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RESUMO

TAMIRES CRUZ DOS SANTOS; D.Sc; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Abril, 2019. Resposta de Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL 5 a exsudatos vegetais: perfil protedmico e papel da proteina
ABC-F ettA. Orientador: D.Sc. Gongalo Apolinario de Souza Filho; Conselheiros:
D.Sc. Valdirene Moreira Gomes e D.Sc. Vanildo Silveira.

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria promotora do crescimento
vegetal com grande potencial na agricultura. As associacbes deste tipo de
bactérias se dao por um complexo mecanismo de comunicacdo com as plantas
hospedeiras. Durante a interacdo com bactérias, plantas sdo capazes de exsudar
compostos que podem favorecer o desenvolvimento de algumas espécies
bacterianas ou reprimir o desenvolvimento de outras. As bactérias, por sua vez,
desenvolveram diversos mecanismos de interagdo com as plantas, respondendo
a tais substancias ou mesmo modulando sua producgéo. O presente trabalho teve
como objetivo estudar a resposta de G. diazotrophicus PAL5 aos exsudados
vegetais, bem como testar a importancia da proteina ABC-F ettA neste processo.
No primeiro capitulo foi avaliada a resposta bacteriana aos exsudatos vegetais,
tanto durante o cocultivo com plantas de Arabidopsis quanto na presenca de
exsudados filtrados. Os resultados revelaram que o cocultivo induz a multiplicacao
bacteriana e que a exsudagéo de metabolitos favoraveis pelas plantas € induzida
pela presenca da bactéria. As analises protedmicas revelaram um total de 450
proteinas identificadas, das quais 51 foram reguladas, sendo 39 proteinas

induzidas e 12 reprimidas. Entre as proteinas que se mostraram interessantes,

vii



estdo metE, acnA, EttA, ilvC e clpX. Os resultados revelaram um mecanismo
sincronizado de interacdo entre G. diazotrophicus e A. thaliana, em que
substancias produzidas por ambos 0s componentes modulam as respostas
observadas. No capitulo dois, foi estudado o papel da proteina ABC-F ettA de G.
diazotrophicus na resisténcia a antibioticos, na resposta a estresses ambientais e
na resposta a exsudatos vegetais. Para tanto, um mutante defectivo para tal
proteina, AABC-F ettA, foi comparado com a bactéria selvagem. O mutante
AABC-F ettA se mostrou mais sensivel que a estirpe selvagem quando tratado
com antibidticos, comprovando o papel desta proteina na protecdo contra tais
substancias. A proteina ABC-F ettA também se mostrou essencial para a
resisténcia da bactéria a estresses osmoticos, tendo o mutante AABC-F ettA se
mostrado mais sensivel que a estirpe selvagem. Foi avaliada também a
importancia de ABC-F ettA na interacdo bactéria-planta. O mutante AABC-F ettA
foi colocado em cocultivo com plantas de Arabidopsis com dez dias de idade e
também exposto aos exsudatos vegetais e exsudatos de cocultivo. Os resultados
mostraram que a mutacdo no gene ABC-F ettA eliminou a capacidade de G.
diazotrophicus responder aos exsudatos vegetais no ambito da inducdo da
multiplicacéo bacteriana. Juntos, os dados deste trabalho revelaram a importancia
dos exsudatos vegetais durante o processo inicial de interacdo entre G.
diazotrophicus e plantas de Arabidopsis e que proteinas bacterianas especificas
sdo reguladas neste processo. Também foi possivel mostrar a importancia da
proteina ABC-F ettA na resisténcia a antibidticos e estresses osmaticos, bem
como sua importancia na interacao inicial bactéria-planta. Tais resultados abrem
perspectivas para o entendimento dos mecanismos envolvidos no processo inicial

de interacao entre bactérias endofiticas benéficas e plantas.

Palavras-chave: Exsudatos vegetais; Bactérias promotoras do crescimento

vegetal; Estresse ambiental; Resisténcia a antibidticos.
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ABSTRACT

TAMIRES CRUZ DOS SANTOS; D.Sc; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, April, 2019. Response of Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL 5 to plant exudates: proteomic profile and role of ABC-F ettA
protein. Advisor: D.Sc. Goncalo Apolinario de Souza Filho; Counselors: D.Sc.
Valdirene Moreira Gomes e D.Sc. Vanildo Silveira.

