Sendo assim, os dados obtidos neste trabalho, indicam que 0 movimento
ativo é menos importante quando a populacio bacteriana esta bem estabelecida no interior da
planta (Figura 24). Nossos dados corroboram os de SHEIBANI-TEZERJI et al. (2015), que
ndo encontraram genes diferencialmente expressos relacionados a motilidade no
transcriptoma de B. phytofirmans quando crescidas no interior de plantas de batata.

Classe - Modificacdo pos traducional, recuperacao de proteinas e chaperonas

Foram encontrados 19 e 14 genes reprimidos no fluido do apoplasto em comparagédo
ao meio diluido e completo, e, 26 e 19 genes induzidos no apoplasto em comparagdo ao meio
diluido e completo, respectivamente (Anexo 5). Dentre eles, quatro genes que codificam
chaperonas e dois genes que codificam proteinas de choque térmico (heat shock protein)
foram induzidos na presenca do fluido do apoplasto em relagdo ao meio completo.
Chaperonas estdo envolvidas em varios processos bacterianos como o enovelamento de
proteinas recem-sintetizadas, secrecdo de proteinas, prevengdo da agregacdo de proteinas no
choque térmico e reparacdo de proteinas que foram danificadas ou desenoveladas por
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estresses (HERNANDEZ-MORALES et al., 2009). Os genes groL (chaperonina), groS, dnaJ,
dnaK (genes que codificam chaperonas), grpE e htpG (genes que codificam proteinas de
choque térmico) foram induzidos tanto em compara¢do ao meio completo quanto ao meio
diluido. Normalmente, a inducdo de genes que codificam chaperonas é uma indicagdo de uma
alta reciclagem de proteinas como produto de um metabolismo ativo ou mesmo de uma
adaptacdo do metabolismo (LUND, 2001). O interessante neste trabalho foi verificar que um
operon envolvido com a sintese de chaperonas foi induzido (Figura 18). O gene grpE codifica
uma proteina de choque térmico e é localizado a montante do gene dnaK e dnaJ que também
codificam proteinas relacionadas ao choque térmico (chaperonas moleculares). A
superexpressdo desses genes pode indicar que as células crescidas no fluido do apoplasto
podem ter sofrido algum dano nas proteinas. Provavelmente algum composto presente no
fluido do apoplasto pode ser responsavel por isso, ja que durante a execucao do trabalho foi
verificado que o fluido do apoplasto sofre uma tendéncia a oxidacdo durante o tempo de
experimento o que poderia também influenciar as células de B. tropica. No processo de
oxidacdo ocorre o acimulo de polifendis e produtos de oxidacdo como melanina, suberina,
lignina, cutina e calose (SATO et al., 2001). E importante salientar que esta oxidacio foi
verificada visualmente pelo escurecimento do meio com fluido do apoplasto durante o
crescimento da bactéria e ndo por alteracdo de pH, por exemplo, pois se manteve ao redor de
5,5 no final do experimento (dados ndo mostrados). Em Acetobacter pasteurians foi também
registrado superexpressdao dos genes grpE-dnaK-dnaJ na presenca de etanol resultando numa
melhora no crescimento bacteriano no meio contendo a substancia (ISHIKAWA et al., 2010).
SAKURAI et al. (2011) também verificaram a superexpressao de genes envolvidos na sintese
de chaperonas corroborando com o resultado deste trabalho. Trés ORFs que codificam
glutationa S transferase foram reprimidas na presenca do fluido do apoplasto. As ORFs 3291
e 3550 foram reprimidas na presenca do apoplasto em comparacdo tanto ao meio diluido
quanto ao meio completo e a ORF _3031 foi reprimida na presenca do apoplasto somente em
comparacdo ao meio diluido. Essas enzimas tém a capacidade de detoxificar compostos
endobioticos e xenobidticos através da ligacdo covalente da glutationa a substratos
hidrofobicos (VUILLEUMIER & PAGNII, 2002). Esta repressdo pode ser uma indicacao de
que ndo esta ocorrendo estresse na bactéria por espécies reativas de oxigénio.
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Figura 18. Genes induzidos no operon do genoma de Ppe8 pelo fluido do apoplasto em
comparacgdo ao meio diluido (MA) e meio completo (MM).

Classe - Transporte intracelular, secrecéo e transporte vesicular

Dois genes que codificam proteinas relacionadas ao sistema de secrecdo do tipo VI
(T6SS) foram superexpressos na presenca do fluido do apoplasto quando comparado ao
tratamento diluido. Os genes icmF1 e hcpl foram superexpressos na presenca do apoplasto
guando em contraste com o meio diluido porém ndo houve diferenca para esses dois genes
entre 0s tratamentos apoplasto e meio completo. O T6SS é um sistema de secrecao
injectisome-like envolvido no transporte ativo de moléculas do citossol bacteriano para as
células (MARCHI et al.,, 2013). T6SS estd envolvida na patogenicidade animal de
Proteobacteria como P. aeruginosa, B. mallei, Vibrio cholerae (MOUGOUS et al., 2006;
SCHELL et al., 2007; MIYATA et al., 2011) e poucos estudos focam no papel de T6SS na
interacdo planta-bactéria (ROEST et al., 1997; MATTINEN et al., 2008 e MARCHI et al.,
2013). O interessante é que T6SS ja foi encontrado em espécies de Pseudomonas, PGPRs
(Plant growth-promoting rhizobacteria - rizobactérias promotoras de crescimento de plantas)
(BOYER et al., 2009; BARRET et al., 2011; MARCHI et al., 2013). Em relacdo a proteina
Hcpl ela é ativamente secretada por isolados clinicos de P. aeruginosa e pacientes com
fibrose cistica desenvolvem anticorpos contra Hcp demonstrando que o sistema € ativo
durante a infeccdo (MONGOUS et al., 2006). Além desse gene, 0 T6SS é composto também
por icmF1 que codifica homologos de proteinas pertencentes ao T4SS (sistema de secrecéo do
tipo 1V) (SEXTON et al.,, 2004). Esse sistema ja foi encontrado em outras espécies de
Burkholderia como B. pseudomallei, B. cenocepacia, B. mallei e B. thailandensis (SHALOM
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et al., 2007; BURTNICK et al., 2009; SCHWARZ et al., 2010; ROSALES-REYES et al.,
2012 e CHIENG et al., 2015). Genes envolvidos no T6SS foram induzidos em uma bactéria
fitopatogénica, Pectobacterium atrosepticum, quando na presenca de extratos de batata o que
levaram os autores a conclusdo de que os genes podem ter alguma fungdo na interacdo com a
planta (MATTINEN et al., 2008). Em Rhizobium leguminosarum uma mutac¢éo no locus do
sistema de secrecdo tipo VI incapacitou a estirpe de formar noédulos funcionais em ervilha
afetando a infeccdo das plantas e a fixagéo de nitrogénio (BLADERGROEN et al., 2003). Em
Agrobacterium tumefaciens houve a expressdo de Hcp, mas ndo houve sua secrecdo através
de T6SS levando a sugestdo que Hcp pode ter alguma funcdo no interior de células
bacterianas (WU et al., 2008). Portanto, ndo se sabe exatamente a fungdo dos genes T6SS
neste caso, porém podem ter alguma funcdo no interior de células de B. tropica ou mesmo na
interacdo planta bactéria. Outra suposicdo é que, esses genes podem estar sendo transcritos e
ndo traduzidos e que talvez o valor de expressao destes genes na presenca do apoplasto como
ndo apresentou diferenca significativa na comparacdo ao meio completo talvez seja um valor
basal e a bactéria em contato com o meio diluido (tratamento com a agua), talvez por diluicdo
dos componentes do meio, tenha reduzido a expressdo desses genes no meio diluido (Figura
19).

Foi interessante observar que ORFs que codificam genes relacionados a montagem do
pillus FLP foram reprimidas na presenca do fluido do apoplasto, tanto na comparacéo do meio
diluido (ORF_5167 e ORF_5168) quanto na comparacdo com o meio completo (ORF_1815 e
ORF_4703). Pillus FLP sao proteinas fimbriais de baixo peso molecular que constituem uma
classe distinta de apéndices na bactéria (ANGELQOV et al., 2015). O pillus FLP pode ser
necessario para adesdo e formacéo de biofilme e pode ser essencial durante os passos iniciais
de infeccdo (NYKYRI et al.,, 2013). Mutantes de Ralstonia solanacearum defectivos na
producdo do pillus FLP foram capazes de colonizar plantas de batata, porém ndo causaram
sintomas de murcha (WAIRUKI et al., 2012). Estirpes mutantes flp/tad de Pectobacterium
ndo foram capazes de desenvolver doenca em plantas de batata, tendo sua capacidade
restabelecida quando esses mutantes foram complementados (NYKYRI et al., 2013). Esses
resultados sdo mais um indicativo de que Ppe8 reprime a expressdo desses genes pois
provavelmente eles tenham a funcéo ou estdo associados com a inducdo de doenca na planta.
Além desses, ainda foram reprimidas na presenca do fluido do apoplasto as ORFs que
codificam sistema de secrecdo do tipo Il (T2SS) e sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS)
(gspM e ORF_4612, respetivamente). Proteinas de secrecdo que tem a capacidade de liberar
efetores no hospedeiro podem ser usadas para suprimir as defesas da planta (JONES &
DANGL, 2006). Por outro lado, efetores podem ser reconhecidos pelas plantas e levar a
ativacdo da resposta imune (JONES & DANGL, 2006). Mutantes defectivos na producéo do
sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS) apresentaram uma maior colonizacdo endofitica em
plantas de Arabdopsis e trigo (INIGUEZ et al., 2005). Os dados obtidos sugerem que a
bactéria reprime a expressdo desses genes quando em contato com o fluido do apoplasto de
cana-de-agUcar, com o intuito de evitar que a planta ative seus mecanismos de defesa.

Embora gspM tenha tido sua expressao reprimida na presenca do fluido do apopalasto
em comparacdo ao meio diluido, houve também a inducdo de genes responsaveis por
codificar preprotein translocase (secY, secD, secF, secE, secA, secG e yajC) na presenca do
fluido do apoplasto (Figura 19). Esses genes também foram induzidos por Bacillus
amyloliquefaciens em resposta a exsudatos de raizes de milho (FAN et al., 2012). Essas
proteinas sdo relacionadas ao T2SS (CECAGNO, 2013) e também estdo presentes no genoma
de Nitrospirillum (syn. Azospirillum) amazonense (CECAGNO, 2013). Varios genes
relacionados ao T2SS foram superexpressos em Azoarcus cultivado em condigdes de fixacéo
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de nitrogénio (SARKAR & REINHOLD-HUREK, 2014). Essas proteinas do sistema Sec
transportam proteinas através da membrana plasmatica e apds, as proteinas tomam uma
conformacdo competente no periplasma. Ao contrério do esperado, diversos genes que
poderiam ativar as defesas da planta e também elicitar mecanismos de defesa foram induzidos
na estirpe Ppe8, portanto, o papel desses genes na interacdo Ppe8-apoplasto de cana-de-agucar
permanece inconclusivo, contudo parece ter fungdo importante na interagéo (Figura 24).
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Figura 19. Proteinas constituintes dos sistemas de secrecdo bacteriano. O conjunto de genes
presentes no genoma de B. phytofirmans esta representado em caixa de cor verde. Este
genoma € um dos mais préoximos filogeneticamente dentre as espécies de Burkholderias
endofiticas de plantas e que esta publicado. O genes que estdo em caixas de cores azul escuro
e vermelho escuro indicam que foram induzidos e reprimidos por Ppe8 no apoplasto em
comparacdo ao meio diluido respectivamente. Fonte: Adaptado de KEGG Pathway.

Classe - Biossintese de metabolitos secundarios, transporte e catabolismo

Foi possivel verificar que o genoma de B. tropica estirpe Ppe8 apresenta genes
envolvidos no metabolismo de compostos aromaticos. No total, 27 genes foram
diferencialmente expressos (Anexo 5). Dois genes, pcaG e pcaH, envolvidos no catabolismo
de protocatecol foram encontrados super expressos na presenca do apoplasto tanto em
comparacdo com o meio diluido quanto no meio completo. O gene pcaG foi aumentado
aproximadamente 660 e 42 vezes na presenca do apoplasto em compara¢do com o meio
diluido e meio completo, respectivamente. Ja o gene pcaH foi aumentado cerca de 57 e 106
vezes em comparacdo ao meio diluido e meio completo respectivamente. Os genes pcaH e
pcaG podem estar envolvidos na degradacdo de compostos presentes no apoplasto. O gene
pcaG e outros envolvidos no metabolismo de compostos fendlicos também foram super
expressos em Xanthomonas campestris pv. campestris nos vasos do xilema de plantas de
repolho indicando que pode estar envolvido na geragdo de precursores do ciclo do
tricarboxilato para prover energia (BERNONVILLE et al.,, 2014). TADRA-SFEIR et al.
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(2015) também encontraram genes pertencentes a este metabolismo estando super expressos
em H. seropedicae na presencga de naringenina. As ORFS_4594 (tolerancia a tolueno), paaB
(proteina de degradacdo ao &cido fenilacético) e ORF_2800 (4-hydroxyphenilpyruvate
dioxigenase) foram super expressos na presenca de apoplasto em relagdo ao meio completo.
SARKAR & REINHOLD-HUREK (2014) ao analizarem o transcriptoma de Azoarcus sob
condicdo de fixacdo de nitrogénio, verificaram que genes envolvidos na degradacdo do acido
fenilacético estavam reprimidos. Bradyrhizobium japonicum inoculados em sementes de soja
induziram genes envolvidos na degradacdo do &cido fenilacético, indicando que a bactéria
pode utilizar flavondides derivados da planta principalmente em condi¢cdes de baixa
concentracdo de oxigénio (LINDEMANN et al., 2007). Nossa hipdtese é que Ppe8 tem a
capacidade de degradar diversos tipos de compostos aromaticos possivelmente presentes no
fluido do apoplasto.

Classe - Metabolismo e transporte de aminoacidos, carboidratos, nucleotideos, lipideos e
fons organicos e producao e conversao de energia

O apoplasto induziu alguns genes envolvidos no metabolismo de carbono e nitrogénio
sugerindo que a bactéria pode usar fonte de carbono e nitrogénio presentes no fluido do
apoplasto. A B. tropica induziu a expressdo de 58 genes e reprimiu 179 genes quando na
presenca do apoplasto em comparacdo ao meio completo. J& em relagdo ao meio diluido, a
bactéria induziu 130 genes e reprimiu 214 genes na presenca do apoplasto. Portanto, podemos
verificar que o apoplasto pode modular o metabolismo da bactéria em funcdo da presenca de
compostos.

SHIDORE et al. (2012) também verificaram um grande namero de genes envolvidos
na categoria de metabolismo e transporte de aminoacidos e conversao e producao de energia,
quando a estirpe BH72 de Azoarcus sp. foi inoculada em arroz. Porém, verificaram que um
maior numero de genes foi expresso ap0s uma hora de exposicdo quando comparado ao
tempo de quatro horas, indicando que possivelmente o nivel de inducdo é funcdo da
degradacdo de compostos presentes no meio. Evento similar pode estar acontecendo no
presente trabalho, onde um maior nimero de genes foi reprimido apos duas horas de contato
com o apoplasto.

Varios genes pertencentes as classes de metabolismo e transporte de carboidratos tais
como: ORF_526, ORF_7140 e ORF_7142 (Sistema de transporte de acucar do tipo ABC),
ORF_1108 (glicose dehidrogenase), tpiA (triosefosfato isomerase), gap (gliceraldeido-3-
fosfato dehidrogenase tipo 1), gpmA (2,3-bifosfatoglicerato), fbaA (frutose-bifosfato aldolase),
3485 (enolase) e otsA (trealose-fosfato sintase) foram induzidos na presenca do apoplasto em
comparacdo ao meio diluido. Ja em comparacdo ao meio completo foram induzidos o gene
aepX (fosfoenolpiruvato mutase) e as ORFs ORF_526 e ORF_7140 (Sistema de transporte de
acucar do tipo ABC), ORF_1108 (glicose dehidrogenase). Os genes gap, gpmA, aepX e fbaA
e a ORF 3485 codificam produtos que participam da via glicolitica mais precisamente da
segunda parte, compensacdo, que gera no final do ciclo as duas moléculas de piruvato e o
ATP. Ja o gene tpiA e a ORF _1108 codificam produtos que participam da via oxidativa da
pentose fosfato (Figura 20).
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Figura 20. Via metabolica da pentose-fosfato. O conjunto de genes presentes no genoma de
B. phytofirmans esta representado em caixa de cor verde. Este genoma € um dos mais
proximos filogeneticamente dentre as espécies de Burkholderias endofiticas de plantas e que
estd publicado. Os genes que estdo em caixas de cores azul escuro indicam que foram
induzidos por Ppe8 no apoplasto em comparacdo ao meio diluido, 0s gene que estdo em
caixas em cores vermelho escuro e vermelho claro indicam que foram reprimidos no genoma
de Ppe8 na presenca do fluido apoplasto em comparacdo ao meio diluido e meio completo,
respectivamente. Fonte: Adaptado de KEGG Pathway.

Contudo, houve uma forte repressdo de genes pertencentes a esta classe. Dos 88 genes
reprimidos na presenca do apoplasto em ambas as condi¢des, 37 sdo transportadores de agucar
do tipo ABC. TADRA-SFEIR et al. (2015) também encontraram genes que codificam
transportadores do tipo ABC reprimidos na presenca de naringenina. Dentre outros genes
reprimidos em comparacao ao meio diluido estdo ORF_3857 (frutose-1,6-bifosfato aldolase)
que codifica uma proteina do Gltimo passo da primeira fase da via glicolitica, que leva a gasto
de ATP, ORF_4930 e ORF_6685 (trealose-6-fosfato sintase) que codifica uma proteina que é
formada a partir de uma molécula de glicose com uma molécula de glicose-6-fosfato,
ORF 5129, ORF_741 e ORF_7496 (manose-6-fosfato isomerase) que codifica uma proteina
que catalisa a conversdo de frutose-6-fosfato em manose-6-fosfato podendo posteriormente
participar na biossintese de polissacarideo capsular, zwj (glicose-6-fosfato-1-dehidrogenase),
ORF_6066 (glucololactonase), essas duas sdo enzimas chaves na conversdao de glicose-6-
fosfato em 6-fosfoglicerato na via da pentose fosfato, glgA, glgB, glgC e glgX que s@o genes
que participam da biossintese do glicogénio, treS, treY e treZ que sdo enzimas importantes na
biossintese de trealose.