Gluconacetobacter diazotrophicus is a plant growth promoting bacterium with
great potential in agriculture. The associations of this type of bacteria are given by
a complex mechanism of communication with the host plants. During interaction
with bacteria, plants are able to exude compounds that may favor the development
of some bacterial species or suppress the development of others. Bacteria, in turn,
have developed various mechanisms of interaction with plants, responding to such
substances or even modulating their production. The present work aimed to study
the response of G. diazotrophicus PALS5 to plant exudates, as well as to test the
importance of the ABC-F ettA protein in this process. In the first chapter the
bacterial response to the plant exudates was evaluated, both during co-cultivation
with Arabidopsis plants and in the presence of filtered exudates. The results
showed that co-cultivation induces bacterial multiplication and that the exudation
of plant-favorable metabolites is induced by the presence of the bacterium. The
proteomic analyzes revealed a total of 450 identified proteins, of which 51 were
regulated, being 39 proteins induced and 12 repressed proteins. Among the
proteins that have been shown to be interesting are metE, acnA, EttA, ilvC, and
clpX. The results revealed a synchronized mechanism of interaction between G.
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diazotrophicus and A. thaliana, where substances produced by both components
modulate the responses observed. In chapter two, the role of the ABC-F ettA
protein of G. diazotrophicus in antibiotic resistance, in response to environmental
stresses and in response to plant exudates was studied. To that end, a defective
mutant for such a protein, AABC-F ettA was compared to the wild-type bacterium.
The AABC-F ettA mutant showed to be more sensitive than the wild-type strain
when treated with antibiotics, proving the role of this protein in the protection
against such substances. The ABC-F ettA protein was also shown to be essential
for bacterial resistance to osmotic stress, where the AABC-F ettA mutant was
shown to be more sensitive than the wild-type strain. The importance of ABC-F
ettA in the bacterium-plant interaction was also evaluated. The AABC-F ettA
mutant was co-cultivated with ten-day-old Arabidopsis plants and also exposed to
plant exudates and co-culture exudates. The results showed that the mutation in
the ABC-F ettA gene eliminated the ability of G. diazotrophicus to respond to plant
exudates in the induction of bacterial multiplication. Together, data from this work
revealed the importance of plant exudates during the initial interaction process
between G. diazotrophicus and Arabidopsis plants and that specific bacterial
proteins are regulated in this process. It was also possible to demonstrate the
importance of the ABC-F ettA protein in resistance to antibiotics and osmotic
stresses, as well as its importance in the initial bacterial-plant interaction. These
results open perspectives for the understanding of the mechanisms involved in the
initial interaction process between beneficial endophytic bacteria and plants.

Keywords: Plant exudates; Plant growth promoting bacteria; Environmental stress;

Resistance to antibiotics.



1. INTRODUCAO

A crescente necessidade global por alimentos e a diminuicdo dos recursos
naturais constituem desafios para a producdo agricola (Matson et al., 1997;
Tilman et al., 2002). Além disso, a forma como a agricultura convencional vem
sendo conduzida acarreta grandes gastos com fertilizantes minerais (Zhang et
al., 2010). Apesar de serem aliados no aumento da producao agricola, existe uma
baixa eficiéncia de uso associada a aplicacdo de fertilizantes minerais na
agricultura. Tal fato acarreta a necessidade da aplicacdo exacerbada destes
compostos para que ocorra um efeito positivo no desenvolvimento das culturas,
levando a perdas de recursos financeiros e aumentos nos riscos ambientais
(Zhang et al., 2010).

A utilizacdo de abordagens biotecnolégicas € uma alternativa ao uso
massivo de fertilizantes minerais na agricultura. Entre as fontes de potenciais
insumos a serem explorados pela biotecnologia, destaca-se a rizosfera, que inclui
a raiz da planta e todo o solo adjacente (Hartmann et al., 2008; Jacoby et al.,
2018). Na rizosfera, sédo exsudados componentes de baixo e alto peso molecular,
altamente variaveis de acordo com a espécie vegetal e condicdes do ambiente.
Estes componentes influenciam diretamente a populacdo microbiana da rizosfera
(Pii et al., 2015; Sasse et al., 2018). Estima-se que mais de 20% dos produtos
fotossintéticos sejam exsudados pelas plantas na rizosfera (Bais et al., 2006).
Compondo estes exsudatos, estdo os compostos derivados de carbono,

compostos fendlicos, metabdlitos secundarios, aminodacidos, entre outros (Rovira,



1969; Sasse et al., 2018). Estes compostos podem agir de maneira benéfica,
atraindo microrganismos ou como agentes antimicrobianos (Haichar et al., 2008).

Entre os microrganismos benéficos atraidos por compostos exsudados
pelas plantas na rizosfera, merecem destaque as bactérias promotoras do
crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB). Estas bactérias
s8o capazes de se associar as raizes e estimular o crescimento das plantas
hospedeiras pela solubilizacdo de zinco e fésforo, fixacdo bioldgica do nitrogénio
e producédo de fitormonios (Glick, 2012). Porém alguns fatores limitam a eficiéncia
do processo de interacdo PGPB/planta hospedeira, como a seca, variagdes de
temperatura, variacdo osmoética do ambiente, presenca de metais pesados e de
outros agente téxicos (Pérez-Pantoja et al., 2013; Sévin et al., 2016; Wood et al.,
2001).

Entre as PGPB, muitas espécies podem ser rizosféricas, enquanto outras
sdo epifiticas ou endofiticas. Gluconacetobacter diazotrophicus é uma PGPB
endofitica, inicialmente isolada de plantas de cana-de-aclucar (Cavalcante e
Dobereiner, 1988). Pode promover o crescimento em diversas outras espécies
vegetais, como cana-de-acucar, café e Arabidopsis (Rangel de Souza et al., 2016;
Reis, 1994). Além disso, esta bactéria tem resisténcia a diversos estresse
abibticos, como seca, variacdo de temperatura, metais pesados, sacarose e
antibioticos (Cavalcante e Dobereiner, 1988; Mowade e Bhattacharyya, 2000;
Tejera et al., 2003; Intorne et al., 2012; de Oliveira et al., 2016).

Diversos trabalhos tém mostrado que a regulacdo proteica em G.
diazotrophicus € alterada durante o processo de interacdo entre  seus
hospedeiros (Lery et al., 2011; Meneses et al., 2017; Meneses et al., 2011; dos
Santos et al., 2010). Analises protebmicas feitas em G. diazotrophicus exposta a
exsudatos vegetais de cana-de-acUcar revelaram diversas proteinas
potencialmente importantes para o processo de interacdo bactéria-planta (Lery et
al., 2011; dos Santos et al., 2010). Em trabalho também protedmico conduzido
com outra bactéria benéfica, desta vez exposta a extrato vegetal, foi revelada
mudanca no perfil protedmico da bactéria, mostrando que o hospedeiro pode ser
capaz de induzir respostas especificas em bactérias benéficas durante a
associacdo (Cordeiro et al., 2013), ndo sendo ainda claros os mecanismos
moleculares que estdo por tras dos processos de interacdo em relacdo a plantas

dicotiledbneas.



Algumas bactérias desenvolveram mecanismos de resisténcia a esses
estresses ambientais. Alguns exemplos destes mecanismos sdo as bombas de
efluxo multidrogas para o efluxo de substancias antimicrobianas, producédo de
siderdéforos (de Paula Soares et al., 2015), bombas de transporte de metais, entre
outros (Intorne et al., 2012).

Diversos mecanismos bacterianos de resisténcia a antibidticos tém sido
abordados na literatura (Alcalde-Rico et al., 2016; Bizzarro et al., 2008; Kerr et al.,
2005; Levin-Reisman et al., 2017a). Entre o conjunto de atributos relacionados
aos mecanismos de resisténcia bacteriana a antibioticos, encontra-se a proteina
ABC-F (Sharkey et al., 2016; Sharkey e O’Neill, 2018, Ero et al., 2019). Apesar de
pertencer a familia de proteinas ABC, comumente descritas como
transportadoras, a proteina ABC-F ndo tem tal atividade (Sharkey et al., 2016).
ABC-F é descrita como participante da resisténcia a antibiéticos, reparo do DNA
(Davidson et al., 2008) e controle da traducéo (Boél et al., 2014). A maioria destes
mecanismos associados a proteina ABC-F foram caracterizados em bactérias
patogénicas de humanos, mas nada € conhecido referente ao seu papel em
bactérias que se associam a plantas.

Diante do exposto, o primeiro capitulo deste trabalho foi dedicado a avaliar
a resposta da bactéria G. diazotrophicus ao cocultivo com plantulas de A.
thaliana. O efeito dos exsudatos vegetais sobre a multiplicacdo bacteriana foi
avaliado. Por meio de analises protedmicas comparativas, foram identificadas as
principais proteinas reguladas neste processo de interacao.

No segundo capitulo deste trabalho, foi estudado o papel da proteina ABC-
F ettA de G. diazotrophicus concernente a resisténcia a antibioticos, a estresses
ambientais e a resposta bacteriana a exsudatos vegetais.

Juntos, estes trabalhos contribuem para um melhor conhecimento dos
mecanismos envolvidos na interacdo entre G. diazotrophicus e plantas, com

énfase nas etapas iniciais da interagéo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os mecanismos de G. diazotrophicus PAL5 envolvidos na
resposta a exsudatos vegetais, com énfase nas principais proteinas bacterianas
reguladas e no papel da proteina reguladora da atividade ribossomal ABC-F
ettA.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar o efeito do cocultivo de G. diazotrophicus PAL5 com plantas de
Arabidopsis thaliana, sobre o crescimento bacteriano.

v Identificar, através de analise protedbmica comparativa, as proteinas de G.
diazotrophicus reguladas durante o cocultivo com plantas de A. thaliana.

v’ Verificar a participacao da proteina ABC-F ettA na resisténcia a antibioticos
em G. diazotrophicus, através da avaliacdo do mutante AABC-F ettA.

v’ Verificar o papel da proteina ABC-F ettA na resposta a estresses
ambientais, pela comparacao da resisténcia do mutante AABC-F ettA com
a estirpe selvagem, quando expostos a NaCl, PEG e sacarose.

v" Verificar a importancia da proteina ABC-F ettA para a solubilizacdo de
fosforo e zinco.