91



J& em comparagdo ao meio completo, a presenca do apoplasto reprimiu as ORFs
pertencentes a via glicolitica, tais como ORF_5129 e ORF_741 (manose-6-fosfato isomerase)
e ORF_5767 (gluconolactonase). Foi possivel perceber entdo que vias alternativas no uso de
subprodutos da via glicolitica foram reprimidas (producdo de glicogénio, manose e trealose),
indicando que B. tropica na presenca do apoplasto pode investir na via glicolitica como forma
de geracdo de energia (ATP) (Figura 21). Porém, reprimiu enzimas iniciais da conversao de
glicose-6-fosfato em 6-fosfoglicerato da via oxidativa da pentose fosfato indicando reducao
em producdo de nucleotideos e coenzima no momento da coleta (2 horas apds inducdo om
apoplasto).
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Figura 21. Via metabolica glicolitica. O conjunto de genes presentes no genoma de B.
phytofirmans esta representado em caixa de cor verde. Este genoma é um dos mais proximos
filogeneticamente dentre as espécies de Burkholderia endofiticas de plantas e que esta
publicado. Os genes que estdo em caixas de cores azul escuro e vermelho escuro indicam que
foram induzidos e reprimidos respectivamente no apoplasto em comparacéo ao meio diluido e
0 gene em caixa roxa escura indica que foi reprimido no apoplasto tanto em comparagéo ao
meio diluido quanto no meio completo. Fonte: Adaptado de KEGG Pathway.

E importante salientar que B. tropica estirpe Ppe8 ndo apresentou genes
diferencialmente expressos relacionados ao metabolismo de sacarose, que € o agucar em
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maior quantidade no apoplasto (ASSIS JUNIOR et al., 2004). Isto se deve ao fato de que
todos os tratamentos apresentavam inicialmente 0,5% de sacarose de agUcar residual em sua
composicao, ou seja, 0 meio completo foi composto de 0,5 % de agucar residual + 50 ml com
0,5% de sacarose, ja 0 meio diluido foi composto de 0,5% de acucar residual + 50 ml de &gua
e 0 apoplasto de 0,5% de acucar residual + 50 ml de apoplasto com 0,5% de sacarose
(aproximadamente 11 g.L™ de sacarose - dados ndo publicados - TERRA, 2015).

Outro aspecto interessante foi que o liquido do apoplasto reprimiu a expressao de
ORFs que codificam sistemas de transporte de xilose do tipo ABC (xylF), efluxo de
permeases de arabinose (ORF_2418, ORF_5560, ORF 5718 e ORF_626) e componentes
permeases do sistema de transporte do tipo ABC de ribose/xilose/arabinose/galactosidase
(ORF_1207, ORF_4480 e ORF_4883) em comparacdo ao meio diluido. Contudo também
reprimiu em comparacdo ao meio completo o gene xylF, as ORFs que codificam efluxo
permeases de arabinose (ORF_175, ORF_3318, ORF_4607, ORF_5150, ORF_7147 e
ORF_7618), componentes permeases do sistema de transporte do tipo ABC de
ribose/xylose/arabinose/galactosidase (ORF_1644, ORF_1092, ORF_3095, e ORF_4883) e
genes para proteinas da via de dissimilacdo de fucose (ORF_1087). Em plantas, arabinose e
xilose sdo acucares abundantes e componentes de parede celular (BURGET et al., 2003;
DESAI & RAO, 2009). Segundo SOUZA et al. (2012), glicose e xilose s&o os principais
monossacarideos presentes na parede celular de cana-de-aclcar, representando
aproximadamente 60% e 34% respetivamente, além de células do colmo também conter
fucose, galactose, arabinose, manose e ramnose em menores proporcdes. Isto pode significar,
portanto, que a bactéria possa reprimir genes relacionados ao metabolismo desse agucar na
presenca do fluido do apoplasto e ndo degrade os componentes de parede celular que
circundam o apoplasto e, com isso, ndo se tornar fitopatogénica. A bactéria fitopatogénica B.
glumae induziu a expressao desses genes no interior dos tecidos de arroz, pois fitopatogenos
podem metabolizar esses monossacarideos oriundos da degradacdo de polimeros da parede
celular durante o crescimento da planta (KIM et al., 2014). Arabinose e fucose podem induzir
genes de viruléncia em Agrobacterium tumefaciens (CANGELOSI et al., 1990).

A Burkholderia tropica estirpe PPe8 também expressou diferencialmente os genes
pertencentes a classe de conversdo e producdo de energia na presenca do apoplasto. Foram
reprimidos 71 e 41 genes na presenca do apoplasto em comparagdo aos meios diluido e puro,
respectivamente, e induzidos 41 e 18 genes em comparacdo aos meios diluido e puro,
respectivamente. Dentre 0s genes induzidos na presenca do apoplasto podemos citar IpdA,
pdhB e aceE (piruvato dehidrogenase), acnB (aconitases), gltA (citrato sintase), ORF_2970
(isocitrato dehidrogenase), sucC e sucD (succinato-CoA ligase), sdhB, sdhA e sdhD
(succinato dehidrogenase), em comparacdo ao meio diluido (Figura 22). JA em relacdo ao
meio completo, o apoplasto induziu os genes achnM e acnB (aconitases), fumC (fumarase)
pertencendo ao ciclo do acido citrico que gera NADH para fosforilacdo oxidativa.
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Figura 22. Via metabodlica do acido citrico. O conjunto de genes presentes no genoma de B.
phytofirmans esta representado em caixa de cor verde. Este genoma € um dos mais proximos
filogeneticamente dentre as espécies de Burkholderias endofiticas de plantas e que esta
publicado. Os genes que estdo em caixas de cores azul escuro e azul claro indicam que foram
induzidos por Ppe8 no apoplasto em comparacdo ao meio diluido e no meio completo
respectivamente, o gene em caixa roxa clara indica que foi induzido por Ppe8 no apoplasto
tanto em comparacdo ao meio diluido quando no meio completo e o0 gene em caixa vermelha
clara indica que foi reprimido por Ppe8 no apoplasto em comparacdo ao meio completo.
Fonte: Adaptado de KEGG Pathway.

Foi verificado também que o cultivo de B. tropica no meio com liquido do apoplasto
induziu a expressdo de varios genes envolvidos em vias metabdlicas centrais bem como genes
que codificam subunidades do complexo | de NADH Dehidrogenase (nuoD, nuoG, nuoH e
nuoM), o primeiro componente da cadeia respiratdria de elétrons, em comparacdo ao meio
diluido. Isto indica uma forte ativacdo do metabolismo da respiracdo aerdbica fornecendo as
células a energia necessaria para um aumento da replicacdo bacteriana. CIRAULO et al.
(2010) analisaram o transcriptoma da bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa sob condi¢cdes
quimicas baseadas no xilema (meio 3G10R) e verificaram também a inducdo dos genes
citados acima. Em P. syringae pv. phaseolicola estirpe 1448A, quatro genes (nuoE, nuoF,
nuoG e nuoH) foram induzidos em um operon composto por 13 genes, quando a bactéria foi
cultivada na presenca do fluido do apoplasto de feijajo (HENANDEZ-MORALES et al.,
2009). Pertencentes também a via de fosforilacdo oxidativa, encontramos também induzidos
na presenca do apoplasto em comparacdo ao meio diluido, os genes cyoA, cyoBl1, cyoB,
cyoC1, cyoC e cyoD (citocromo o ubiquinol oxidase), atpA, atpD, atpH, atpC, atpG, atpl
(ATP sintase). No processo de respiracdo celular, bactérias aerobicas transferem elétrons de
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substancias oxidaveis para o oxigénio molecular via cadeia transportadora de elétrons. Essa
liberacdo de energia é necesséria para a producéo de ATP por meio da fosforilacdo do ADP.
SHEIBANI-TEZERJI et al. (2015) também encontraram genes pertencentes a fosforilacéo
oxidativa sendo super expressos em B. phytofirmans inoculada em batata, porém relacionam
esta inducdo a condicdo de estresse a seca a qual as plantas foram submetidas, o que ndo foi o
caso deste trabalho (Figura 23).
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Figura 23. Via metabolica da fosforilacdo oxidativa. O conjunto de genes presentes no
genoma de B. phytofirmans esta representado em caixa de cor verde. Este genoma é um dos
mais proximos filogeneticamente dentre as espécies de Burkholderias endofiticas de plantas e
que esta publicado. Os genes gque estdo em caixas de cores azul escuro e azul claro indicam
que foram induzidos por Ppe8 no apoplasto em comparacdo ao meio diluido e meio completo
respectivament e 0s genes marcados em roxo escuro foram reprimidos no apoplasto em ambas
as condicOes. Fonte: Adaptado de KEGG Pathway.

Com relacdo aos genes superexpressos pela presenca do fluido do apoplasto em
comparacdo ao meio completo, podemos citar também cyoA, cyoB1, cyoC1, cyoD (citocromo
o ubiquinol oxidase) e narG, narH e narJ (nitrato redutase). E importante salientar que a
bactéria cresce ativamente na presenca do fluido do apoplasto de cana-de-aclcar a 50%
utilizando-o em seu metabolismo componentes nele presente para suprir sua demanda
energética. TEJERA et al. (2006) verificaram que o aconitato predomina sobre os demais
acidos organicos presentes no apoplasto, e portanto a inducdo de genes que codificam
aconitases no ciclo do &cido citrico, indicam que a bactéria utiliza o acico organico.

Contudo, diversos genes desta classe foram também bastante reprimidos na presenca
do fluido do apoplasto. Destacamos o0s genes que fazem parte do complexo 11 da fosforilacéo
oxidativa, a qual é composta de dois grupos prostéricos (Heme e Fe-S), citocromo B e
citocromo C que formam o complexo BC. Basicamente este complexo transfere elétrons da
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ubiquinona reduzida até o citocromo C no espago intermembrana, gerando prétons neste
local. Este citocromo C, na etapa final, carrega elétrons até o oxigénio molecular gerando
agua. Contudo, o complexo | (NADH a ubiquinona), o complexo Il (succinato a ubiquinona)
e 0 complexo 1V (citocromo C para O,) foram ativados na presenca do apoplasto, indicando
que em algum momento o complexo Ill possa ser ativo, gerando ATP. Porém, isto também
pode ser um artefato bacteriano para reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio que
podem ocorrer na etapa final. Outros genes importantes reprimidos sdo 0s genes que
participam do complexo piruvato-desidrogenase. Este complexo remove um grupo carboxil
do piruvato e os dois carbonos remanescentes sdo convertidos ao grupo acetil da acetil-coA.
Este complexo requer a presenca de cinco grupos prostéticos, dentre eles encontra-se NAD
(nicotinamida-adenina), a qual também foi reprimida na presenca do fluido do apoplasto. Ja
na presenca do apoplasto em comparacdo ao meio diluido, dois genes (IpdA e pdhB) que
codificam o complexo piruvato-desidrogenase foram induzidos, indicando que a transcrigdo
desses dois genes seja suficiente para que os demais passos do ciclo do &cido citrico ocorram,
como verificamos com a inducao de outros intermediarios do ciclo.

Burkholderia tropica cultivada na presenca do fluido apoplastico também expressou
diferencialmente genes da classe metabolismo e transporte de aminoacidos. A bactéria
induziu 31 e 15 genes na presenca do apoplasto em comparacdo aos meios diluido e puro,
respectivamente, contudo, também reprimiu 34 e 59 genes na presenca do fluido apoplasto em
comparacgdo aos meios diluido e puro, respectivamente (Anexo 5). Dentre 0s genes induzidos,
verificamos gltl (glutamato sintase), hutH (histidina amdnia-liase), aroE (shiquimato 5-
dehidrogenase), argB (acetilglutamato quinase), aspB (aspartato/tirosina/aromatico
aminotransferase), opucA (sistema de transporte prolina/glicina betaina), thrA (homoserina
dehidrogenase), metH (metionina sintase 1), thrC (treonina sintase), gcvP (glicina
dehidrogenase), gcvT (glicina clivagem do sistema T proteina), ORF_7463 (efluxo de
treonina), ORF_7488 (biodegradativo arginina decarboxilase), dentre outros. O apoplasto das
variedades NC0310, RD 75-11 e PR 60-170 de cana-de-agUcar cultivada em Cuba apresenta
0s amino&cidos serina, prolina, alanina e acido aspartico em sua grande maioria (cerca de
60% do conteddo), e acido glutdmico, tirosina, cisteina, metionina, glicina e lisina também
fazem parte da composicdo do apoplasto, porém em concentragdes menores e variando com a
variedade utilizada e manejo (adubacdo) (TEJERA et al., 2006). Foi verificada, portanto, a
inducdo da expressdo de genes envolvidos com o metabolismo dos aminoacidos presentes no
fluido do apoplasto indicando que a bactéria € capaz dedegradar esses aminoacidos. Além
disso, compostos aromaticos provenientes de plantas podem ser usados como fonte de
carbono por bactérias rizosféricas (RAMACHANDRAN et al., 2011). E importante verificar
que dois importantes genes foram citados pertencentes ao metabolismo do nitrogénio,
histidina amdnia-liase (hutH) e glutamato sintase (gltl). O gene hutH codifica uma amdnia-
liase que catalisa o primeiro passo da degradacdo da histidina para produzir acido urocanico.
E gltl, catalisa a sintese de glutamato por transferéncia redutiva do grupo amida da glutamina
para a posicao 2 do 2-oxoglutarato formando duas moléculas de glutamato. Tanto a aménia
guanto o &cido urocanico sdo incorporados no metabolismo do glutamato sugerindo que esta
via esteja ativa quando a bactéria é exposta ao fluido do apoplasto. HERNANDEZ-
MORALES et al. (2009), também encontraram 0s genes de nitrato redutase e amonia-liase
induzidas por P. syringae na presenca do fluido do apoplasto de plantas de feijdo.

Em contrapartida, o apoplasto também reprimiu genes envolvidos nesta classe. Dos 59
genes que foram reprimidos na presenca do fluido apoplasto em comparacdo ao meio
completo, 35 sdo transportadores do tipo ABC (Anexo 5). Transportadores do tipo ABC
representam uma grande superfamilia de transporte ativo de proteinas de membrana
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apresentando um dominio conservado (ATPase) que se liga e hidrolisa ATP, para a entrada de
vérios nutrientes e extrusio de drogas e residuos de metabolitos (NICOLAS et al., 2007).
TADRA-SFEIR et al. (2015) também encontraram genes que codificam transportadores do
tipo ABC estando reprimidos na presenca de naringenina. Essa repressdo pode ser um artefato
da bactéria para economizar energia visto que o metabolismo dela esta bastante ativo (indugdo
de genes envolvidos na classe de traducao, proteinas ribossomais e biogénese). Outra hipbtese
é que esses transportadores em algum momento estavam ativos e com o intuito de reducdo no
gasto energético, apds a entrada de amino&cidos possiveis de serem metabolizados pela
bactéria, a Ppe8 reprimiu a expressao deles (Figura 24). O fluido do apoplasto ndo induziu a
expressdo da ORF 7498 que codifica uma glutamina sintetase (GS) sugerindo que
provavelmente o amoénio, seu principal inibidor, estivesse em quantidades relativamente
maiores quando comparado ao meio diluido e ao meio completo. CORDEIRO et al. (2013)
também verificaram a GS reprimida em H. seropedicae pela quantidade de amonio presente
no meio de cultura.

Burkholderia tropica também regulou diferencialmente genes na presenca do fluido do
apoplasto, pertencentes ao metabolismo e transporte de nucleotideos. No total, foram
reprimidos 11 e 5 genes na presenca do apoplasto em comparacdo aos meios diluido e puro,
respectivamente, contudo, foram induzidos 9 e 2 genes na presenca do fluido do apoplasto em
comparagdo aos meios diluido e puro, respectivamente. Dentre 0s genes induzidos, podemos
citar o purB (adenilosuccinato liase), pyrG (CTP sintase), guaA (GMP sintase), em
comparagdo ao meio diluido e ORF_7541 (nucleosideo fosforilase) em comparacdo a ambos
os tratamentos. E também reprimiu outros como ORF_7070 (adenosina deaminase),
ORF_7118 (purina-citosina permease) em comparacdo ao meio diluido e ORF_6981
(timidilato sintase) em comparacao a ambos os tratamentos.

Outra classe influenciada pelo apoplasto foi a classe de metabolismo e transporte de
lipideos. B. tropica reprimiu 20 e 15 genes na presenca do fluido do apoplasto em comparacéo
aos meios diluido e puro, respetivamente, e induziu 10 e 5 genes em comparacdo aos meios
diluido e puro, respectivamente (Anexo 5). Dentre o0s genes induzidos, estdo os que codificam
acetil-CoA (ORF_3429 e ORF_5790), acil-CoA desidrogenase (ORF_2584 e ORF_2585) em
comparacdo ao tratamento diluido. J& em comparacédo ao tratamento com o meio completo, B.
tropica induziu na presenca do apoplasto um gene que codifica acil-CoA dehidrogenase
(ORF_2585), acil-coenzima A (ORF_3873), enoil-CoA hidratase (ORF_4514), dentre outros.
Verificamos que o fluido do apoplasto interferiu mais na repressdo do que na inducdo dessa
classe de genes. Na presenca do fluido do apoplasto verificamos também ORFs que codificam
acetil-CoA acetiltransferase (ORF_7661), acil-CoA dehidrogenases (ORF_3402, ORF_7014 e
ORF_917), enoil-CoA hidratase (ORF_2356, ORF 4514 e ORF_4948) dentre outras em
comparacdo ao meio diluido, reprimidas. Ja em comparacdo ao meio completo, verificamos a
repressao das ORFs que codificam enoil-CoA hidratase (ORF_1685, ORF_4948, ORF_5685),
acetil-CoA (ORF_2357, ORF_5010, ORF_876), acil-CoA dehidrogenases (ORF_2984,
ORF_4490, ORF_665) reprimidas.