v Avaliar a importancia da proteina ABC-F ettA para a resposta bacteriana
aos exsudatos vegetais, através da analise do mutante AABC-F ettA, em
cocultivo com plantas A. thaliana in vitro e na presenca de exsudatos

filtrados



3. CAPITULOS

3.1 RESPOSTA DE GLUCONACETOBACTER DIAZOTROPHICUS PALS5 AO
COCULTIVO COM PLANTAS DE ARABIDOPSIS THALIANA E SEU EFEITO
NO PERFIL PROTEOMICO

3.1.1 INTRODUCAO

A interacdo entre bactérias e plantas envolve mecanismos complexos de
reconhecimento e sinalizagdo, ativando respostas especificas (Dennis et al.,
2010; Sasse et al., 2018). As raizes representam a principal regido da planta para
interacdo com bactérias, onde os metabdlitos exsudatos atuam como fonte de
nutrientes, energia e hospedagem para microrganismos (Gibson et al., 2008; Den
Herder e Parniske, 2009; Masson-Boivin et al., 2009).

A composicédo especifica do rizomicrobioma associado a cada espécie de
planta indica que as plantas modelam a comunidade microbiana associada as
raizes, principalmente pela exsudacdo de metabolitos (Sasse et al.,, 2018). Os
compostos exsudados pelas raizes das plantas sdo conhecidos como
rizodepdsitos, sendo ricos em acgucares, aminoacidos, mucilagens e metabdlitos
volateis capazes de atrair bactérias (Dennis et al., 2010; Farrar et al., 2014).

Durante o processo de interagdo, as bactérias também s&o capazes de exsudar



substancias necessérias para o estabelecimento de tal associagdo com o
hospedeiro (Wang et al., 2017). Bactérias benéficas expostas ao extrato da raiz
de Arabidopsis exsudam uma série de compostos, como aminoéacidos, derivados
de auxina e nucleotideos, que podem auxiliar no processo de interagdo (Jacoby et
al., 2018).

Entre os microrganismos associados as plantas, as bactérias promotoras
do crescimento de plantas (PGPB) tém recebido uma importancia crescente na
agricultura. As PGPB podem interagir com as plantas, colonizando a rizosfera, as
superficies de folhas e raizes ou estabelecendo colonizacdo endofitica (Lery et
al., 2008; Zuhiga et al., 2017).

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria endofitica Gram-
negativa, fixadora de nitrogénio, inicialmente isolada de plantas de cana-de-
acucar (Cavalcante e Dobereiner, 1988). Essa bactéria também € capaz de
promover o crescimento de plantas em varias outras espécies de plantas, como
batata-doce, abacaxi, café e Arabidopsis (Rangel de Souza, 2016; Reis, 1994).
Nos ultimos anos, G. diazotrophicus tem sido destacada como modelo de estudo
para associagcdo endofitica, proporcionando um melhor entendimento das vias
metabdlicas envolvidas nesse processo de interacdo bactéria-planta (Bertalan et
al., 2009). Apesar dos estudos acerca do conhecimento dos mecanismos
moleculares que interagem na interagdo entre G. diazotrophicus e cana-de-
acucar, dados detalhados sobre como ocorre essa interacao ainda sao escassos
(Leticia M. S. Lery et al., 2011; Meneses et al., 2017; Meneses et al., 2011; dos
Santos et al., 2010).

Estudos gendmicos, transcriptdbmicos e proteémicos abordaram os genes
e proteinas regulados durante a associacdo de G. diazotrophicus com
hospedeiros vegetais (Lery et al., 2011; Meneses et al.,, 2017; Meneses et al.,
2011; dos Santos et al., 2010). Entre elas, as mesmas abordagens protedmicas
analisaram as principais vias reguladas em G. diazotrophicus quando expostas a
exsudatos de cana-de-acgUcar, revelando ativacdo de respostas especificas (von
Kriger et al., 2011; dos Santos et al.,, 2010). Entretanto, os mecanismos
moleculares que modulam essa interagdo ainda ndo sdo claros, com énfase
naqueles ativados durante a associacdo com plantas hospedeiras dicotiledéneas.

O presente trabalho objetivou avaliar a resposta de G. diazotrophicus a

exsudatos vegetais, através de analises de cocultivos com plantas de A. thaliana,



bem como de exsudatos filtrados. As respostas moleculares ativadas na bactéria
durante o cocultivo foram estudadas através de protedmica comparativa (LC-

MS/MS), tendo sido identificadas as principais proteinas bacterianas reguladas.

3.1.2 REVISAO

3.1.2.1 Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal e sua

Importancia

O crescimento exponencial da populacdo mundial, somado a alta
demanda por mais alimentos e a sua ma distribuicdo, sdo causas de grandes
preocupacdes dos governos nos ultimos anos. Para manter a producdo no
patamar em que se encontra, 0 uso de adubos e de fertilizantes sintéticos se faz
necessario (Glick, 2015). Porém o uso continuo desses fertilizantes causa
grandes impactos ao meio ambiente, assim, explorar novas alternativas para
contornar esse problema € de extrema importancia (Oteino et al., 2015). Uma
alternativa ecologicamente viavel sdo as Bactérias Promotoras do Crescimento
Vegetal (BPCV), e 0 uso desses microrganismos, que fazem interacdes benéficas
com as plantas, pode ser um grande aliado ao desuso dos fertilizantes quimicos
usados em larga escala na agricultura e, assim, proporcionar uma producado mais
sustentavel e com menor impacto possivel ao ambiente (Tilman et al., 2002).

A interacdo entre plantas e esses microrganismos tem sido estudada ha
varios anos (Bergersen, 1971; Hardoim et al., 2015; Sasse et al., 2018). Diversas
interacdes ja sao conhecidas, sendo benéficas ou patogénicas. As associacdes
benéficas, através das bactérias endofiticas promotoras do crescimento vegetal,
se destacam por terem a capacidade de melhorar o crescimento e o
desenvolvimento do hospedeiro. Essas associagfes endofiticas oferecem as
bactérias a vantagem de obterem protecdo diante de mudancas ambientais que
possam afeta-las e de reducdo da competicédo por nutrientes com outras bactérias
da rizosfera. O interior da planta tem uma baixa disponibilidade de oxigénio,

sendo um ambiente propicio para a fixacao biolégica de nitrogénio, apresentando,



assim, efeito direto na promogédo do crescimento vegetal (Reinhold-Hurek e
Hurek, 2011).

As bactérias promotoras do crescimento vegetal, de modo geral,
melhoram o desenvolvimento das plantas de diversas maneiras, seja atuando no
controle biologico de diversas doencas, auxiliando na producdo de fitorménios
como auxina, giberelina e citocinina, na fixagdo biolégica de nitrogénio e na
solubilizac&o de fosfato (Glick, 2012; Glick, 2015; Oteino et al., 2015).

Bactérias endofiticas ja foram isoladas de diversas plantas
monocotiledéneas e dicotiledbneas, tais como cana-de-agucar (Cavalcante e
Dobereiner, 1988), videira (Lopez-Fernandez et al., 2016), milho, tomate, melao,
pimenta (Xia et al., 2015), arroz (Chung et al., 2015), batata (Rado et al., 2015),
trigo (Robinson et al., 2016), feijdo (Lopes et al., 2015), entre outras.

A fixacdo biologica do nitrogénio é um dos mecanismos mais bem
estudados de promocdo do crescimento vegetal induzido por bactérias
(Bergersen, 1971; Broothaerts et al., 2005; Van Rhijn e Vanderleyden, 1995).
Sabe-se que o0 nitrogénio é um nutriente essencial para o crescimento e
desenvolvimento vegetal. Embora esteja em grande abundancia na atmosfera,
esse elemento ndo estd na forma assimilavel pelas plantas. A maior parte do
fornecimento de nitrogénio advém da adubacdo quimica nitrogenada, que
proporciona um importante aumento no rendimento das culturas, mas a utilizacao
destes fertilizantes nitrogenados representa altos custos econdémicos na producéo
agricola e traz diversos prejuizos ambientais (Ferguson et al., 2010). Neste
cenario, a fixacdo biolégica de nitrogénio, um processo natural em que ocorre
reducdo do nitrogénio atmosférico a amonia, feita por microrganismos, pode ser
uma alternativa de baixo custo para melhorar a producédo agricola (de Bruijn,
2015).

A interagdo planta-microrganismo € de grande importancia para a
promocdo do crescimento vegetal, visto essas bactérias apresentarem diversas
caracteristicas benéficas para plantas, que vdo desde o incremento do
crescimento pela producdo de hormdnios, a fixacdo biologica de nitrogénio e a
protecdo contra patégenos, entre outros (Glick, 2015; Glick, 2012; Santoyo et al.,
2016). Por isso sao importantes estudos a respeito e esclarecimentos do
funcionamento dos mecanismos dessa interacdo, a fim de otimizar diversas

estratégias que auxiliem a promocao de crescimento



3.1.2.2 Gluconacetobacter diazotrophicus

G. diazotrophicus pertence ao filo Proteobacteria, classe
Alphaproteobacteria, ordem Rhodospirillales, famiia Acetobacteraceae, género
Gluconacetobacter (Kersters et al., 2006) e foi isolada primeiramente da cana-de-
acUcar. E uma bactéria acido-tolerante (Cavalcante & Dobereiner,1988), sensivel
a condicbes de seca, apresenta alta tolerancia a tratamentos de calor e a
elevadas concentracdes de sais em meio de cultura (Tejera et al.,, 2003). Sua
temperatura ideal de crescimento e fixacdo de N2 é 30° C, crescendo bem em
altas concentracfes de sacarose (30%) (Cavalcante e Dobereiner, 1988).

A associacéao entre a G. diazotrophicus e a cana-de-aglcar é denominada
como endofitica obrigatoria, jA& que a bactéria vive apenas no interior da planta,
nao conseguindo sobreviver no solo (Baldani et al., 1997). Sua colonizacdo nao
causa sintomas visiveis de doenca ou mudancas na anatomia vegetal,
ocorrendo nos espacos intercelulares (Dong et al., 1994) do colmo, podendo ser
encontrada também em folhas e raizes.