Com relacdo ao metabolismo e transporte de ions inorganicos B. tropica reprimiu 16 e
14 genes na presenca do apoplasto em comparacao aos meios diluido e puro, respetivamente,
e induziu 8 e 6 genes em comparacdo aos meios diluido e puro, respectivamente (Anexo 5).
Foram verificadas principalmente trés ORFs sendo induzidas na presenca do fluido do
apoplasto em comparacdo ao meio diluido, as que codificam basicamente transportadores de
ferro (feoB, tonB e ORF_1345). Em contrapartida foram reprimidas nessa mesma comparagao
as ORFs que codificam transportadores do tipo simporter de Na* (ORF_4056 e ORF_862),
transportadores de Mg®* e Co?* (ORF_4879), bacterioferritina (ORF_3560 e bfr), catalase
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(ORF_2861 e ORF_974). Bacterioferritina participa da homeostase do ferro, regulando seus
niveis na célula da bactéria. E possivel que a bactéria esteja assimilando absorvendo ferro,
uma vez que transportadores estdo ativos, pois faz parte de inimeros componentes celulares
como a proteinas Fe-S. Ao contrario do apresentado aqui, B. phytofirmans induziu em seu
transcriptoma, genes que codificam homeostase do ferro quando plantas de batata foram
crescidas em condicOes de estresse (seca), indicando possivelmente que esta proteina pode ter
algum efeito na tentativa de minimizar o estresse (SHEIBANI-TEZERJI et al., 2015). J&
quando se comparou com o tratamento com meio completo, o fluido do apoplasto induziu a
expressdao das ORFs que codificam proteinas envolvidas no transporte de ferro (tonB e
ORF_1345) e permease de fosfato/sulfato (ORF_2802) e reprimiu as ORFs que codificam os
genes tipo simporter de Na* (ORF_862), transportador de nitrato/nitrito (ORF_7431) dentre
outros indicando que a composi¢cdo do fluido do apoplasto pode influenciar a modulacdo de
genes pela bactéria. Catalases normalmente sdo responsaveis pela detoxificacdo de espécies
reativas de oxigénio produzidas em funcdo do metabolismo aerdbico, ou presenca de ferro
e/ou moléculas toxicas nos extratos de plantas (KLOTZ & HUTCHESON, 1992; ANDREWS
et al., 2003). Algumas moléculas como metais, agucares e oligossacarideos empregam tonB
para seu transporte pela membrana externa (SCHAUER et al., 2008), portanto, isso pode
explicar também a inducdo desse gene no fluido do apoplasto. Algumas bacterioferritinas
podem auxiliar na protecdo contra espécies reativas de oxigénio (HERNANDEZ-MORALES
et al., 2009). HERNANDEZ-MORALES et al. (2009) verificaram genes envolvidos na via de
fosforilagdo oxidativa, bacterioferritinas e catalases estando induzidos em Pseudomonas
syringae na presenca de extratos de feijdo e concluiram que em funcdo da cadeia respiratoria
ativada, genes relacionados a detoxificacdo também estavam ativos. Nossos resultados
mostram que tanto genes que codificam catalases, quanto genes que codificam
bacterioferritinas foram reprimidos na presenca do fluido do apolasto em comparacdo ao meio
diluido, indicando que o apoplasto ndo induz a producao de espécies reativas de oxigénio e,
portanto, reduz danos relacionados ao estresse oxidativo. Embora, como ja visto, a cadeia
transportadora de elétrons esteja ativada na presenca do apolasto, talvez ndo seja o suficiente
para causar um estresse oxidativo e consequentemente ativar genes envolvidos em
detoxificacdo (Figura 24).

Classe - Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese

A classe de traducdo, estrutura ribossomal e biogénese foi fortemente induzida na
presenca do fluido do apoplasto quando comparado a ambos os tratamentos (com meio
completo e com agua). No total, 75 genes foram induzidos na presenca do fluido do apoplasto
onde cerca de 41 genes sdo responsaveis por codificar proteinas ribossomais. Isto pode indicar
que o apoplasto afeta o crescimento de B. tropica e também corrobora com o metabolismo
ativo da bactéria no momento de coleta das células (fase exponencial), indicando alta
atividade metabolica. Em Escherichia coli cultivada em condicdes de limitacdo de fosforo, foi
verificada que proteinas ribossomais foram reprimidas o que pode ter sido também por uma
taxa de crescimento mais lento nessa condicdo (BAEK & LEE, 2007). E sabido que proteinas
pertencentes a0 metabolismo de aminoéacidos e traducgdo, proteinas ribossomais e biogénese
sdo reprimidas na fase estacionaria de bactérias (OH et al., 2006). O mesmo foi verificado no
transcriptoma de P. fluorescens cultivada em condicdes limitantes de ferro (LIM et al., 2012).
Em Azoarcus cultivado em condi¢bes de fixacdo de nitrogénio, genes pertencentes a esta
classe também foram fortemente reprimidos, o que reflete uma taxa de crescimento menor
(SARKAR & REINHOLD-HUREK, 2014). Portanto, esse resultado confirma que a bactéria
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estava com atividade metabdlica elevada o que pode ser em fungdo da resposta ao fluido do
apoplasto aliado a condicéo fisiolégica em que a mesma foi coletada (fase exponencial).

Classe - Mecanismos de defesa

Interessantemente, genes relacionados a classe mecanismo de defesa foram pouco
expressos, podendo indicar que essa classe de genes apresenta um papel menor na vida
endofitica de B. tropica estirpe Ppe8. Uma explicacdo para isso € que o interior de plantas é
um nicho onde bactérias escapam de uma alta pressao de competicdo comparado a rizosfera e
solo, além do mais, o apoplasto utilizado foi esterilizado por filtragdo, eliminando, dessa
forma, a possibilidade de competicdo com outros microrganismos que talvez poderiam estar
presentes. Plantas de batata cultivadas por cultura de tecidos, livre de qualquer
microrganismo, foi inoculada com B. phytofirmans e a bactéria ndo apresentou também genes
diferencialmente expressos pertencentes a esta classe (SHEIBANI-TEZERJI et al., 2015).

Outras classes de genes

Outras classes também apresentaram genes diferencialmente expressos na presenca do
fluido do apoplasto como dindmica e estrutura da cromatina (um gene sendo reprimido na
presenca do apoplasto em comparacdo ao meio completo), controle do ciclo celular, divisao
celular e particdo do cromossomo (seis genes sendo reprimidos na presenca do apoplasto em
comparagdo ao meio completo e seis e trés genes sendo reprimidos e induzidos
respectivamente em comparacdo ao meio diluido). Dentre esses genes é importante destacar
que o gene mreB foi induzido na presenca do apoplasto em comparacdo ao meio diluido. Esse
gene codifica uma proteina que constitui um homdlogo de actina que € essencial para a
segregacdo do cromossomo, manutencdo da forma da célula, localizacdo polar de varias
proteinas bacterianas, montagem do peptideoglicano e motilidade (GITAI et al., 2005;
KRUSE et al., 2005; DIVAKARUNI et al., 2007). Essa proteina foi expressa exclusivamente
em H. seropedicae cultivada na presenca de extrato de cana-de-acucar (CORDEIRO et al.,
2013). A mesma estd envolvida provavelmente na interacdo entre bactéria e o hospedeiro,
pois em A. brasilense um mutante mreB apresentou morfologia e superficie celular alterada
(BIONDI et al., 2004), sugerindo que é um gene importante na manutencdo da forma da
célula e portanto pode ter um papel na interacdo com a planta. Os genes de outras classes
estdo caracterizados no Anexo 5.
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Figura 24. Modelo com as principais classes diferencialmente expressas por Ppe8 na
presenca do fluido do apoplasto. Classes com a letra "x" em vermelho indicam que foram
reprimidas na presenca do apoplasto e classes sem a letra "x" indicam que foram induzidas na

presenca do apoplasto.
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5.6. CONCLUSOES

Apresentamos uma visao ampla e compreensiva do transcriptoma de B. tropica
estirpe Ppe8 cultivada na presenca do apoplasto;

Genes que poderiam ativar as respostas de defesa da cana-de-agucar foram
reprimidos indicando o reconhecimento do apoplasto pela bactéria;

O metabolismo de Ppe8 mostrou-se bastante ativo pela inducdo de genes
pertencentes as classes de metabolismo e transporte e inducdo de proteinas
ribossomais;

N&o verificaram-se genes pertencentes ao metabolismo de sacarose
provavelmente em funcdo do agUcar estar presente nos trés tratamentos;

Este & um resultado pioneiro no estudo da interacdo entre B. tropica estirpe
Ppe8 e o apoplasto de cana e que poderd apoiar a biotecnologia agricola
atraves da otimizacdo doprocesso da FBN em plantas de cana de agucar.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos sugerem que a expressdo de genes em diversas condicdes é
bastante complexa e envolve inumeros genes cujas fungdes ainda ndo foram caracterizadas,
podendo estar relacionada a interacdo bactéria-planta. Além disso, foi verificada a expressao
diferencial de genes importantes do genoma de Burkholderia tropica estirpe Ppe8 na presenca
do fluido do apoplasto que estdo relacionados provavelmente com o reconhecimento da
bactéria. [Esses genes participam principalmente da biossintese de EPS, LPS e
peptideoglicano, os quais foram reprimidos pois provavelmente podem elicitar as respostas de
defesa da planta, podendo ser uma estratégia de fuga para a bactéria. Outros genes
importantes na interacdo sao genes relacionados a quimiotaxia e montagem flagelar, bem
como mecanismos de percepc¢édo de sinais que governam o movimento bacteriano. Esses genes
também foram reprimidos na presenca do fluido apoplasto indicando que a bactéria ndo se
move em busca de um gradiente de nutrientes e também como forma de ndo ativar as
respostas de defesa da planta pois existem regides flagelares que podem ativar essa defesa.
Alem desses genes, foram identificados muitos outros tambem relacionados ao metabolismo
bacteriano.

Portanto, verificou-se que Ppe8 responde ativamente ao fluido do apoplasto de cana-de
acucar da variedade RB867515 que ja é conhecida por ser uma variedade responsiva a FBN.
Seria interessante verificar o padrao de resposta de Ppe8 na presenca de outras variedades de
cana-de-agucar, além de coletas ao longo do tempo a fim de se conhecer 0 comportamento da
expressdo dos genes. Além disso, este trabalho foi importante na selecdo de genes de
referéncia que poderdo ser usados em estudos de validacdo do transcriptoma de Ppe8 em
diferentes fontes de carbono, auxiliando no conhecimento da expressdo génica desta bactéria.

Este é um trabalho pioneiro e que servird de base para futuras pesquisas no campo da
genémica funcional de Ppe8 em resposta a presenca de compostos ou extratos de diferentes
variedades de cana-de-acucar.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Composi¢do meio JMV liquido (BALDANI et al., 2014).

Reagentes Quantidadeem 1 L
Manitol 5,0 (g.L Y
K,HPO, 0,6 (g.Lh
KH,PO, 1,8 (g.L7)
MgS0Q,.7H,0 0,2 (g.L D
NaCl 0,1 (g.L D
CaCl,.2H,0 0,2 (g.L D
Glutamato de sddio 1,87 (g.L)
FeEDTA (16,4 g.L ™) 4mL
Solugdo de micronutrientes 2 mL
Solucéo de vitaminas 1mL

Agar meio sélido/semi-sélido 25¢/1,3¢

Anexo 2. Composicao solucdo de vitaminas

Reagentes

Quantidadeem 1 L

biotina

10 mg

Piridoxal-HCI

20 mg

Anexo 3. Composi¢do solugdo de micronutrientes

Reagentes Quantidade em 100 mL
CuS0,.5H,0 0,04 (g.L™T)
ZnS0,.7H,0 0,12 (g.L™)

HsBOs 1,4 (gL%)
Na;M00,.2H,0 1,0 (gL

MnSO,.H,0 1,18 (g.L
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Anexo 4
Confirmacao da identificagdo taxonomica de Burkholderia tropica estirpe PPe8

Burkholderia tropica Ppe8 (BR11366) foi obtida da cole¢do de culturas da Embrapa
Agrobiologia. Com o intuito de se confirmar a identidade de B. tropica estirpe PPe8 foi
realizada a reacdo de PCR com iniciadores espécie-especifico que amplificam um fragmento
de 260 pb de uma regido do 16S rRNA. A bactéria foi cultivada em meio em frascos de vidro
contendo 5 ml de meio DYGS liquido. Os frascos foram mantidos a 30°C, 150 rpm por 36
horas. Inoculou-se 20 pl da suspensdo bacteriana as 36 hai (horas ap6s a inoculacdo) em
frascos contendo 5 ml de meio JMV (Anexos 1, 2 e 3) semi s6lido em triplicata de cada
repeticdo para verificar a formacdo de pelicula caracteristica. Em seguida os frascos foram
incubados a temperatura de 30°C por 72 horas. Para confirmacdo da pureza da cultura, foram
inoculados 5 pl desta mesma suspensdo as 36 hai, em placas de Petri contendo meios DYGS
ou JMV sdlidos. Para extracdo do DNA bacteriano, 20 pl da suspensdo bacteriana foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio JMV liquido. Os tubos foram mantidos
sob agitacdo de 150 rpm, temperatura de 30°C por 24 horas. Posteriormente, foi realizada a
extracdo de DNA usando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Cat. No.
#A1120) conforme recomendacdo do fabricante. Foi feita a quantificagdo do DNA extraido
em NanoDrop 2000c (Thermo cientific, USA). Ao fim, 100 ng.mI* de DNA extraido foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) em uma cuba de eletroforese com
tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,0) a 90 V por 90 min
(minutos), com o intuito de se confirmar a extracdo. Também foram aplicados produto de
reacdo onde nao foi empregado DNA bacteriano, que correspondeu ao controle negativo e,
outro onde foi utilizado o DNA da bacteria G. diazotrophicus, que foi utilizado com o intuito
de se confirmar a especificidade dos iniciadores.

Em seguida, o DNA foi submetido a PCR utilizando-se oligonucleotideos iniciadores
desenhados por Boa Sorte (2013), 5’-GGAATTCCGCTGAGAGGTGGA-3’ (Forward) 5°-
GGCTTGGCAACCCTCTGTTCC-3" (Reverse), desenhados para amplificar um fragmento
de 260 pb do 16S rRNA de B. tropica Ppe8. A reacdo foi constituida de 2,0 mM de MgCls,,
0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), 2,5 U de Tag DNA polimerase, tampao para
Taq DNA polimerase 1X (1 mM de Tris-HCI, pH 9,0 e 5 mM de KCI) (Invitrogen, Cat. No.
11615-010), 120 nM de cada iniciador e 100 ng de DNA total de Ppe8'. As condices
empregadas nas reacfes de PCR foram: 5 minutos a 96°C (desnaturacdo), 1 minuto a 95°C
(desnaturacdo), 15 segundos a 62°C (anelamento), 45 segundos a 72°C (polimerizacdo),
retorno 39 ciclos para a segunda etapa, 5 minutos a 72°C (extensdo final) e, finalmente, 4°C.
Para a verificacdo da amplificacdo, 5 pul dos produtos de PCR foram aplicados em um gel de
agarose a 2% (m/v) em uma cuba de eletroforese com tampdo TAE 1X (40 mM de Tris-
acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,0) e submetidos a uma voltagem de 80 V por 90
minutos. Os géis foram ent&o corados com brometo de etideo (5 pg.ml™) e visualizados sob
luz ultravioleta a 254 nm, com o uso do fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100
(KODAK Scientific Imaging Systems, Cat. No. 172.8468). A analise dos géis foi realizada
com o programa de anélise de imagens da KODAK® 1D Image Analysis (KODAK Molecular
Imaging Systems, Cat. No. 811.2344). Como referéncia nas analises, foi empregado o
marcador de tamanho molecular 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Cat. No. 10787-018). Foi
aplicado também como controle negativo uma mistura sem DNA bacteriano e duas repeticoes
com o isolado de G. diazotrophicus que foi utilizado com o intuito de se confirmar a
especificidade dos iniciadores
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Foi observada a formacdo de pelicula aerotéatica de crescimento em meio semi-sélido
JMV caracteristica de B. tropica (Figura 25) e caracteristicas morfol6gicas especificas em
meio JMV e DYGS (Figura 26). Foi observada a formagéo de colonia pequena, borda inteira,
forma circular, cor amarela intensa no centro e borda esbranquigada, pouco gomosa e convexa
em meio JMV (REIS et al., 2004; PERIN et al., 2006). JA4 em meio DYGS foi possivel
verificar colonias lisas, brilhantes, pequenas, forma circular, borda inteira, cor branca e
formato convexo indicando, portanto, que a bactéria estava pura (sem contaminantes) e
poderia ser utilizada para 0s ensaios posteriores.

Figura 25. Formacéo de pelicula pela B. tropica nas quatro repeti¢oes biologicas (A, B, C e
D, respectivamente) nas trés réplicas técnicas (T1, T2 e T3). (Foto: SILVA, 2012)

Figura 26. Caracteristicas morfoldgicas de B. tropica em placa contendo meio DYGS (A) e
JMV (B). (Foto: SILVA, 2012).
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Foi observado que a extracdo do DNA bacteriano foi realizada com sucesso e portanto
a partir desse resultado foi realizada uma PCR para confirmagédo da bactéria testada (Figura
27).

Figura 27. DNA extraido de B. tropica estirpe. Canaletas: 1-Marcador 1kb plus; 2, 3 e 4-B.
tropica estirpe Ppe8 (repeticdes 1, 2 e 3 respectivamente); 5-G. diazotrophicus e 6- Controle
negativo (agua).

Os iniciadores usados no trabalho mostraram-se espécie-especifico (resultados
observados por BOA SORTE, 2013) e pode-se concluir que a bactéria testada estava pura,
pois amplificou uma banda de aproximadamente 260 pb do 16S rRNA de B. tropica (Figura
28). Esses iniciadores foram testados para outros géneros de bactérias e algumas espécies de
Burkholderia como B. vietnamensis, B. kururiensis e B. silvatlantica e observaram-se ser
espécie-especifico para B. tropica (dados nao publicados de BOA SORTE, 2013).
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Figura 28. Produto PCR amplificado de B. tropica estirpe Ppe8 realizada com iniciadores
espécie-especifico. Canaletas: 1-Marcador 1lkb plus; 2, 3 e 4 B. tropica estirpe Ppe8
(repeticdes 1, 2 e 3, respectivamente); 5 e 6 G. diazotrophicus (repeticbes 1 e 2,
respectivamente) e 7-Controle negativo (Agua).
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Anexo 5. Genes diferencialmente expressos no genoma de B. tropica estirpe Ppe8 na presenga do apoplasto.. Genes reprimidos ou superexpressos na presenca do apoplasto em comparagao aos tratamentos: meio diluido (MA) e meio completo (MM).