Entre as bactérias diazotréficas, G. diazotrophicus € um organismo
extremamente aerotolerante e tem um sistema respiratério com propriedades
Gnicas associadas a seu comportamento. Como muitas bactérias, G.
diazotrophicus contém uma ampla gama de desidrogenases ativas ligadas a
membrana, que doam elétrons diretamente para a cadeia respiratoria (Goémez-
Manzo et al., 2010; Gbmez-Manzo et al., 2008).

G. diazotrophicus € capaz de colonizar diversas espécies vegetais,
incluindo café (Jimenez-Salgado et al., 1997), abacaxi (Baldani e Baldani, 2005),
arroz (Muthukumarasamy et al.,, 2005), trigo e sorgo (Luna et al.,, 2010) e
Arabidopsis (Rangel de Souza et al, 2016) e milho (Cocking et al., 2006). As
principais portas de entrada dessa bactéria nas plantas sdo: ponta de raizes,
células da coifa e meristema, zonas de emergéncia de raizes laterais, pelos
radiculares e estdbmatos (Luna et al., 2010). G. diazotrophicus também é
conhecida por sua capacidade de promover crescimento vegetal, fazer fixacao
bioldgica de nitrogénio (FBN) no solo, sendo essa caracteristica muito importante
para o cultivo da cana-de-agucar, solubilizar fosfato e produzir alguns hormonios
como auxinas e giberelinas (Bastian et al., 1998; Muthukumarasamy et al., 2000).
Todos esses atributos fazem dessa bactéria uma grande aliada do crescimento

vegetal. Esta bactéria pode também solubilizar nutrientes como fésforo e zinco
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(Intorne et al., 2009; Saravanan et al., 2007), produzir sideroforos, como também
atuar no biocontrole de fitopatégenos pela producéo de bacteriocina (Blanco et
al., 2005).

Outra importante caracteristica de G. diazotrophicus € sua tolerancia a
estresses ambientais. Essa bactéria tem a capacidade de crescer em meios de
cultura com até 30% de sacarose (Cavalcante and Dobereiner, 1988), o que
sugere sua alta tolerancia a estresse osmotico. Apesar de ter demonstrado
resisténcia ao estresse osmotico, G. diazotrophicus se mostra sensivel ao
estresse salino (Velazquez-Hernandez et al., 2011). Contudo, os danos causados
por tal estresse podem ser oriundos do efeito idnico e ndo osmético, uma vez que
G. diazotrophicus consegue se desenvolver bem em altas concentracdes de
outros tipos de sais, como N2SO4 e K2SO4 (De Oliveira et al., 2016). Além disso,
estudos realizados por Intorne et al., 2012 demonstraram que esta bactéria possui
elevada resisténcia a metais pesados, justificando seu estudo na busca por novos

mecanismos de resisténcia a estresses em bactérias.
3.1.2.3 Arabidopsis thaliana como modelo de estudo

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh é uma dicotiledénea descoberta por
Johannes Thal (de onde surge o nome thaliana) nas montanhas Harz, Alemanha,
no século XVI, e € amplamente distribuida por varios continentes, principalmente
nas regides temperadas do hemisfério norte (Al-Shehbaz et al., 2002; Koornneef e
Meinke, 2010). A. thaliana ndo é uma planta economicamente importante, porém
oferece vantagens para a pesquisa basica em genética e biologia molecular. E
membro da familia da mostarda (Cruciferae ou Brassicaceae), tem ciclo de vida
curto, o que acaba se tornando uma importante vantagem em relacdo a outras
espécies. A sequéncia de processos envolvendo germinacao, formacéo da roseta,
florescimento e maturacdo das primeiras sementes € completada em seis
semanas (Meinke et al., 1998).

Existem diferentes ecétipos disponiveis para diversas analises
experimentais, entre eles destaca-se o ecétipo Columbia (COL-0), um dos mais
utilizados para estudos genéticos e moleculares (Nishimura e Dangl, 2010). O
genoma de A. thaliana contém 120 Mb e esta organizado em cinco cromossomos,

contendo aproximadamente 22.000 genes (Meinke et al., 1998). Pelo fato de seu



11

genoma ser pequeno, A. thaliana apresenta vantagem para seu uso em estudos
genéticos e moleculares.

Esta espécie tem sido utilizada em alguns estudos com o objetivo de
entender quais genes bacterianos estdo envolvidos na interacdo com plantas e
quais os efeitos desta relagdo nos aspectos quimicos e fisioldgicos de ambos os
organismos (Mitchell et al., 2015; Zamioudis et al., 2015).