ORF descrigao descricdo da classe MA MM genes
_1010 NAD-dependent aldehyde dehydrogenases C -3.333297081 -6.580840439
_1084 Ribulose kinase C -50.40922253
1086 NAD-dependent aldehyde dehydrogenases C -4.970694042
1 Anaerobic dehydrogenases, typically selenocysteine-containing C *
_1402 aconitate hydratase 2 C 58.07582977 16.76439086 acnB
_1459 Fe-S oxidoreductase C -14.3154517
_146 NAD(P)H-nitrite reductase C -23.62473731
_1560 Aconitase A achM C 2.557817924 acnM
_1567 Cytochrome ¢553 Cc -3.765225207
_1609 L-lactate dehydrogenase C -8.01579707 Idh
_1622 formate dehydrogenase-N alpha subunit C -3.451688901 fdnG
_1632 NADH:flavin oxidoreductases, Old Yellow Enzyme family C -44.75488612
_1657 C4-dicarboxylate transport protein Cc 324.817732 22.33642487 dctA
Pyruvate:ferredoxin oxidoreductase and related 2-oxoacid:ferredoxin
_1736 oxidoreductases, gamma subunit C -3.522736044 9.403055588
Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, large subunit
_1776 CoxL/CutL homologs C -35.3008 -19.6763217
Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, middle subunit
_1777 CoxM/CutM homologs C -12.76370938 -3.392596544
1859 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) C -4.691733829 -6.624790219
1867 NAD-dependent aldehyde dehydrogenases C -57.44059344
1936 NAD-dependent aldehyde dehydrogenases C -76.73529058
1955 ATP synthase protein | Cc 2.383592206 atpl
1959 ATP synthase F1, delta subunit Cc 16.84841173 atpH
_1960 ATP synthase F1, alpha subunit Cc 12.23586075 atpA
_1961 ATP synthase F1, gamma subunit Cc 7.957013445 atpG
_1962 ATP synthase F1, beta subunit Cc 6.58024119 atpD
_1963 ATP synthase F1, epsilon subunit Cc 5.38945871 atpC
_1974 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase Cc 3.993251145 putA
1987 Cytochrome ¢5 C -160.8877701
_2311 Nitrogenase molybdenum-iron protein, alpha and beta chains C * nifg
_2359 Uncharacterized protein required for formate dehydrogenase activity C -3.289609446
_2411 Cytochrome ¢, mono- and diheme variants C -9.224699261 -3.357536421
_2412 Cytochrome ¢553 C -42.0153712
_2424 succinate-CoA ligase, beta subunit C 3.951799062 sucC
_2425 succinate-CoA ligase, alpha subunit C 3.348063616 sucDh
2433 multispecies: alternative dihydrofolate reductase 3 C 3.259046697
25 cytochrome c oxidase, subunit | C -146.1386827 ctaD
_2524 NADH:flavin oxidoreductases, Old Yellow Enzyme family C 27.79359925 13.59011508
Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, small subunit
_2536 CoxS/CutS homologs C -24.75756576
Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, large subunit
_2537 CoxL/CutL homologs C -42.92738995
_2678 NAD-dependent aldehyde dehydrogenases C -48.87535858
_270 Cytochrome B561 C *
_2720 Fe-S oxidoreductase C -4.998024292
Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, small subunit
_2957 CoxS/CutS homologs C -66.19740234
Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, large subunit
2963 CoxL/CutL homologs C *
_2970 isocitrate dehydrogenase NADP-dependent C 2.173702644
_3103 Citrate synthase C *
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NAD(P)H-nitrite reductase
NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
Malic enzyme
Pyruvate:ferredoxin oxidoreductase and related 2-oxoacid:ferredoxin
oxidoreductases, gamma subunit
phenylacetic acid degradation NADH oxidoreductase
Isocitrate lyase
Ferredoxin
Anaerobic dehydrogenases, typically selenocysteine-containing
dihydrolipoyl dehydrogenase
pyruvate dehydrogenase E2 component PdhB
pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring),
homodimeric type
Cytochrome bd-type quinol oxidase, subunit 1
Cytochrome bd-type quinol oxidase, subunit 2
Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dihydrolipoamide
dehydrogenase (E3) component, and related enzymes
L-lactate permease
Cytochrome c553
Heme/copper-type cytochrome/quinol oxidases, subunit 1
Heme/copper-type cytochrome/quinol oxidases, subunit 2
Cytochrome c553
Zn-dependent alcohol dehydrogenases, class 111
cytochrome o ubiquinol oxidase subunit IV
cytochrome o ubiquinol oxidase subunit 3
cytochrome o ubiquinol oxidase subunit 1
ubiquinol oxidase, subunit 11
FAD/FMN-containing dehydrogenases
Fe-S oxidoreductase
NADH:flavin oxidoreductases, Old Yellow Enzyme family
NADP-dependent malic enzym
NADH dehydrogenase, FAD-containing subunit
type 1l citrate synthase
succinate dehydrogenase iron-sulfur protein
succinate dehydrogenase, flavoprotein subunit
cytochrome c oxidase subunit 3 CtaE
Heme/copper-type cytochrome/quinol oxidases, subunit 1
Heme/copper-type cytochrome/quinol oxidases, subunit 2
Cytochrome c1
Cytochrome b subunit of the bc complex
Rieske Fe-S protein
Na+/H+-dicarboxylate symporters
atpase
Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dihydrolipoamide
acyltransferase (E2) component, and related enzymes
Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dehydrogenase (E1)
component, eukaryotic type, beta subunit
Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dehydrogenase (E1)
component, eukaryotic type, alpha subunit
NAD/NADP transhydrogenase alpha subunit
FAD/FMN-containing dehydrogenases
dihydrolipoyl dehydrogenase
Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dihydrolipoamide
acyltransferase (E2) component, and related enzymes
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O 0000

-349.5049853

-8.020432182

-2.382241722
-3.853223075
-57.33898472
7.76360792
2.592428089

3.184234417
-23.70649886
-51.3950163

-43.65033615
-83.8610682
-12.28785112
-41.39900528
-5.264628554
-172.5796281
-14.65947656
*k

2

612.2989764
389.0703478
-10.69222646
-5.246922516

9.98790228
-9.122769116
3.846651463
5.152549354
2.932087324
-11.88789176
-9.653911129
-3.522004861

-4.278311855

-9.490604226
-6.685197385

-92.04256528
-25.03675008

-57.75371958

*

2.898275684

-15.75536008

-2.198839194

4.734403413

-7.151887058

-5.088122539

13.22875489
28.20282021
69.61339963
141.2627238

2.836463961
3.043995551
-6.233533496

-4.993298963
-4.864035405

-2.990240267

-4.440072606
-2.823346984

-3.063288262

-2.910589568

paakE

IpdA
pdhB

aceE

cyoD
cyoC1
cyoB1
CyoA

maeB
gltA
sdhB

sdhA
ctakE

IpdA
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5183
5439
5440
5470
T5471
5472
5719
5791
“5807
5808
5831
“6262
6334
639

6426
6430
6543
76546
6547
"6549
6550
6551
76625
T6641
6717
T6723
6831
"6842
6974
7016
7049
705

7214
7358
7359
7360
7392
7393

2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dehydrogenase (E1)
component, and related enzymes
NAD/NADP transhydrogenase alpha subunit
NAD/NADP transhydrogenase beta subunit
Fe-S oxidoreductase
FAD/FMN-containing dehydrogenases
FAD/FMN-containing dehydrogenases
Predicted acyl-CoA transferases/carnitine dehydratase
Acetyl-CoA hydrolase
Uncharacterized conserved protein containing a ferredoxin-like domain
Fe-S oxidoreductase
(2fe-2s)-binding protein
NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
Isocitrate lyase
Malate synthase
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit 6 (chain J)
NADH dehydrogenase | chain H
NADH dehydrogenase (quinone), G subunit
NADH:ubiquinone oxidoreductase 24 kD subunit
NADH dehydrogenase (quinone), D subunit
NADH:ubiquinone oxidoreductase 27 kD subunit
NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
Cytochrome ¢553
NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
Phosphoenolpyruvate carboxylase
FAD/FMN-containing dehydrogenases
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
fumarate hydratase FumC
Electron transfer flavoprotein, beta subunit
NADH:ubiquinone oxidoreductase, NADH-binding (51 kD) subunit
FAD/FMN-containing dehydrogenases
Ferredoxin-like protein
Nitrate reductase alpha subunit
nitrate reductase, beta subunit
nitrate reductase molybdenum cofactor assembly chaperone
Cytochrome bo(3) ubiquinol oxidase subunit 3
cytochrome o ubiquinol oxidase, subunit |
NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
Fe-S oxidoreductase
Rubrerythrin
NADH:flavin oxidoreductases, Old Yellow Enzyme family
Acyl-CoA synthetase (NDP forming)
Ni/Fe-hydrogenase, b-type cytochrome subunit
Aconitase A
succinate dehydrogenase, hydrophobic membrane anchor protein
Cytochrome ¢, mono- and diheme variants
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit 4 (chain M)
ubiquinol oxidase, subunit I1
cytochrome o ubiquinol oxidase, subunit |
cytochrome o ubiquinol oxidase, subunit 111
Rod shape-determining protein MreB
ATPases involved in chromosome partitioning
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-3.275403449
-32.53699104
-18.21588764
-4.850243633
-16.70920164

-4.990469851
-9.600860623
4.789885512

-3.300646074
-17.35748815
-6.049922669
-2.753988439

4.072674439
2.631080946

2.257987879
-7.490594393

-22.17609906

3.305197765

27.36095203
*

2.772441169

*

2.783339627

35.07697801
94.96512112

-255.6332038
*

-13.58589957
-5.624617397
*k

37.29694093
-11.65966638
9.587178011
58.24969893
34.5837762
111.2487814
3.372015659

-2.106789927
-18.39789289
-5.669631905
-48.74643648
-6.393272962
-2.348995395

-47.17108637

12.58766441
*

-2.992624582

-2.115153717
-2.284795016

-3.298726401

*

*

4.373870896

-8.721860557

5.226096948
4.95704967
6.376156026

-51.07558271

-2.998080474

-46.20581626

nuoH
nuoG

nuoD

fumC
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narJ
cyoC
cyoB

sdhD

nuoM
cyoA
cyoB
cyoC
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3484
6138
76230
6402
7417
T1021
118

1336
T1337
T1338
142

1451

1686
T1693

1761
T1818
T1037
1939
1940
1041
1942
1043
1944
1946
1047
1048
1949
1975
T1979
T1081
~ 200
209
2159
2163
2388
2542

2666
2676

Septum formation initiator
Chromosome segregation ATPases
cell division protein FtsZ
Chromosome segregation ATPases
Chromosome segregation ATPases
Gamma-glutamyltransferase
4-aminobutyrate aminotransferase and related aminotransferases
ethanolamine permease
Ethanolamine ammonia-lyase, large subunit
Ethanolamine ammonia-lyase, small subunit
Arginase/agmatinase/formimionoglutamate hydrolase, arginase family
ABC-type proline/glycine betaine transport systems, ATPase
components
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Methionine synthase I, cobalamin-binding domain
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Acetylglutamate kinase
Choline dehydrogenase and related flavoproteins
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, ATPase
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, ATPase
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Branched-chain amino acid ABC-type transport system, permease
components
ABC-type branched-chain amino acid transport system, permease
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Branched-chain amino acid ABC-type transport system, permease
components
ABC-type branched-chain amino acid transport system, permease
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, ATPase
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
glycine dehydrogenase
Glycine cleavage system T protein (aminomethyltransferase)
Serine-pyruvate aminotransferase/archaeal aspartate aminotransferase
Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
D,D-heptose 1,7-bisphosphate phosphatase
Serine-pyruvate aminotransferase/archaeal aspartate aminotransferase
Arginine deiminase
Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein
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11.64772803
-11.25690179
-2.601451364

2.394138498

*
-8.471932964
-19.67711942
-206.0144268

5.238220765

8.143770834

3.720063833
-15.88149805

-4.890472657

3.694472969

-4.621121673

6.941807093
14.77145488
*

*

-3.102146793

-2.007646835

-12.73381714

7.801101514

-15.8801701

-35.21877291

-18.77824135

-11.55993178

-82.54782961

-86.52355862

-186.81677

-6.74806449
-6.781253992
-7.047290701
-9.311706136
-4.528530193

5.683549267
5.750029485

*

-97.09927929

*

3.694644339
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2681
~2704
~2710

2711
2729
~2730
2732
2908
2909
201

2938
2961
73104

_3184

3185
"3275
3333
T3427
3437

3506
“3522
381

4090

4123

4125
"4204
4206

4218
“aom1
4278
4351
4400
4587
4611

4673

_4985
4986
75055
5056
5057
5289

530
5353
5383
5408

Glycine/D-amino acid oxidases (deaminating)

Histidine ammonia-lyase
Transglutaminase-like enzymes, putative cysteine proteases
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Arginine/ornithine N-succinyltransferase beta subunit
Arginine/ornithine N-succinyltransferase beta subunit
Succinylarginine dihydrolase
ABC-type polar amino acid transport system, ATPase component
ABC-type amino acid transport system, permease component
Xaa-Pro aminopeptidase
Shikimate 5-dehydrogenase
Leucyl aminopeptidase (aminopeptidase T)
Methionine synthase Il (cobalamin-independent)
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, ATPase
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, ATPase
component
ABC-type dipeptide transport system, periplasmic component
Lysophospholipase L1 and related esterases
Aspartokinases
Serine acetyltransferase
Cysteine sulfinate desulfinase/cysteine desulfurase and related
enzymes
Zn-dependent oligopeptidases
Dipeptidyl aminopeptidases/acylaminoacyl-peptidases
Carboxypeptidase C (cathepsin A)

ABC-type branched-chain amino acid transport system, permease
component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Methionine synthase Il (cobalamin-independent)
Transglutaminase-like enzymes, putative cysteine proteases
Acetylornithine deacetylase/Succinyl-diaminopimelate desuccinylase
and related deacylases
Glycine cleavage system T protein (aminomethyltransferase)
Amino acid transporters
3-isopropylmalate dehydratase small subunit
Isopropylmalate/homocitrate/citramalate synthases
Histidinol dehydrogenase
Glutamate synthase [NADPH] large chain
Acetylornithine deacetylase/Succinyl-diaminopimelate desuccinylase
and related deacylases
Acetylornithine deacetylase/Succinyl-diaminopimelate desuccinylase
and related deacylases
Threonine dehydratase
Threonine synthase
Homoserine dehydrogenase
Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase
Choline dehydrogenase and related flavoproteins
Shikimate 5-dehydrogenase
Predicted amino acid aldolase or racemase
Spermidine synthase
Glutamate dehydrogenase/leucine dehydrogenase
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91.99158813
-42.8422884
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-4.767157536
6.754203446
-22.44672809

-3.534331122
2.158990003
-6.321119417
-14.53775464

-9.717734328

-97.34642656

2.249626776
4.756360285
8.976157137
3.681451609

-4.868968864

-4.345657464

-41.71007141

16.18984565

19.28489894

8.522231934

-50.63113691
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20.81786915
-13.53706636

*

-57.82982107
*
88.09016839
*

-8.375848341

*

*

-6.263084044

4.922239551

-5.040101181

-5.148796896
-17.71213129
-6.509887559

*

*

3.103181912
4.423843835

3.369874486

-4.390471451

15.17666605
-4.06171587

6.311171281
-7.162691932
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5411

5422
5433
75500
75566
5848
6065
"6328
76365
6405
76566
663

6708
“6728
6731
7074
7159

7185
7186

7187
7227
7259
7213
7387

7460
7463

7467
7488
7498
7500

7501
7502

_7503
7504
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7677
7755
791
851

962
1429
"1492
1569

ABC-type amino acid transport system, permease component
ABC-type polar amino acid transport system, ATPase component
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Glutamate synthase domain 2
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate (DAHP) synthase
Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase
Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase
NAD-specific glutamate dehydrogenase
Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein
aromatic amino acid transaminase
Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase
Acetolactate synthase, small (regulatory) subunit
Histidine ammonia-lyase
ABC-type histidine transport system, ATPase component
Argininosuccinate lyase
Arginine/lysine/ornithine decarboxylases
Aminopeptidase N
Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, ATPase
component
ABC-type branched-chain amino acid transport system, permease
component
Branched-chain amino acid ABC-type transport system, permease
components
ABC-type dipeptide transport system, periplasmic component
Argininosuccinate synthase
serine hydroxymethyltransferase
4-aminobutyrate aminotransferase and related aminotransferases
ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic
component
Putative threonine efflux protein
Acetylornithine deacetylase/Succinyl-diaminopimelate desuccinylase
and related deacylases
biodegradative arginine decarboxylase
Glutamine synthetase
Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein
ABC-type spermidine/putrescine transport systems, ATPase
components
ABC-type spermidine/putrescine transport system, permease
component |
ABC-type spermidine/putrescine transport system, permease
component I1
Glycine/D-amino acid oxidases (deaminating)
Glycine/D-amino acid oxidases (deaminating)
Glycine/D-amino acid oxidases (deaminating)
Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein
Amino acid transporters
ABC-type histidine transport system, ATPase component
ABC-type spermidine/putrescine transport system, permease
component 11
Purine nucleoside permease
phosphoribosyl-dephospho- transferase
purine nucleoside phosphorylase
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186.4757458
3.238264335
21.30384263
-8.436885195
2.735181884
-10.34924082

3.969652376
-2.58682985

3.635940995
4.40268531
-2.134442514
3.268649821

3.277603807

-17.37407858
2.319063763
20.44828845

74.39269269

-3.930934241
15.32806151
*

2.989343262

-8.429200055
-86.16097848
-26.32103853
3.499158784

-5.528208665
-11.76922793

3196171771

-2.646235561

-2.384061809
*

-6.982801366

-4.68628475
-4.935878389

-4.576546286
-11.62471647

5.18483137

*

7.987939473

-35.55449296

*

-400.0124256

-8.007949544

-24.56204324

-2.332321934
*

-31.36747341
-73.29499005

-13.03758494
8.398589191

tyrB

aspB

glyA
gabT

adiA
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1934
2069
“3487
4304
4617
4957
5404
5478

5569
75570
"6198
6368
6892
~6981
~7070
7118

7472
7541
1080
T1087
1088
"1090
T1001

1092
T1108
T1203

1207
"1208
T1212
T1214
71313

1499
T1641
T1642

_1644
T1729
175

1839
201

2418
"2439
2468
"2477
“2544
2714
2716
"2782
2940
2988
3095

Adenylate cyclase, class 2 (thermophilic)
anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase NrdD
CTP synthase
Nucleoside phosphorylase
dGTP triphosphohydrolase
phosphoribosylformylglycinamidine synthase
adenylosuccinate lyase
ADP-ribose pyrophosphatase
Xanthine dehydrogenase, iron-sulfur cluster and FAD-binding subunit

A
Xanthine dehydrogenase, molybdopterin-binding subunit B
ribonucleoside-diphosphate reductase, alpha subunit

GMP synthetase
carbamoyl phosphate synthase large subunit
Thymidylate synthase
Adenosine deaminase
Purine-cytosine permease and related proteins
Dihydroorotase and related cyclic amidohydrolases
phosphorylase superfamily protein
ABC-type xylose transport system, periplasmic component
Fucose dissimilation pathway protein FucU
ribokinase
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
ABC-type sugar transport system, ATPase component
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,
permease components
Glucose dehydrogenase
arabinose transport system, ATP-binding protein AraG
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,
permease components
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
L-arabinose transporter ATP-binding protein
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
glycogen debranching enzyme GlgX
Sugar phosphate permease
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
ABC-type sugar transport system, ATPase component
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,
permease components
N-acyl-D-glucosamine 2-epimerase
Arabinose efflux permease
2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase
Transketolase
Arabinose efflux permease
class Il fructose-bisphosphate aldolase
Sugar (pentulose and hexulose) kinases
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
PEP phosphonomutase and related enzymes
Glycogen synthase
ADP-glucose pyrophosphorylase
Arabinose efflux permease
glyoxalase
Predicted xylanase/chitin deacetylase
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,

MMM
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-3.029978791
69.0938197
2.28252254

-2.981402101

2.235717956
2.046578716
-13.95837393

-3.849398231

6.795062402
2.387273742
5.845876
-3.325438264
-5.395557575
-3.510326623
-13.58731053
66.84982491
-15.63937521

-23.60169473
-24.82923512

11.11761886
*

*

-12.62152653
-93.39208989
-7.689777984

-146.8690548
-10.71714682

-38.55048251
-4.099905692
4.222358951
-5.958649622
-3.504081042
7.415597847
-53.22105568
-165.8187217
6.853668155
*k

-4.56235538

-3.579111851

-2.613490089

2.848930431
-10.51241789
-27.05596335
-16.27071034
-10.68051645

-3.691116816
90.04839278

-32.20077007
*
-7.392810384
-13.18737994
-214.6243735
-216.1399215

-6.162591629

*

-12.36755239

2.322917112

60.38541706
*

*

nrdD
pyrG

purL
purB

guaA
carB

xylF

rbsK

araG2

araG

glgX

tktA
fbaA
aepX

glgA
glgC
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3318
3485
3545
3583
3857

4187
4195
4320
4321
4322
4323
“4324
4325
4326
“4407
4408

4436
~4450
“4472
4475

4480
“4481
4607
4864
4880
4882

4883
4930
75129
5150

525

5%

5363
5367
75369
5384
75385
5401
75560
5704
5718
5724
5767
5773
~6066
6095
621

626

permease components
Arabinose efflux permease
Enolase
Arabinose efflux permease
Galactose mutarotase and related enzymes
Fructose-1,6-bisphosphate aldolase
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,
permease components
Sugar phosphate permease
Glycosidases
trehalose synthase
1,4-alpha-glucan branching enzyme
Type Il secretory pathway, pullulanase PulA and related glycosidases
malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase
4-alpha-glucanotransferase
Maltooligosy! trehalose synthase
PTS system, N-acetylglucosamine-specific I1BC component
Phosphotransferase system, HPr-related proteins
2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate
mutase
Galactose mutarotase and related enzymes
Arabinose efflux permease
Uncharacterized enzyme involved in inositol metabolism
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,
permease components
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
Arabinose efflux permease
Sugar phosphate isomerases/epimerases
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
ABC-type sugar transport system, ATPase component
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,
permease components
Trehalose-6-phosphate synthase
Mannose-6-phosphate isomerase
Arabinose efflux permease
Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,
permease components
ABC-type sugar transport system, ATPase component
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
Gluconolactonase
Galactose mutarotase and related enzymes
Transketolase
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type |
2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase KdsA
Arabinose efflux permease
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
Arabinose efflux permease
Sugar phosphate permease
Gluconolactonase
major Facilitator Superfamily protein
Gluconolactonase
Glucose dehydrogenase
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
Arabinose efflux permease

OOOOOOOODONDOOOOOOO OO0 0000 0000 00O OOOO®

3.436818568
22.89357354
-33.66203953
-4.29617733

-8.234848852
-3.057630945
-45.39421846
-37.81616195
-122.1096692
-10.2554075

-81.33900283
-58.63984695
-106.1399858
-56.01593564
-42.17741281

2.958288455
-8.407070434
2.991759148
-18.80935631

-12.91040351
-4.859611872

*

-5.205355229
-23.61924602

-263.7775465
-5.277403046
-10.93408658

140.9694007
4.487804845
-5.653798169
-8.924012034
-9.66420994

2.147315057
7.916372691

-12.33779111
-27.97716464
-4.510128735
-106.7988567

-78.32471792
-3.026274957

*

7.339914101

-67.70624026

-12.66814385

-76.50876895

-18.16746264
-7.587363179

8.08161093
2.672907791
-4.397040294

-3.486851013

6.90182839

-9.928299896
3.92146554

treS
glgB
trezZ
malQ

treY
nagE

gpmA

gap
kdsAl

zwf
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PEP phosphonomutase and related enzymes
Triosephosphate isomerase
3-carboxymuconate cyclase

Glucoamylase and related glycosyl hydrolases
Trehalose-6-phosphate synthase
Sugar phosphate permease
Sugar phosphate isomerases/epimerases
ABC-type sugar transport system, periplasmic component

Ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transport systems,

permease components

Glycerol uptake facilitator and related permeases (Major Intrinsic

Protein Family)
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase
Beta-glucosidase-related glycosidases
Sugar phosphate permease
ABC-type sugar transport systems, ATPase components
ABC-type sugar transport systems, permease components
Arabinose efflux permease
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
Predicted mannose-6-phosphate isomerase
Mannose-6-phosphate isomerase
Glucan phosphorylase
ABC-type sugar transport systems, ATPase components
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
ABC-type sugar transport system, permease component
Mannose-6-phosphate isomerase
Arabinose efflux permease
ABC-type sugar transport system, periplasmic component
ABC-type sugar transport system, ATPase component
Altronate dehydratase
Citrate lyase beta chain
Predicted sugar kinase
Triphosphoribosyl-dephospho-CoA synthetase
cobaltochelatase, CobN subunit
Precorrin-2 methylase
Biotin-(acetyl-CoA carboxylase) ligase
Methylase involved in ubiquinone/menaquinone biosynthesis
3-polyprenyl-4-hydroxybenzoate decarboxylase and related
decarboxylases
Molybdenum cofactor biosynthesis enzyme
Pyridoxal phosphate biosynthesis protein
S-adenosylhomocysteine hydrolase
5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase
Thiamine biosynthesis protein ThiC
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase
Folylpolyglutamate synthase
Methylase involved in ubiquinone/menaquinone biosynthesis
phenylacetate-CoA ligase
Thiamine monophosphate synthase
Lipoate synthase
Ketopantoate hydroxymethyltransferase
Phosphopantetheinyl transferase
Pyridoxamine-phosphate oxidase
Ubiquinone biosynthesis protein COQ7
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4.820303577
-5.849038478
-4.462653235
-16.12579177

-15.88034072

-14.95162042
*k

-4.477799746
3.297790911
4.537235459

-8.030285187
-8.511800614

-342.3951932

*

8.300055211
3.92219078
-27.48562209

-97.70465626

£

-6.236345613

2.639020968
-2.759585948

2.224948185
-2.588994581
-4.374088414
-15.65812283

-82.00980077
-3.560650745
-39.53281857
-242.0789196

-6.10460815

4.414302752
-2.785297189
-67.99179233
-29.39763576

-57.77106178

-2.715893319
-7.16859893
2.214053748

-18.25433158

*

-31.87541567

-143.2089425
-1168.309213
*

*

-125.35847

-82.49881134
-411.3657099

2.509094795

-5.168424496
-22.53092378

-6.035654599
78.30257498

-6.499481482

-38.18790468

-10.08087304
-7.681511155

-21.93747366

5.582778311

tpiA

OtsA

mdcB
cobN
cobl

moaC

paaF
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6324
6607
6885
7122
7149
7150

7174
7450
7499
7543
7560
7619

1038
"1493
T1494
71685

2352
2356
2357
2446
2584
2585
2018
2084
2991
73193
T3402
“3429

3464
3764
“3873
4490
4514
4526
4948
75010
75011
5348
5685
“5790
5881
5890
“6187
T6410
76535

665
6934
7014
"7293
7540

Methylase involved in ubiquinone/menaquinone biosynthesis
Coproporphyrinogen 111 oxidase
Dihydropteroate synthase and related enzymes
Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase
Glutamate-1-semialdehyde aminotransferase
Pyrimidine reductase, riboflavin biosynthesis
Coproporphyrinogen I11 oxidase and related Fe-S oxidoreductases
Glutamate-1-semialdehyde aminotransferase
Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase
Protoporphyrinogen oxidase
7-keto-8-aminopelargonate synthetase and related enzymes
Ketopantoate reductase
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase and related beta-hydroxyacid
dehydrogenases
malonate decarboxylase subunit gamma
malonate decarboxylase, beta subunit
enoyl-CoA hydratase/isomerase
Phosphatidylserine/phosphatidylglycerophosphate/cardiolipin
synthases and related enzymes
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
Acetyl-CoA acetyltransferase
Sterol desaturase
Acyl-CoA dehydrogenases
Acyl-CoA dehydrogenases
Acetyl/propionyl-CoA carboxylase, alpha subunit
Acyl-coenzyme A synthetases/ AMP-(fatty) acid ligases
Predicted 3-hydroxylacyl-(acyl carrier protein) dehydratase
Acyl-CoA dehydrogenases
Acyl-CoA dehydrogenases
Acetyl-CoA carboxylase alpha subunit
Enzyme involved in the deoxyxylulose pathway of isoprenoid
biosynthesis
Acyl CoA:acetate/3-ketoacid CoA transferase, alpha subunit
Acyl-coenzyme A synthetases/ AMP-(fatty) acid ligases
Acyl-coenzyme A synthetases/ AMP-(fatty) acid ligases
Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase
Acyl carrier protein phosphodiesterase
Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase
Acetyl-CoA acetyltransferase
Poly(3-hydroxyalkanoate) synthetase
Esterase/lipase
Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase
Acetyl-CoA acetyltransferase
Phosphatidylserine decarboxylase
Acyl CoA:acetate/3-ketoacid CoA transferase, beta subunit
Biotin carboxyl carrier protein
cardiolipin synthase
Acyl dehydratase
3-hydroxymyristoyl/3-hydroxydecanoyl-(acyl carrier protein)
dehydratases
(acyl-carrier-protein) S-malonyltransferase
Acyl-CoA dehydrogenases
Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase
Acyl-CoA hydrolase
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-79.21490949
5.507054748
-3.055159694

3.856695041
3.029204048
11.23652882

3.005460822

-5.964832185

-12.35829461

*

-11.67309089
-2.488521247

-9.780925363
19.64498154
6.211943018
*
-20.0008316
-13.74114541

*

6.37599421

3.994287087
-3.890234638

-2.542678669

£

-7.605693943

-8.005573127
-6.460375857

185.3049138
-58.11913176

8.900598611
-12.59900398
-6.249372019

3.669938553
-4.819289207

-118.5817652
2.599971486
2.042447633

-12.940949
-34.69718417

2.881343866
5.843848725

-13.07319067

-5.951979398

-4.455612409

-2.950762217

2.901305955

-6.726682131

-6.916412734

11.15412963
-14.4215772

5.650377734
13.18387029
-2.920681679
-2.762906706
-4.113734272

*

-2.449825271

-12.74533068

-3.345810987
3.755357414

hemN

mdcD
paaG

phaA

cls
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7542

7544
7661

876
917

"169
1829

1830
T1847
T1874
2350
2389
2390
T2781

2817
"3292
3325
"3416
3463
3498

3965
4345
4390
4463
4487
4543
4638
4640
4641
“4642
4643
4644
4646
4647
4648
“4649

4650
4651
4652
4654

4655
4656
4657
4658
4659
4660
4661
4662
4663
4664

Squalene cyclase
Phytoene/squalene synthetase
Acetyl-CoA acetyltransferase
Acetyl-CoA acetyltransferase

Acyl-CoA dehydrogenases
glutamyl-trna amidotransferase
Asp-tRNAAsn/Glu-tRNAGIn amidotransferase B subunit (PET112
homolog)
Asp-tRNAAsn/Glu-tRNAGIn amidotransferase A subunit and related
amidases
tRNA and rRNA cytosine-C5-methylases
RNase P protein component
Aspartyl-tRNA synthetase
Glycyl-tRNA synthetase, beta subunit
Glycyl-tRNA synthetase, alpha subunit
Pseudouridine synthase
Asp-tRNAAsn/Glu-tRNAGIn amidotransferase A subunit and related
amidases
tRNA nucleotidyltransferase/poly(A) polymerase
Acetyltransferases, including N-acetylases of ribosomal proteins
Glutamyl- and glutaminyl-tRNA synthetases
Histidyl-tRNA synthetase
Lysyl-tRNA synthetase (class I1)
Asp-tRNAAsn/Glu-tRNAGIn amidotransferase A subunit and related
amidases
Pseudouridylate synthase
Ribosomal protein L25 (general stress protein Ctc)
Alanyl-tRNA synthetase
Valyl-tRNA synthetase
Protein chain release factor A
Ribosomal protein L17
Ribosomal protein S4 and related proteins
Ribosomal protein S11
Ribosomal protein S13
Ribosomal protein L36
Translation initiation factor 1 (IF-1)
Ribosomal protein L15
Ribosomal protein L30/L7E
Ribosomal protein S5
Ribosomal protein L18
Ribosomal protein L6P/L9E
Ribosomal protein S8
Ribosomal protein S14
Ribosomal protein L24
Ribosomal protein L14
Ribosomal protein S17
Ribosomal protein L29
Ribosomal protein L16/L10E
Ribosomal protein S3
Ribosomal protein L22
Ribosomal protein S19
Ribosomal protein L2
Ribosomal protein L23
Ribosomal protein L4
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9.149565498
11.44371662
-8.396664406

-26.12624059

4.321829827

9.229733648
3.712298658
10.9865919
5.997245725
9.496616283
2.613887131
20.29083559

-172.2289063
-2.851563273
35.4252817
5.218570249
3.735061806
5.133021979

-50.76195937
-2.654185239
6.830883628
2.844933349
2.432108644
3.555614189
21.91120989
16.03761467
15.32148183
9.230536595
3.876358866
14.37419796
23.03098246
12.35308994
18.35729051
13.77067598
21.88009651
21.3176534
51.06963452
32.87413044
5.34528869
37.51055225
40.25913648
8.084146494
22.7163968
30.38892145
5.043927185
93.94147306
12.71070255
16.01860423

-2.898042374

-7.658832815

2.717907939

2.852274466

-2.320805446

2.057272927
2.579001957

2.529866669

2.18557801

3.165485935

2.202727447
2.134339691
2.261026344
2.564563013
2.602762575
3.062694615
2.133873957
2.194660767
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4665
4666
4676
5075
5076
5078
75133
T5392
5416
T5417
5522
75774
5895
5898
5899
75900
5990
5091
“5092
5998
"5999
~6000
~6001
“6214
"6392
6394
"6395

6557
~6946
7003
7004
7005
77033
72
7201
7205
7224
7255
T1079
T1123
117

1229
"1279
~1340
"1386
"1419
"1688
185

2075
2196
~2197
2483

Ribosomal protein L3
Ribosomal protein S10
ribosomal protein 130
Ribosomal protein L9
Ribosomal protein S18
Ribosomal protein S6
rRNA methylases
Leucyl-tRNA synthetase
Ribosomal protein L13
Ribosomal protein S9
tRNA nucleotidyltransferase/poly(A) polymerase
30s ribosomal protein s14
Threonyl-tRNA synthetase
Ribosomal protein L20
Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha subunit
Phenylalanyl-tRNA synthetase beta subunit
translation elongation factor G
Ribosomal protein S7
Ribosomal protein S12
Ribosomal protein L7/L12
Ribosomal protein L10
Ribosomal protein L1
Ribosomal protein L11
Ribosomal protein L21
Ribosome recycling factor
Translation elongation factor Ts
Ribosomal protein S2
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase (polynucleotide
phosphorylase)
Ribonucleases G and E
Ribosomal protein L19
tRNA-(guanine-N1)-methyltransferase
RimM protein, required for 16S rRNA processing
Ribosomal protein S1
Translation elongation factors (GTPases)
tRNA and rRNA cytosine-C5-methylases
Isoleucyl-tRNA synthetase
Translation elongation factors (GTPases)
Ribosomal protein S20
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
RNA polymerase sigma factor RpoD
Transcriptional regulators
Transcriptional regulator containing an amidase domain and an AraC-
type DNA-binding HTH domain
Predicted transcriptional regulators
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
LysR family transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulators
Predicted transcriptional regulators
Transcriptional regulator, contains sigma factor-related N-terminal
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9.328193623
53.36495998
-26.99438814
11.21586753
10.30234707
6.536261284
6.79640359
6.087408042
12.80163643
7.250360599
5.533876234

3.291013352
3.155643159
9.494978208
8.945336652
16.38035819
11.10122345
12.30665346

15.1027605
12.56119713
22.36701596
11.00672821
4.071059976
4.488540998
10.47415997
6.767764568

5.122225207
5.749709937
63.65315662
8.644004167
4.632735405
3.733289217
-72.95235207
3.590400018
13.38791174
-4.167192807
10.22939151
-13.20978248
4.816020133

*

-5.401449125
-94.94398716
-5.086086768
-5.636747183
-5.843771564
-173.119942
62.5224436

-25.3227274

2.813237728

2.053999984

2.278631044
2.800916792
2.203846743
2.136521383

-5.533025122

-74.53486314
-12.39389581
-3.731342561

fusA

tsf

fusA

rpoD

lysR
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2520
2684
2756
2778
278