Diversos trabalhos acerca da resposta aos exsudatos de Arabidopsis e sua
interagdo com microrganismos vém sendo desenvolvidos (Jacoby et al., 2018;
Micallef et al., 2009; Rudrappa et al., 2007). Arabidopsis exsuda diferentes
substancias capazes de atrair espécies benéficas e patogénicas (Jacoby et al.,
2018; Rudrapa et al., 2007). Jacoby et al. (2018), em trabalho em que comparou o
perfil de exsudatos de Arabidopsis em cocultivo com espécies bacterianas
benéficas e patogénicas, perceberam que havia mudanca nos metabdlitos
exsudados pela planta quanto ao tipo de bactéria em que era posta em cocultivo.
Witzel et al. (2017) verificaram que o perfil de metabdlitos de Arabidopsis é
bastante afetado pela presenca da bactéria. Outros trabalhos também tém
mostrado que plantas de Arabidopsis s&o capazes de exsudar diversas
substancias que podem atrair microrganismos benéficos para suas raizes, como
acido jasmoénico, alguns flavonoides e glicosinolatos (Carvalhais et al., 2015;
Monchgesang et al., 2016).

Neste cenério, Arabidopsis se mostra um excelente modelo de estudo
para exsudatos vegetais e de como eles podem participar do processo de

interacdo bactéria-planta, abrindo portas para diversos novos estudos.
3.1.2.4 Protedmica

O grande avanco nas pesquisas nas areas de genémica e pos-gendmica
tem gerado dados relevantes sobre os perfis de expressédo de genes e proteinas.
Entre as “Omicas”, a protedmica mostra grande potencial para o entendimento
das fungbes biologicas através das informacdes oriundas da expressdo de
proteinas (Baginsky, 2009; Wilkins et al., 1996).

A protedmica é conhecida como a analise em larga escala de um conjunto
de proteinas de uma determinada célula, tecido ou organismo, sob determinadas
condicbes ambientais, ou estagio de desenvolvimento, refletindo o momento

especifico da expressao (Wilkins et al., 1996). As técnicas protedmicas facilitam a
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identificacdo e a caracterizacdo do nivel de modulacdo das proteinas e as
modificacdes em resposta a diferentes condicdes. Com o advento da técnica, a
maioria dos estudos dos proteomas tinha como base apenas os resultados de
analises de perfis proteicos em eletroforese bidimensional. Diversos avancos
tecnologicos na éarea, principalmente, das técnicas de sequenciamento,
possibilitaram a identificacdo do perfil de proteinas através da espectrometria de
massas (MS) (Vanderschuren et al., 2013). A técnica de prote6bmica utiliza
programas de bioinformatica para a analise dos dados, correlagdo das
informacdes e sua disponibilizacdo em bancos de dados de dominio publico
(Baginsky, 2009)

O volume de informacdes geradas pelos estudos protedbmicos vem
contribuindo para grandes avancos no entendimento das respostas moleculares
de plantas e microrganismos em diferentes condigcdes. Nesse campo da pesquisa,
a utilizacdo de protedbmica comparativa € muito comum, por ser baseada na
comparacao da composicao de diferentes proteomas (Kosova et al., 2011).

Para investigar a dinamica das proteinas durante as respostas de plantas
a estresses bidticos e abidticos, tém sido utilizadas analises protedmicas
(Vanderschuren et al., 2013). Estudos foram conduzidos em plantas de arroz
(Oryza sativa) e A. thaliana para apurar respostas a estresses abiodticos, como
frio, calor, seca, salinidade, o0zbnio, hipdxia, anoxia, herbicidas, condi¢cdes
inadequadas de luz, desbalanco na nutricdo mineral, metais pesados,
radioatividade e ferimentos mecanicos, pela utilizacdo de técnicas protedbmicas.
Com isso, foi possivel identificar vias de resposta a proteina sob varias condicées
de estresse (Kosova et al.,, 2011). Além disso, estudos sobre interacao planta-
patbgeno vém utilizando a protedbmica como ferramenta de pesquisa para
averiguar a expressdo das proteinas e esclarecer as complexas redes de
resposta da defesa vegetal (Mukherjee et al., 2010).

As analises protebmicas permitem que os estudos com microrganismos
nao se limitem a caracterizagcdo basica in vitro. Diante disso, a prote6mica
microbiana pode ser utilizada em diversos ambientes com alta complexidade e
sofisticacdo, como, por exemplo, na interacdo planta-patdbgeno, em comunidades
microbianas mistas e na metaproteémica microbiana (Wilmes e Bond, 2006).

Estudos protedmicos podem auxiliar no entendimento acerca da interacao

bactéria-planta. Diversos estudos protedmicos mostraram que durante o processo
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de interacdo ha mudancas no perfil proteico bacteriano quando em contato com
plantas hospedeiras (Cordeiro et al., 2013; Lery et al.,, 2008; Lery et al., 2011,
Mukherjee et al., 2010; dos Santos et al., 2010). Lery et al. (2011) comprovaram
que G. diazotrophicus identificou proteinas somente expressas na presenca da
planta, mostrando que proteinas especificas participam do processo de interacdo
bactéria-planta. Cordeiro et al. (2013). Cordeiro et al. (2013), ao procederem a
analises protebmicas em bactéria benéfica exposta ao extrato vegetal,
identificaram mudancas no perfil proteébmico da bactéria, mostrando que o
hospedeiro pode ser capaz de induzir respostas especificas em bactérias
benéficas durante a associacao.