2795
295

3029

3088
311
3173
3449
3507
3908

3931
4079
4192

4267
~4402
4464
~4639
4808
“4823
4885
5079
5128
5154

5155
75292
5406
5462
550
5552
5563
5621
5622
5671
5722
5744
5996
5997
~6002
6015
6152
6428
6637
675
6793
6891

domain
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulator
Transcription elongation factor
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulators
Transcriptional regulators
Transcriptional regulator containing an amidase domain and an AraC-
type DNA-binding HTH domain
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Transcriptional regulator
Transcriptional accessory protein
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional regulator
DNA-directed RNA polymerase specialized sigma subunit, sigma54
homolog
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator containing an amidase domain and an AraC-
type DNA-binding HTH domain
DNA-directed RNA polymerase, sigma subunit (sigma70/sigma32)
Transcriptional regulator
DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit/40 kD subunit
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Transcriptional regulator
Transcriptional regulators
Predicted transmembrane transcriptional regulator (anti-sigma factor)
Transcriptional regulators
Predicted transmembrane transcriptional regulator (anti-sigma factor)
DNA-directed RNA polymerase specialized sigma subunit, sigma24
homolog
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulators
Transcriptional regulator
transcription factor
transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulators
Transcriptional regulator
Transcriptional regulators
DNA-directed RNA polymerase, beta' subunit/160 kD subunit
DNA-directed RNA polymerase, beta subunit/140 kD subunit
Transcription antiterminator
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Transcriptional regulators
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional regulators
Transcription elongation factor

AARARRXRXRXXRXARX

ARARXRXRXR

AARX

AARAAARAARAARAARARAARARARAARARAARARARARAARAARARRN ARARAARARARARARARN

-7.762502887
-11.4083
2.126046325
-18.3128464
-3.384058307

-5.252307625
-24.19241354
5.506495553
-12.65962205
-16.41503367

-167.3861651
-15.98394981

2418177142
-5.715051663
27.48297272
46.14948552
-184.3039131
-8.360965094
-15.0896589
-12.48734463
*

-34.85814005
-16.01718111

-3.336416449

-2.698077465

-7.164407679

-143.7109893
*

*

3.120681547

-11.40828055
5.750013659
7.138406876
20.66337127

-25.1398883
-7.588892649
-14.14551444

-206.2763914

-513.355525

-3.370706808
-28.56790305
*

-4.798200922

-11.93313538

-4.823394136
3.01866964

11.75355642

-14.37329326

*

-3.113489046

17.53339787
-6.433780984

-6.057245209
-86.25639001

-2.345802763
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6922
6960
7054
7131
7213

7240
7386
7395
“7425
7430
77480
7644
7654
7659
7662
7776
71490

1535
"1568
1616
T1652
T1827
71869

1870
"1892
“108
1986
2559
273
28
3593
3687
"3012

4081

5331
5426

5743
75846
5865
5882
5908
5032

5964
5993
6010

dsRNA-specific ribonuclease
Predicted transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulators
Predicted transcriptional regulators
Cold shock proteins
DNA-directed RNA polymerase specialized sigma subunit, sigma24
homolog
Predicted transcriptional regulators
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulators
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Transcriptional regulator
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Transcriptional regulators
Transcriptional regulators
Alkylated DNA repair protein
Superfamily I DNA/RNA helicase required for DNA uptake (late
competence protein)
3-methyladenine DNA glycosylase
dna-binding protein
Retron-type reverse transcriptase
Exonuclease 111
DNA gyrase inhibitor
Type 11A topoisomerase (DNA gyrase/topo 1, topoisomerase 1V), B
subunit
3-methyladenine DNA glycosylase/8-oxoguanine DNA glycosylase
DNA ligase D
Superfamily | DNA and RNA helicases
Transposase and inactivated derivatives
ATP-dependent DNA ligase
dna-binding protein
Superfamily I DNA and RNA helicases
Superfamily | DNA and RNA helicases
Uracil-DNA glycosylase
ATP-dependent exoDNAse (exonuclease V), alpha subunit - helicase
superfamily I member
Site-specific recombinases, DNA invertase Pin homologs
dna-binding protein
Predicted eukaryotic-type DNA primase
DNA uptake protein and related DNA-binding proteins
Single-stranded DNA-binding protein
Holliday junction resolvasome, endonuclease subunit
Type I1A topoisomerase (DNA gyrase/topo 1, topoisomerase V), B
subunit
Helicase subunit of the DNA excision repair complex
Site-specific DNA methylase
Excinuclease ATPase subunit
Transposase and inactivated derivatives
Transposase and inactivated derivatives
ATP-dependent DNA ligase
Superfamily 11 DNA helicase
Transposase and inactivated derivatives

rrrrC - FrARXARAARARRARAXRARXRARARX AARAARAR

o

rrrrrorrr

-2.013204022
-12.16213362
-43.66137274

-7.739631196
-5.686481812

-5.366172687
-27.65529825

-24.93206389
-138.7146164
*

-19.63809887

-16.45760911
-36.18064327

3.104001036
-17.59257866

5.15203247
-7.048360956
-23.02929009

11.82047772
-11.64492874
*

*

-13.48069789
-13.13524277
-70.15840979

-19.79348908

-4.200982781
-9.98584578
2.819925432
-152.368511

-10.3842389

5.197917148
10.39961454
-9.539409594
-4.018014051

*

9.3464319
-12.79409081

3.597641891
-3.866275681

-6.735778943
-3.880437203

-25.09996118

4.816769897

-5.008844458

-4.955094602
-2.364623531

-7.797178791

-6.728179162

-4.092166438

-4.961187526

-4.568967612
-10.91480731

ligh
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6284
6493
“6512
6516

6669
6897
~6966
7032

7041
77093

7116

1013
71019

Site-specific recombinase XerD
Transposase and inactivated derivatives, TnpA family
Transposase and inactivated derivatives
transposase
Type I1A topoisomerase (DNA gyrase/topo 1, topoisomerase 1V), A
subunit
Ribonuclease HI
Superfamily | DNA and RNA helicases
Bacterial nucleoid DNA-binding protein
Type I1A topoisomerase (DNA gyrase/topo 1, topoisomerase 1V), A
subunit
Integrase
ATPase related to the helicase subunit of the Holliday junction
resolvase
DNA polymerase elongation subunit (family B)
Outer membrane protein (porin)
Predicted sugar nucleotidyltransferases
Outer membrane protein (porin)
Glycosyltransferases, probably involved in cell wall biogenesis
Protein involved in cellulose biosynthesis (CelD)
Periplasmic glycine betaine/choline-binding (lipo)protein of an ABC-
type transport system (osmoprotectant binding protein)
Predicted glycosyltransferase
Outer membrane protein (porin)
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacC
rare lipoA family protein
Membrane-fusion protein
Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
Predicted S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase involved
in bacterial cell division
Organic solvent tolerance protein OstA
Membrane-fusion protein
Small-conductance mechanosensitive channel
lipoprotein
lipoprotein
Bacterial lipocalin
Membrane protein involved in colicin uptake
Outer membrane protein (porin)
Outer membrane protein (porin)
Outer membrane protein (porin)
UDP-glucose pyrophosphorylase
Predicted UDP-glucose 6-dehydrogenase
Polysaccharide export lipoprotein
Glycosyltransferase
capsular biosynthesis protein
Soluble Iytic murein transglycosylase and related regulatory proteins
(some contain LysM/invasin domains)
UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase/glucosamine-1-phosphate
N-acetyltransferase
Glucosamine 6-phosphate synthetase, contains amidotransferase and
phosphosugar isomerase domains
Small-conductance mechanosensitive channel
Uncharacterized lipoprotein
Membrane proteins related to metalloendopeptidases

| i | i

rr

LT £ £ KKK 58K 88L& Mo

-67.48298321
-5.290040925

4.793656789
3.2200369
3.797421709
4.068746286

3.82859174

15.32686157

6.459013786

65.29871692

-104.4889917
*

22.91346215

4.355492327
28.11287548

*

-3.609490735

2477641911

6.285664593

-6.530420208
*

*

3.555996583

£

2873.066823

-3.084240787
4.236728322

4.56269679
-2.210919937
5.759318497
45.31889407

-13.2818707

-17.59429572
3.872685201

-10.66178044

-3.117076111
-6.495098766
4.548271178

*k

-137.7192689

212.2043612
-95.73662711
-6.84166895

-5.221744789

*

2.675955554

-108.9490282

-79.66664397
*

*

opuBB

dacC
ripA

OStA

bceE

glmu
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Soluble Iytic murein transglycosylase and related regulatory proteins
(some contain LysM/invasin domains)

Outer membrane protein (porin)
UDP-N-acetylglucosamine enolpyruvyl transferase
Membrane carboxypeptidase/penicillin-binding protein
Outer membrane protein (porin)
Glycosyltransferase
Small-conductance mechanosensitive channel
Large-conductance mechanosensitive channel
Uncharacterized protein involved in outer membrane biogenesis
Cell wall-associated hydrolases (invasion-associated proteins)
Mannose-1-phosphate guanylyltransferase
Uncharacterized protein involved in exopolysaccharide biosynthesis
GDP-D-mannose dehydratase
Periplasmic protein involved in polysaccharide export
Glycosyltransferase
Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
Sugar transferases involved in lipopolysaccharide synthesis
Periplasmic protein involved in polysaccharide export
Uncharacterized protein involved in exopolysaccharide biosynthesis
Glycosyltransferase
Glycosyltransferase
Glycosyltransferase
Glycosyltransferase
Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
Glycosyltransferase
dTDP-4-dehydrorhamnose reductase
UDP-3-O-[3-hydroxymyristoyl] glucosamine N-acyltransferase
Glycosyltransferase
Outer membrane protein (porin)

Periplasmic protein TonB, links inner and outer membranes
Outer membrane protein (porin)
UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase
Outer membrane protein (porin)
UDP-3-0-[3-hydroxymyristoyl] glucosamine N-acyltransferase
Outer membrane protein
Outer membrane protein/protective antigen OMA87
OmpC family outer membrane porin
OmpA/MotB family outer membrane protein
FOG: LysM repeat
Glycosyltransferase
elongation factor 4
ADP-heptose synthase, bifunctional sugar kinase/adenylyltransferase
Outer membrane protein and related peptidoglycan-associated
(lipo)proteins
Outer membrane protein (porin)

Periplasmic protein TonB, links inner and outer membranes
Soluble Iytic murein transglycosylase and related regulatory proteins
(some contain LysM/invasin domains)

Membrane carboxypeptidase (penicillin-binding protein)
Outer membrane protein (porin)

Uncharacterized protein involved in outer membrane biogenesis
Glycosyltransferases, probably involved in cell wall biogenesis
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and an

%EEEEE T ZTZTZIZIZIZIZTZZTZTZTZTZTIZTIZTZTZETZTZTLIZTIZTETETETLILITLILITLEETLELILELELLEZERLRLR

4.495558553
3.659655432

-12.39927367
-9.546034438
-2.835099444
-923.4934736
-8.440128713

-159.623047
*

-11.19280991
-8.978630806
-34.8755028
-20.27437843

4.151197667
2.719151416

27.26692731
-2.391152263
-2.018593913

4.215866831
3.198368189
5.005824983

-2.624308067
2.346258025
2.818095235
2.77136061

3.711090075
9.338259773
-30.36146328

29.16295537
-14.38385437
-8.687955409
-4.931204137
-6.942822457

*

205.32295

*

-5.694993439

-116.5173413

-18.16746264

*

*
-9.506230265
-20.3887458
-7.104380132
-54.15867014
-37.23122788
*

-18.14459646
*

*

-2.240443718
-6.74200148

-7.269243919

-5.483548534
-2.751491563

13.54191407

-11.89479871

yhjG

rfbD

murD

ompC
ompA/motB

lepA
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1048
T1111

1233
T1234
T1285
T1322
"1367
1439

1445

1527
1539

T1544
1600

1615
71666
1813
T1001
T1013

1929
71966

1969
2243

2283
2408

2420

2445
2463
~2547
2574
2576
2638
2693

2708
2734

HTH DNA-binding domain
Outer membrane protein
Fe2+-dicitrate sensor, membrane component
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and an
HTH DNA-binding domain
Methyl-accepting chemotaxis protein
Dihydroxyacid dehydratase/phosphogluconate dehydratase
P pilus assembly protein, chaperone PapD
Methyl-accepting chemotaxis protein
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Phenylpropionate dioxygenase and related ring-hydroxylating
dioxygenases, large terminal subunit
Transcriptional regulators containing a DNA-binding HTH domain and
an aminotransferase domain (MocR family) and their eukaryotic
orthologs
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Lactate dehydrogenase and related dehydrogenases
Na+/proline symporter
Transcriptional regulators containing a DNA-binding HTH domain and
an aminotransferase domain (MocR family) and their eukaryotic
orthologs
D-alanine transaminase
Response regulator consisting of a CheY -like receiver domain and a
Fis-type HTH domain
Outer membrane protein
Type Il secretory pathway, component PulD
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Acyl-CoA synthetases (AMP-forming)/ AMP-acid ligases I1
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,
periplasmic component/domain
membrane protein
Transcriptional regulator containing GAF, AAA-type ATPase, and
DNA binding domains
Superfamily Il DNA and RNA helicases
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Phospholipase/lecithinase/hemolysin
outer membrane protein oprM
Methyl-accepting chemotaxis protein
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit 5 (chain L)/Multisubunit
Na+/H+ antiporter, MnhA subunit
Formate hydrogenlyase subunit 3/Multisubunit Na+/H+ antiporter,
MnhD subunit
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport systems, permease
components
Transcriptional regulators containing a DNA-binding HTH domain and
an aminotransferase domain (MocR family) and their eukaryotic
orthologs
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,

MC
MC

MC
MC
MC
MC
MC

MC

MC
MC
MC
MC
MC
MC
MC
MC

MC
MC

MC
MC

MC

MC

MC

MC
MC

-1032.471327
3.389188105

13.75214133
-18.69775723
14.30848013

*

-43.45302295

-4.981324297

-2.657037778

-6.550157207

-42.01785634

7.364359913

4.201562159

4.238031407

-2.055288635
-6.062908935

-5.374068862
14.95977435

-50.73795306

5.156004465

-5.778009783

-29.41456372

16.96849304

-4.128697637
-4.527189783

2.844674163
-2.704630767

-5.492955722

-8.927443039
*

-17.32048606
-32.37405582

-14.98728271

-16.89255008

dat

gspD

oprM
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2754
"2789
~2790

2810

2813
2877

2885
2905

2907

3159
"3204
73205
“3207
3209
"3210
“3211
T3213
“3204
T3242
3250
3255

3276

3278
73290

3295
3311

3315
“3357

3376
3446

3781
3793

3867

3904
4024

4169

periplasmic component/domain
gen5 family acetyltransferase
chemotaxis response regulator methylesterase CheB
Chemotaxis protein histidine kinase and related kinases cheA
Phenylpropionate dioxygenase and related ring-hydroxylating
dioxygenases, large terminal subunit
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)
Nucleoside-diphosphate-sugar epimerases
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,
periplasmic component/domain
Thiamine pyrophosphate-requiring enzymes [acetolactate synthase,
pyruvate dehydrogenase (cytochrome), glyoxylate carboligase,
phosphonopyruvate decarboxylase]
chemotaxis protein CheA
chemotaxis protein CheW
Methyl-accepting chemotaxis protein
chemotaxis protein methyltransferase
chemotaxis protein CheD
Chemotaxis response regulator protein-glutamate methylesterase CheB
chemotaxis protein
flagellar biosynthesis anti-sigma factor FIgM
flagellar biosynthetic protein FliP
Flagellar biosynthesis/type 111 secretory pathway ATPase
flagellar protein FIiS
ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport systems, permease
components
ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport system, ATPase
component
Predicted nucleoside-diphosphate-sugar epimerases
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and an
HTH DNA-binding domain
Methyl-accepting chemotaxis protein
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and an
HTH DNA-binding domain
Rad3-related DNA helicases
Ferredoxin subunits of nitrite reductase and ring-hydroxylating
dioxygenases
exported protein
2-polyprenyl-6-methoxyphenol hydroxylase and related FAD-
dependent oxidoreductases
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Dihydroxyacid dehydratase/phosphogluconate dehydratase
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)

MC

MC

MC

MC
MC

MC

MC

MC

MC

MC
MC

MC

MC

MC
MC

MC

MC

MC

MC

MC
MC

MC

-105.7098901
-35.3280584
-3.474070556

-32.76448641

-8.182161231

-6.476028735

-5.351210317
5.040276649
-5.558711176

-5.135073875

-2.31568236

-49.3549228
*

-4.999236161
-13.80176534

-65.28553178

-10.78823837
-17.51763189
-3.656307958

-3.193936444

-206.6636595

*

-6.438776748

-19.21905764
-2.613117801
-5.514401471
-45.96609042
-33.01410837
-5.947265557
-2.653771835
-7.246295036
-16.14409943
-56.77161129
-20.88878933

-6.915204829

-30.67099729

-2.533636163

*%

7.612473614

-33.5388964

cheB

cheA
chew

cheR
cheD
cheB
chez
flgM
fliP1

flis
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_4174
4185

_4196
4214
4293
4359

4380
4389
44

_4458
_4474

451
46

4610
4636
4766
4767
4867
4949

4989

5009
75043
75043
5288
5400
T5402

5409
5506
75516

5643
75652
5703
5723
5766

_587
5967
6062

6155
6175
6246
6372

Acyl-CoA synthetases (AMP-forming)/ AMP-acid ligases 11
Methyl-accepting chemotaxis protein
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)

ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,
periplasmic component/domain
Phenylpropionate dioxygenase and related ring-hydroxylating
dioxygenases, large terminal subunit
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Phosphotransferase system mannitol/fructose-specific 11A domain
(Ntr-type)
Phosphoribosylpyrophosphate synthetase
Methylase of chemotaxis methyl-accepting proteins
NTP pyrophosphohydrolases including oxidative damage repair
enzymes
Methyl-accepting chemotaxis protein
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,
periplasmic component/domain
Methylase of chemotaxis methyl-accepting proteins
NADPH-dependent glutamate synthase beta chain and related
oxidoreductases
Thiol:disulfide interchange protein
N-methylhydantoinase B/acetone carboxylase, alpha subunit
N-methylhydantoinase A/acetone carboxylase, beta subunit
Lactate dehydrogenase and related dehydrogenases
Acyl-CoA synthetases (AMP-forming)/ AMP-acid ligases 11
Response regulators consisting of a Che -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)

Transcriptional activator of acetoin/glycerol metabolism
Transcriptional activator of acetoin/glycerol metabolism
sorbitol dehydrogenase
Dihydroxyacid dehydratase/phosphogluconate dehydratase
H+/gluconate symporter and related permeases
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,
periplasmic component/domain
Glutamine synthetase adenylyltransferase
Anthranilate/para-aminobenzoate synthases component |
ABC-type polysaccharide/polyol phosphate export systems, permease
component
Acyl-CoA synthetases (AMP-forming)/ AMP-acid ligases I1
Transcriptional regulator/sugar kinase
photosystem reaction center subunit h
Nucleoside-diphosphate-sugar epimerases
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Threonine dehydrogenase and related Zn-dependent dehydrogenases
Fe2+-dicitrate sensor, membrane component
Dihydrodipicolinate synthase/N-acetylneuraminate lyase
Phosphoglycerate dehydrogenase and related dehydrogenases
Acyl-CoA synthetases (AMP-forming)/AMP-acid ligases 11
Permeases of the drug/metabolite transporter (DMT) superfamily

MC
MC

MC

MC

MC

MC

MC

MC

MC
MC

MC
MC

MC
MC
MC
MC
MC
MC

MC

-12.66282131

3.530481874

2.229117898
-4.435964381
-2.804578689
-12.33370525
-28.58291717

2.80012838
3.230033195

*

-6.530221672
-20.14060619

-4.851965499
-2.941583074

-13.27866551
*
4.117444296

-2.30136674
14.46162831

13.92003587
-16.25384161
-14.81201706

*

*

20.11522519
*

-5.219473056
24.37446378

-17.79961312
-25.95643233

-54.04155903

-8.581389483

-2.59744158

-3.056233798

-14.20308544

-5.560811551

2.61979037

-28.3639701

-13.72127819

-3.447707407
-2.163109208

7.013468984

3.400010076

-7.178621012

4.912758815

-2.105344767
-3.973011652

7.380263817

*

-6.967717878
7.026024482
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6377
“6425

6538
655
7656

6565

6567

6626

6648

6659
670
6768
6825
6857
6875
6931

7023
7027
7039
7052
7072
“7077
7229
7230
7303
7336
7406
7469

7474

Membrane protein implicated in regulation of membrane protease
activity
Superfamily II DNA and RNA helicases
NTP pyrophosphohydrolases including oxidative damage repair
enzymes
3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase
3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase
Ketol-acid reductoisomerase
Thiamine pyrophosphate-requiring enzymes [acetolactate synthase,
pyruvate dehydrogenase (cytochrome), glyoxylate carboligase,
phosphonopyruvate decarboxylase]

Thiamine pyrophosphate-requiring enzymes [acetolactate synthase,
pyruvate dehydrogenase (cytochrome), glyoxylate carboligase,
phosphonopyruvate decarboxylase]

Na+/proline symporter
Transcriptional regulators containing a DNA-binding HTH domain and
an aminotransferase domain (MocR family) and their eukaryotic
orthologs
3-oxoacyl-acp synthase
Dihydroxyacid dehydratase/phosphogluconate dehydratase
Predicted nucleoside-diphosphate sugar epimerases
Methyl-accepting chemotaxis protein
Exopolyphosphatase
3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase
Deacetylases, including yeast histone deacetylase and acetoin
utilization protein
Nucleoside-diphosphate-sugar epimerases
Phosphoserine aminotransferase
2-polyprenyl-6-methoxyphenol hydroxylase and related FAD-
dependent oxidoreductases
Cytosine deaminase and related metal-dependent hydrolases
membrane protein
ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport systems, permease
components
ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport system, ATPase
component
Transcriptional activator of acetoin/glycerol metabolism
Chemotaxis protein; stimulates methylation of MCP proteins
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,
periplasmic component/domain
NADPH-dependent glutamate synthase beta chain and related
oxidoreductases
2-polyprenyl-6-methoxyphenol hydroxylase and related FAD-
dependent oxidoreductases
Chemotaxis protein CheC, inhibitor of MCP methylation cheC
H+/gluconate symporter and related permeases
Response regulators consisting of a CheY -like receiver domain and a
winged-helix DNA-binding domain
Transcriptional regulators containing a DNA-binding HTH domain and
an aminotransferase domain (MocR family) and their eukaryotic
orthologs
membrane protein
Methyl-accepting chemotaxis protein
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,

MC
MC

MC
MC

MC
MC

MC

MC
MC
MC
MC
MC
MC
MC

MC

17.42963826

4.107600204

2.918516423

-4.916921147

8.198756399

-5.258753548
-3.745029973

-2.843759899
3.480980691

4.503747497

-8.52926368

-3.819022992

-15.62690322

-19.04110549

2.737698469

-29.8555321

-302.0115753

-6.392328843

-4.796374236
-80.76306691
*

-32.05064555

-33.4903997

*

-2.226504155

-12.75573313
-2.256643972

4.692021337

*

-18.00803913
-14.74274818
-13.51527714

-17.13924095

-15.75692372
-15.68082403

3.460656235
-3.923504686

-361.3459706
-390.0265553
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7693

7707
m

7712
7%

854
855
863
963
985

1046

"1990

T1991

"1992

2008

2009

73053

“3207

"3229

"3230

"3239

3245

T3252

7365

7366

1076
T1135
1510

1781
T1811
T1812
1856

1882
~1994
~2071
“2327
2328
2331
2370
3031
~3201
3434
3435
3503
3550
3576
3769

periplasmic component/domain
H+/gluconate symporter and related permeases
NADPH:quinone reductase and related Zn-dependent oxidoreductases
hydrolase
Methylase of chemotaxis methyl-accepting proteins
Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)
Methyl-accepting chemotaxis protein
ABC-type amino acid transport/signal transduction systems,
periplasmic component/domain
membrane protein
Serine/threonine protein kinase
Dihydroxyacid dehydratase/phosphogluconate dehydratase
mfs transporter
Flagellar motor protein
Flagellar biosynthesis protein FIiC
Flagellar hook-associated protein fliD1
flagellar protein fliT
Flagellar motor component motA
Flagellar motor protein motB
Flagellar motor protein
flagellar basal-body rod protein FIgC
Flagellar hook protein FIgE
flagellar basal-body rod protein FIgF
flagellar hook-associated protein 3
flagellar motor switch protein FIiM
flagellar motor switch protein G
flagellar transcriptional regulator flhD
flagellar transcriptional regulator gene flhC
Trypsin-like serine proteases, typically periplasmic, contain C-terminal
PDZ domain
Cytochrome c biogenesis factor
Putative protein-S-isoprenylcysteine methyltransferase
Xanthine and CO dehydrogenases maturation factor, XdhC/CoxF
family
ATP-dependent protease HsIVU (ClpYQ), peptidase subunit
ATP-dependent protease HsIVU (ClpYQ), ATPase subunit
thioredoxin
Trypsin-like serine proteases, typically periplasmic, contain C-terminal
PDZ domain
Predicted O-linked N-acetylglucosamine transferase, SPINDLY family
Pyruvate-formate lyase-activating enzyme
Chaperonin GroEL (HSP60 family)
10 kDa chaperonin GroS
heat-shock protein hsp20
Parvulin-like peptidyl-prolyl isomerase
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (rotamase) - cyclophilin family
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (rotamase) - cyclophilin family
DnaJ-domain-containing proteins 1
Glutathione S-transferase
ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit
Thioredoxin reductase

MC
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-33.66839813

-10.378338
*

-3.408472729
-13.91931628

-73.03692032

*k

8.051122129
28.45203883

-2.74554939
-2.507844075

-43.74629536

-5.406796043
4.981501244
9.358702674

14.34799146

553.8299658
3.83950079

-16.90556125
2.943952455
-35.91585398
-14.13062022
29.29884552
25.10250052
-4.295948248
-8.811453885
-3.356787295

-11.57778891

*

-17.91074839

-3.080429616
-337.1875392

-7.560319675

-3.218251786

-13.87540753
-78.02655625
*

-14.16020924
-13.4158086

-4.041736477
-6.854198971
-31.60457165
-6.371425582
-4,135278335
-2.398197703
-2.25751259

-24.98034647
-9.394026774

-3.746984209
7.230414362
12.11772966
16.01150547

10.07973494
-7.83249054
5.541769435

6.120936974
8.461612732

-5.374451686

-6.767780319

3.156058378

flic
flibl

motA
motB

flgc

figF
flgL
flim
fliG
flhD
flhC

groL
groS
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3795
3881
3919
4092
“4212
4288
4329
4422
4434
4631
4964
4966
4970
4980
75030
75047
5122
75513
5514
75515
75533
75540
5624
75625
5053
5056
"6376
76655
T6794
"6802

7069
733

7445
“7446
7730
7738
T1144

1345
152
1610
"1783

204
2145

2394
2475

2802
2861

Predicted redox protein, regulator of disulfide bond formation
ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit
Molecular chaperone (small heat shock protein)
Predicted protease
Thioredoxin reductase
Metal-dependent proteases with possible chaperone activity
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerases 1
Cytochrome oxidase assembly factor
Glutaredoxin and related proteins
ResB protein required for cytochrome c biosynthesis
Parvulin-like peptidyl-prolyl isomerase
ATP-dependent Lon protease, bacterial type
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (trigger factor)
Peroxiredoxin
Thioredoxin domain-containing protein
ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit
Putative arginyl-tRNA:protein arginylyltransferase
Molecular chaperone GrpE (heat shock protein)
Molecular chaperone
Dnal-class molecular chaperone with C-terminal Zn finger domain
Peptide methionine sulfoxide reductase
Thioredoxin domain-containing protein
Co-chaperonin GroES (HSP10)

Chaperonin GroEL (HSP60 family)

Chaperonin GroEL (HSP60 family)

Molecular chaperone (small heat shock protein)
Membrane protease subunits, stomatin/prohibitin homologs
Molecular chaperone, HSP90 family
Protein-L-isoaspartate carboxylmethyltransferase
Urease accessory protein UreH
Xanthine and CO dehydrogenases maturation factor, XdhC/CoxF
family
cellulose synthase operon protein BscC
Membrane-bound serine protease (CIpP class)

Alkyl hydroperoxide reductase, large subunit
Peroxiredoxin
Hydrogenase maturation factor
Hydrogenase maturation factor
TonB-dependent receptor
Outer membrane receptor for ferric coprogen and ferric-rhodotorulic
acid
cadmium-translocating P-type ATPase
Di- and tricarboxylate transporters
Cyanate permease
Outer membrane receptor for ferric coprogen and ferric-rhodotorulic
acid
Sulfate permease and related transporters (MFS superfamily)
DNA-binding ferritin-like protein (oxidative damage protectant)
Uncharacterized protein involved in cation transport
ABC-type metal ion transport system, periplasmic component/surface
adhesin
chemotaxis sensor histidine kinase CheA
Phosphate/sulphate permeases
Catalase
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-13.73521221
-7.117150614
18.3391372
-14.35824506

3.907222903
-6.430165297
-7.997264871
4.164309324

7.181895502
2.564003851
4.682518038
-5.853362998
5.982410917
10.84347034
-16.32905228
15.70366078
12.06558784
13.79475857
2.5144887

64.87399874
41.79547451
2.059460567
-50.21948869

-3.563202511
41.35322578

-29.15791586

-186.6702651

2.747621912
10.67217986

475.29874

14.28698646

-9.587015998
16.02827698

-205.5329899
9.992603999

-9.295685574

-114.1013788

-10.10225364

-3.073114864

3.328200563
5.931349113

3.938810454
3.873553443
3.070530199
3.820527696
4.695027168
4.294468659
3.845710395

2.35654048

-3.322476828

-2.738820007

-49.52637188

-3.943848522

2.828356608

-6.353374432

11.49959178

131.8655148
-146.5569511

-7.139550484
-8.627264012

-7.435664391

3.173611425

grxC

grpE
dnaK
dnal

groL
groL

htpG

besC

tonB

cadA

cheA
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3560
73846
3896
3963
3964
4056
4078
"4204
4879

5804
5840
5843
"6159
6733
6876
7018
7324
7431

789
85
862

918
974
1004
71005

1172

1673
2115
2234
2800
2890
T3331
4295
4594
4596

_4961
5355
5557

5558

5612
75613
75620

6590
~6644
6837

Bacterioferritin (cytochrome b1)
Bacterioferritin (cytochrome b1)
Outer membrane receptor proteins, mostly Fe transport
nitrile hydratase
nitrile hydratase
Na+/phosphate symporter
Outer membrane receptor for monomeric catechols
Rhodanese-related sulfurtransferase
Mg2+ and Co2+ transporters
Chloride channel protein EriC
NhaP-type Na+/H+ and K+/H+ antiporters
Hemin uptake protein
High-affinity Fe2+/Pb2+ permease
High-affinity nickel permease
Cu/Zn superoxide dismutase
Polyphosphate kinase
ABC-type metal ion transport system, permease component
Fe2+ transport system protein B
Nitrate/nitrite transporter
ABC-type Fe3+-hydroxamate transport system, periplasmic
component
ABC-type sulfate transport system, periplasmic component
Na+/phosphate symporter
ABC-type phosphate/phosphonate transport system, periplasmic
component
Catalase
Protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha subunit
Protocatechuate 3,4-dioxygenase beta subunit
ABC-type transport system involved in resistance to organic solvents,
auxiliary component
ABC-type transport system involved in resistance to organic solvents,
periplasmic component
Alkyl sulfatase and related hydrolases
Phytoene dehydrogenase and related proteins
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
Imidazolonepropionase and related amidohydrolases
phenylacetic acid degradation protein PaaB
Dienelactone hydrolase and related enzymes
toluene tolerance family protein
outer membrane lipid asymmetry maintenance protein MlaD
Predicted ABC-type transport system involved in lysophospholipase
L1 biosynthesis, ATPase component
N-acyl-D-aspartate/D-glutamate deacylase
Homogentisate 1,2-dioxygenase
2-keto-4-pentenoate hydratase/2-oxohepta-3-ene-1,7-dioic acid
hydratase (catechol pathway)
Thioesterase domains of type | polyketide synthases or non-ribosomal
peptide synthetases
Polyketide synthase modules and related proteins
Predicted enzyme involved in methoxymalonyl-ACP biosynthesis
Predicted ABC-type transport system involved in lysophospholipase
L1 biosynthesis, permease component
Uncharacterized protein involved in benzoate metabolism
Phytanoyl-CoA dioxygenase
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-49.08709498
-97.77711561

*
-5.153063194
-135.8182049
-7.102605563
-5.572827707

-12.76546392
3.749184108
14.68983743
-4.317227571

94.02908547
7.264040246

-8.477451311
-23.45361468
-2.219453451
662.9027271
57.61005041
-5.301531525

-2.47445
-10.80635132

7.857758583
-73.28080034
3.478773495
41.7817185
-2.913594181
-9.171569174
-3.744722341

-3.379283621

-18.71337379

23.6943451

-4.248950767
-95.612125
*

4.436686566
-4.312517683
41.1562054
4.291213103
-11.20114243

-10.00882342

-20.27531932

-90.92209266
-8.721283881
-6.066384467

42.06589466
106.762943

*

28.45478394

8.080313514
-6.767497161
2.650967778

-39.95081714
-33.13958438
-337.4540112

-9.810356068
-2.885054011

bfr

feoB

pcaG
pcaH

paaB

mlaD
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691
7125

7713

7714
927

1033
1083
"1158

1159
71173

1250

1315
"1368
71586
T1587
71605
_ 166

1690
T1752
T1754
1766
T1778
T1779
"1809
"1838
19

1916
2001
2072
"2402
2430
2507
2682
272

2724
2753
2757
2809

2968
3072
3300
3314
3359

3420

Protein involved in biosynthesis of mitomycin antibiotics/polyketide
fumonisin
Dienelactone hydrolase and related enzymes
2-keto-4-pentenoate hydratase/2-oxohepta-3-ene-1,7-dioic acid
hydratase (catechol pathway)
Uncharacterized protein, possibly involved in aromatic compounds
catabolism
Poly(3-hydroxybutyrate) depolymerase
Predicted periplasmic or secreted lipoprotein
ribitol 2-dehydrogenase
Predicted dehydrogenase
Uncharacterized enzyme involved in biosynthesis of extracellular
polysaccharides
Predicted permease
Predicted hydrolases or acyltransferases (alpha/beta hydrolase
superfamily)
Uncharacterized enzyme involved in biosynthesis of extracellular
polysaccharides
Zn-dependent alcohol dehydrogenases
cobalamin biosynthesis protein
cobalamin biosynthesis protein CobW
Predicted glycosyltransferases
flavodoxin
Predicted hydrolases or acyltransferases (alpha/beta hydrolase
superfamily)
16S rRNA (cytidine(1402)-2'-O)-methyltransferase
hydroxyacylglutathione hydrolase
Predicted dehydrogenase
MoxR-like ATPases
Protein containing von Willebrand factor type A (VWA) domain
Putative GTPases (G3E family)
FOG: TPR repeat, SEL1 subfamily
Multimeric flavodoxin WrbA
Putative GTPases (G3E family)

Predicted hydrolases of the HAD superfamily
Uncharacterized membrane protein, possible Na+ channel or pump
Predicted phosphatase/phosphohexomutase
Putative Zn-dependent protease, contains TPR repeats
Short-chain alcohol dehydrogenase of unknown specificity
Predicted hydrolase (HAD superfamily)

Lhr-like helicases
Predicted esterase of the alpha-beta hydrolase superfamily
Putative intracellular protease/amidase
Putative NADH-flavin reductase
AAA ATPase containing von Willebrand factor type A (VWA) domain
Predicted hydrolases or acyltransferases (alpha/beta hydrolase
superfamily)

Membrane protein involved in the export of O-antigen and teichoic
acid
Beta-propeller domains of methanol dehydrogenase type
Phospholipid-binding protein
Predicted Rossmann fold nucleotide-binding protein
ABC-type uncharacterized transport system, duplicated ATPase
component
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-10.09748338
-2.313052151

-16.44449342
-4.097514233
-3.35469423
*

4.856240125
-27.96078313

-35.40689712

-5.782083027
-5.074120863

-64.80673288

-4.899528127
6.25597723
-3.416239719

-81.34399519
-16.29192327
3.1879175

-5.056432545
-4.503578912
3.962415796
*k

-8.191422334
-6.44937855

57.89236553
-15.85523948
-68.54689519
-14.04861217
-9.438782979
-55.40593523
-3.058063639

-9.0062885

-16.68893535
-7.282417829

-8.968664969

-3.374470138

-6.967292512
-15.24395201

*

-12.35435017

-65.65348975

4.494745484
-27.67057331

2.243444205
-48.79155516

-5.368119837

-3.765364595

-4.464588363

*

-2.26386747

rbtD

cobw

rsml
gloB
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3470

3488
3546
3600
73603
3610
3724
"3819
3011
73932
3998
4143
4207
4263
4312
4367
4377
4538
47

4993
5127
5180
532

5412
T5449
5499
75525
5542
5564
75565
5583

5607
5667
5783
5086
~6037
76103
“6201
T6211
"6249
T6317
T6332

6335
6339
76340
6458

6672
6788

Metal-dependent hydrolases of the beta-lactamase superfamily |
Predicted hydrolases or acyltransferases (alpha/beta hydrolase
superfamily)

Predicted phosphoesterase
Predicted ATP-binding protein involved in virulence
Predicted P-loop ATPase
DNA-binding protein H-NS
Predicted hydrolases or acyltransferases (alpha/beta hydrolase
superfamily)
tetratricopeptide tpr_2 repeat protein
Predicted esterase of the alpha-beta hydrolase superfamily
Predicted periplasmic or secreted lipoprotein
Predicted esterase
Short-chain alcohol dehydrogenase of unknown specificity
Predicted peroxiredoxins
Predicted hydrocarbon binding protein (contains V4R domain)
N-terminal domain of molybdenum-binding protein
Predicted permease
ABC-type (unclassified) transport system, ATPase component
Predicted hydrolase (HAD superfamily)

Predicted dehydrogenases and related proteins
ABC-type uncharacterized transport system, ATPase component
Predicted dehydrogenases and related proteins
Predicted ATPase
Predicted Zn-dependent hydrolases of the beta-lactamase fold
Predicted glutamine amidotransferase
Paraquat-inducible protein B
Predicted glycosyltransferases
Predicted permease
Predicted permeases
Predicted permease
Predicted permease
Predicted permeases
Membrane protein involved in the export of O-antigen and teichoic
acid
Proteins containing SET domain
Uncharacterized protein involved in propionate catabolism
Acetyltransferases
Predicted ATPase
Metal-dependent amidase/aminoacylase/carboxypeptidase
ABC-type uncharacterized transport system, permease component
Predicted GTPase
Metal-dependent amidase/aminoacylase/carboxypeptidase
Putative Zn-dependent protease, contains TPR repeats
Dioxygenases related to 2-nitropropane dioxygenase
ATPase components of ABC transporters with duplicated ATPase
domains
Uncharacterized ABC-type transport system, periplasmic
component/surface lipoprotein
Uncharacterized ABC-type transport system, permease component
Predicted unusual protein kinase
Predicted exporter
Predicted nucleotidyltransferases
Predicted dehydrogenases and related proteins
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3.381313751

-253.1991601
-50.32398835
4.028888397

-72.80291348
-101.4984685
-10.1571189
-5.116307258
-3.853120491
*

-8.285584662

4.240440921
-2.481094623
-68.32112523

*

*k

-2.166167412
-3.981495746

-5.505041773
-29.58082921
-11.35694485
66.41989348

-6.233196837
*

*

-27.42353232
-2.885703155
-2.022604887
-5.902396951
-4.552921076
141.9282398

3.010957397

-16.61177327

-3.744062722

2.483785893
*

-4.688400096

*

4.592606464
-49.09307718

-4.45491435
-2.780662852

-22.8108646
*

-3.162350647
6.190449787

*

-2.110628064

-4,182716174

-6.105952247

-22.52510639
*

-77.96609673
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6816
"6832
~6990
7061
7232

7380
7456
7482
7497
7530
7550
7601
7663
786

805

910

T922

960

1008
71100
T1216
"1579
71663
T1691
T1715
T1743
T1748
"1767
"1780
"181

1828
“101

T107

2004
2114
2152
218

2189
~2220
“2244
2348
242

2455
2456
“2471
“2541
2562
2563
2647
2698
2699

Membrane protein involved in the export of O-antigen and teichoic
acid
Short-chain dehydrogenases of various substrate specificities
Predicted double-glycine peptidase
Predicted glutamine amidotransferases
Aldo/keto reductases, related to diketogulonate reductase
Predicted hydrolases or acyltransferases (alpha/beta hydrolase
superfamily)
Predicted amidohydrolase
Short-chain alcohol dehydrogenase of unknown specificity
Predicted glutamine amidotransferases
hopanoid biosynthesis associated radical SAM protein HpnH
Predicted flavoprotein
N-terminal domain of molybdenum-binding protein
TRAP-type uncharacterized transport system, periplasmic component
Putative GTPases (G3E family)
Predicted NAD/FAD-binding protein
Acetyltransferases
Uncharacterized protein involved in propionate catabolism
ABC-type uncharacterized transport system, periplasmic component
hypothetical protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized paraquat-inducible protein B
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
hypothetical protein
Predicted membrane protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein, partial
Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein
Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein
Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
pf10087 family protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria containing a pentein-
type domain
hypothetical protein
Predicted membrane protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Predicted membrane protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein
Uncharacterized iron-regulated membrane protein
polyphosphate kinase 2
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein, partial
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
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-282.7248835
-4.593750196
-14.58215723

*

4.676662873

*

3.610323634
-3.353201176

-5.127983851

*

-22.72444322
-10.74232347

-4.223138089

4.867676808

-9.531265779
*

-4.157327723

-16.04511273

-74.02091865

-6.159971143
*

9.722301238

*

*

-266.2367104

10.91854168

5.61762962

-8.893700898

-17.06631625

-14.14391607

2.938784069

-4.333683699

-11.55736666
*

-18.66077321

*

-88.22197894

*

-29.48376402

-2.519729407
-34.20070029
-20.20296682
-13.03933
6.828031958
-5.149130337
3.135233908

-2.275735239

*

8.756239341
*
-9.127615342
-4.641512016
-9.191037572

13.41719282
-2.06088839

hpnH

ppk2
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2767
2852
2853

3012
73049

3109
“3177
T3071
3280
“3307
"3322
“3407
3410
"3461
3504
73539
358

3674
“3751
3854
3855
3875
3897
3914
3977
4136
4313
4315
4357
4358
4363
4615
4787
4837
4858
4869
4870
4801
4893
75008
75042
5046
75086
75102
5161
5452
75549
5554
75606
5713
5721
5777

Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein
uncharacterised protein

Uncharacterized homolog of gamma-carboxymuconolactone

decarboxylase subunit
Uncharacterized protein conserved in bacteria

Uncharacterized protein with a C-terminal OMP (outer membrane

protein) domain
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Predicted membrane protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
outer membrane assembly lipoprotein YfgL
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized conserved protein
pf11811 domain protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized conserved protein
Predicted membrane protein
Uncharacterized iron-regulated membrane protein

Uncharacterized protein with a bacterial SH3 domain homologue

Predicted membrane protein
Predicted membrane protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
Predicted membrane protein
hypothetical protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized protein containing LysM domain
Predicted integral membrane protein
Predicted membrane protein
Uncharacterized conserved protein
Predicted membrane protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
hypothetical protein
Uncharacterized conserved protein
hypothetical protein
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-36.6484296

*

-29.82179637

*

-9.33967071

-4.863350405
*

-4.516151023

*k

4.285257124
-15.36405552

-24.33179739
-14.71764726
-10.03078012
-10.84703135
-832.6118725

-8.413091634

-14.47358585
-6.980005046
760.8764082
194.377515
6.414167505
3.187936979
-25.73533824

-93.83950658
*

£

-11.11891686
-14.66490724

*

-17.1389949
-6.202216136
-8.10537628
*

2.817020661
*

*

-5.636261094

-3.221059355

-41.48867505
18.5898952
-4.743244085
-210.5680296

-6.24692148
-13.98625897

2.538968764

336.0615168
14.8439088

-11.25834755

8.168923249
-8.818030463

-3.190082145

-60.45849859
*

-36.45132409

yfgL
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5784
5801
5802
5806
5855
5863
5866
5969

6024
624

6308
6316
“6452
6454
T6647
6649
676

6764
6915
~6986
“7071
7089
7248
7309
7347
7348
7354
7355
7418
7426

7444
“7449
748

7631
7638
7666
7722
~801

950

1166
T1167
T1169
T1225
1307
T1309
T1329

1365
1440
1538

"1546

1570

Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized conserved protein
conserved hypothethical protein
Uncharacterized conserved protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Predicted small integral membrane protein
Uncharacterized protein with a C-terminal OMP (outer membrane
protein) domain
hypothetical protein
hypothetical protein
Uncharacterized conserved protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
Predicted membrane protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Predicted periplasmic/secreted protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
hypothetical protein
hypothetical protein
Uncharacterized stress-induced protein
Uncharacterized conserved protein
uncharacterised protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Predicted membrane protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized conserved protein, contains double-stranded beta-
helix domain
Predicted membrane protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized iron-regulated protein
Uncharacterized conserved protein
hypothethical protein
Uncharacterized protein conserved in bacteria
Uncharacterized protein conserved in bacteria
autoinducer 2 sensor kinase/phosphatase LuxQ
Signal transduction histidine kinase
Anti-sigma regulatory factor (Ser/Thr protein kinase)
FOG: GGDEF domain
FOG: GGDEF domain
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase
Predicted signal transduction protein containing a membrane domain,
an EAL and a GGDEF domain
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase
FOG: EAL domain
Predicted signal-transduction protein containing cAMP-binding and

VDL nnmnnnm

DLV OOLOOLOOOOOOOOnnnnn

HHA A A 4400V OVOnn®n

— ==

-5.341707152
-2.402542198

8.702710945
*

*

-46.04034878
-10.56568857

-10.11606125
-8.824935622
-134.9696331

2.257801505
8.843364665

-13.71583915
*

2

-10.7863111

-11.28879347
-46.64913211
-2.205070999
-20.62767547

-6.11853
*

-208.2853797
-14.2234444

-10.32808324
-28.14942538
-63.12493053

-9.359077078
9.589866146
-10.9858504

-9.779964199

-7.137603009

-2.409640562
3.058271506

5.626897628
7.071642511

-16.79798659
-22.3194347

-2.868371832
4.65654699

*

*

-22.09302699
9.621644309

-33.59216257
*

-7.427565132

20.83445681

-9.139358141

*%

-11.89007646
-41.91808362

-19.87804541
-88.19464366

-14.54822975

-5.143648343

luxQ1
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1604
2141

2154
72333
2395
T2419

2560
2736

2738
~2751

2788
2855
3108
3153

3201
3369
345

3744

3752
3863

3884
3893

4328
4889
4914
4988

4990

5130

5184
5752
75753
5935
5047
5048

5950
5975
76039
~6041

CBS domains
Response regulator containing CheY -like receiver, AAA-type ATPase,
and DNA-binding domains
Signal transduction histidine kinase regulating C4-dicarboxylate
transport system
Signal transduction histidine kinase regulating C4-dicarboxylate
transport system
RecA-superfamily ATPases implicated in signal transduction
Phosphate starvation-inducible protein PhoH, predicted ATPase
Signal transduction histidine kinase
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and a
GGDEF domain
Predicted signal transduction protein
Predicted signal transduction protein containing EAL and modified
HD-GYP domains
Predicted periplasmic ligand-binding sensor domain
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and a
GGDEF domain
Predicted signal transduction protein containing a membrane domain,
an EAL and a GGDEF domain
Response regulator containing CheY -like receiver, AAA-type ATPase,
and DNA-binding domains
Signal transduction histidine kinase regulating C4-dicarboxylate
transport system
Predicted signal transduction protein containing a membrane domain,
an EAL and a GGDEF domain
Universal stress protein UspA and related nucleotide-binding proteins
DnaK suppressor protein
Osmosensitive K+ channel histidine kinase
cAMP-binding proteins - catabolite gene activator and regulatory
subunit of cAMP-dependent protein kinases
Activator of osmoprotectant transporter ProP
Predicted signal-transduction protein containing cAMP-binding and
CBS domains
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase
Osmosensitive K+ channel histidine kinase
Putative Ser protein kinase
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase
Bacteriophytochrome (light-regulated signal transduction histidine
kinase)
CAMP-binding proteins - catabolite gene activator and regulatory
subunit of cCAMP-dependent protein kinases
Predicted membrane GTPase involved in stress response
FOG: GGDEF domain
FOG: EAL domain
Response regulator with putative antiterminator output domain
Signal transduction histidine kinase
RecA-superfamily ATPases implicated in signal transduction
Signal transduction histidine kinase
FOG: CheY-like receiver
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase

e e I
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A A A

—

e R R R

-18.80044571

-38.07627103

-2.446573063
15.37830891
-8.507058233

-7.774619949
-7.923851191

-12.0669461

-4.34746391

4.413027464

-7.57484745
-116.6070744

3.339682991

4.45543315
-15.28924147
-12.9214527
-8.698461231
-9.371940101
-119.1105354
-10.36506229

-52.39629505

*

3.020212052
-21.32132003
-16.68125561

-5.286583526
-15.4608381

-39.05782984

-6.021835421

-17.33216152

-3.396587088

-7.055874943

-20.85572511

-44.23257541

-8.903218121

3.242136474

-5.197762012
-30.07272449

*

-4.100789947

*

-5.261711587

-36.16042527
-5.707917559
-3.922010004

phoH
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6042
6124
76292
“6427
6594

6662
6699

6916
T6927
6928

6984
"6988

6993

708
7338
7534
7548
7504

7632
765
766
770
773

828

887
1815
"1876
1903
"2242
3822
3834
“4433
“4612
4645
—4703
"4849
5167
75168
5454
5455
5456
5833
5834
~6003
6226

Osmosensitive K+ channel histidine kinase
Universal stress protein UspA and related nucleotide-binding proteins
Signal transduction histidine kinase
Universal stress protein UspA and related nucleotide-binding proteins
Osmosensitive K+ channel histidine kinase
Predicted signal transduction protein containing a membrane domain,
an EAL and a GGDEF domain
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and a
GGDEF domain
Response regulator containing CheY -like receiver, AAA-type ATPase,
and DNA-binding domains
Negative regulator of sigma E activity
Negative regulator of sigma E activity
Response regulator containing CheY -like receiver, AAA-type ATPase,
and DNA-binding domains
conserved hypothetical signal peptide protein
Response regulator containing CheY -like receiver, AAA-type ATPase,
and DNA-binding domains
cAMP-binding proteins - catabolite gene activator and regulatory
subunit of cAMP-dependent protein kinases
FOG: PAS/PAC domain
Carbon starvation protein, predicted membrane protein
Signal transduction histidine kinase
autotransporter adhesin
cAMP-binding proteins - catabolite gene activator and regulatory
subunit of cAMP-dependent protein kinases
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase
Signal transduction histidine kinase
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and a
GGDEF domain
Response regulator containing a CheY -like receiver domain and a
GGDEF domain
Flp pilus assembly protein TadD, contains TPR repeats
membrane protein insertase
Type Il secretory pathway, component PulM
Signal peptidase |
type VI secretion system effector, Hcp family
type VI secretion system protein IcmF
Preprotein translocase subunit SecB
Type IV secretory pathway, TrbL components
Preprotein translocase subunit SecY
Flp pilus assembly protein, ATPase CpaF
Hemolysin activation/secretion protein
Flp pilus assembly protein, ATPase CpaE
Flp pilus assembly protein, secretin CpaC
Preprotein translocase subunit SecF
Preprotein translocase subunit SecD
Preprotein translocase subunit YajC
Biopolymer transport proteins
Biopolymer transport protein
Preprotein translocase subunit SecE
Preprotein translocase subunit SecA (ATPase, RNA helicase)

— = - HA-AA—
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===

- A—A-A—H

ccccccccccccccccccccacH

14.67241411
-8.936738665
-24.91273554
-84.13409011

-101.1793285

-5.07654599
-2.796154824
-3.052880824

-22.20698363
-107.1038813

6.652999469

-3.350272375
-3.246187603
*

-11.56061638

-8.373124181
-5.92955168
-3.916489348

-14.9681895

*

15.44945928

*

5.27613139%4
7.799753519
19.1258145
-7.003399649
22.18828755

-6.631390343
-171.1689231
*

18.71062325
7.824371724
5.184538942

13.95960516
2.360894879

-6.881034196

-5.513724701

-22.20921452

-3.478115295

-17.46359677

-8.709155684

-8.216841801

-2.320980337

-10.70014016
-2.684131244

-7.146199956

-9.366521969

7.591131772
3.141678525

yidC
gspM
hcpl

icmF1
secB

secY

secD
secF
yajC

secE
secA
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_6554 Preprotein translocase subunit SecG

_6989 fap amyloid fibril major component

_6992 fap amyloid fiber secretin

_1047 Cation/multidrug efflux pump

_1278 Cation/multidrug efflux pump

_2462 Cation/multidrug efflux pump

_2573 heme ABC exporter, ATP-binding protein CcmA
_2658 Cation/multidrug efflux pump

_2744 Cation/multidrug efflux pump

_2814 Beta-lactamase class C and other penicillin binding proteins
2822 Cation/multidrug efflux pump

_3134 Cation/multidrug efflux pump

_4447 Na+-driven multidrug efflux pump

_4451 Uncharacterized bacitracin resistance protein
_5132 N-acetylmuramyl-L-alanine amidase AmpD

_5972 cation-binding protein

_7767 ABC-type multidrug transport system, ATPase component

< <K<K CcCcc

3.787970247
-142.785127
-57.06746376
-276.0992565

6.71765968

-180.6329909

*

-66.23892048

-16.95657136
-2.00103155
7.372797199

*

-16.06495481

-26.66474627
-30.22068919

-98.12806632

4.835928025

-2.959171252

-9.987044709

secG

yhhd

ampD2

*= significa que o gene estava ausente no apoplasto e presente no tratamento; **=significa que o gene foi expresso no meio contendo fluido do apoplasto e ausente no tratamento; B: Dinamica e estrutura da cromatina, C: Produgéo e conversdo de

energia, D: Controle do ciclo celular, E: Metabolismo e transporte de aminoacidos, F: Transporte e metabolismo de nucleotideos, G: Metabolismo e transporte de carboidratos, H: Metabolismo e transporte de coenzimas, |: Metabolismo e transporte

de lipideos, J: Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese, K: Transcrigdo, L: Replicagdo, recombinagéo e reparo, M: Parede celular, membrana e biogénese do envelope, N: Motilidade celular, O: Modificagdo pds-transducional, recuperagdo de

proteinas e chaperonas, P: Metabolismo e transporte de fons inorganicos, Q: Biossintese, transporte e catabolismo de metabolitos secundarios, R: Fungdes gerais, S: Funcdo desconhecida, T: Mecanismos de transducéo de sinais, U: Transporte

intracelular, secrecdo e transporte vesicular, V: Mecanismos de defesa, diviséo celular e parti¢do do cromossomo.
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