Portanto, estudos de protedbmica tém papel fundamental para o
esclarecimento do funcionamento dos sistemas biolégicos. Nesse sentido, as
ferramentas protedmicas sao importantes na compreensdo dos mecanismos

moleculares envolvidos na interacdo bactérias-planta.

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1 Obtencéao das plantulas

Sementes de Arabidopsis thaliana (Col-0) foram submetidas a
desinfestacdo superficial em fluxo laminar, lavadas com etanol 95% durante 1
min, colocadas em solucéo de hipoclorito de sodio 2,5%, sob agitacéo por 10 min,
na sequéncia, foram lavadas em agua ultrapura estéril e transferidas para tubos
estéreis. As sementes foram mantidas por 2 dias, a 4° C, na auséncia de luz para
a quebra da dorméncia. As sementes foram germinadas em placas de Petri em
meio MS (Murashige, T.; Skoog, 1962) % F, com sacarose 0.5% e tampdo MES
0.05%, pH a 5,7, e mantidas em BOD por 10 dias, a 23° C e irradiancia de 120

mol/fotons m2 s, durante 12 horas diarias.

3.1.3.2 Microrganismo e condi¢cdes de cultivo

A estirpe selvagem de G. diazotrophicus PAL 5 foi cultivada em meio

DYGS, composto por (em g.Lt) 2,0 glicose, 1,5 peptona bacteriolégica, 2,0
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extrato de levedura, 0,5 K2HPO4, 0,5 MgS04.7H20, 3,75 acido glutamico, com o
pH do meio ajustado para 6,0 (Dobereiner et al., 1999). O cultivo das células
bacterianas ficou sob agitacdo e temperatura constantes (250 rpm mint e 30° C)
em agitador (C25 Incubator, New Brunswik Scientific, Edison, NJ, USA) até atingir
densidade éptica no comprimento de onda de 600 nm (DOsoo) igual a 1,0 (~108

células.mL™?).

3.1.3.3 Crescimento das plantulas e cocultivo de bactérias e

preparacdo das amostras de exsudatos de plantas, bactérias e cocultivo

Aproximadamente dez plantulas foram cultivadas in vitro por dez dias em
placas de Petri contendo 18 ml de meio MS de meia forga contendo 0,5% de
sacarose sem a adicdo de hormoénios. Plantulas de A. thaliana com 10 dias de
idade foram entdo inoculadas com G. diazotrophicus a uma concentragao final de
10’ células mL?t. O tratamento controle foi feito por inoculacdo de G.
diazotrophicus a uma concentracdo de 10’ células mL* em meio MS sem mudas
de A. thaliana. As placas de Petri foram mantidas a 23° C sob irradiancia de 120
molffotons m? st. O crescimento bacteriano foi quantificado por andlise de
densidade o6ptica (D.O.s00) do meio de controle e cocultivo.

Exsudatos de G. diazotrophicus, A. thaliana e cocultivo G.
diazotrophicus/A. thaliana foram obtidos e sido feitas trés repeti¢cdes bioldgicas de
cada tratamento.

Os exsudatos de plantas foram recolhidos por filtragdo do meio de cultura
com filtros de seringa (0,22um) e armazenados a -80° C.

Para a obtencao dos exsudatos de G. diazotrophicus, as bactérias foram
inoculadas em placas de Petri contendo 18 ml de meio MS de meia forca e
cultivadas, por aproximadamente, 24 horas a 23° C. Quando as culturas
bacterianas atingiram D.O.s00= 1,0, elas foram transferidas para tubos do tipo
eppendorf e centrifugadas a 8.000g por 5 min. O sobrenadante foi filtrado com um
filtro de seringa (0,22 pum) e armazenado a -80° C.

Os exsudatos do cocultivo de plantulas de A. thaliana e G. diazotrophicus
foram obtidos de ensaios de cocultivo feitos como descrito no item anterior. Apos
0 cocultivo, o meio foi coletado e centrifugado a 8.000 g por 5 min. O
sobrenadante foi filtrado com um filtro de seringa (0,22 um) e armazenado a -80°
C.
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3.1.34 Anélise Protebmicas

Trés repeticdes bioldégicas de células de G. diazotrophicus foram
coletadas de culturas em meio MS (controle) e de bactérias cocultivadas com A.
thaliana e utilizadas para analise protedmica. Para este propésito, 6,5 mL de cada
amostra de meio de cultivo foram centrifugados para coletar as bactérias. Depois
de descartar o sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em 300 pL de tampao de
extracdo TCA/Acetona as amostras (acido tricloroacético 10% em acetona com 20
mM de ditiotreitol - DTT), que foram mantidas sob agitacdo constante a 4° C por
60 min. Em seguida, foram incubadas por 60 min a -20° C e, posteriormente,
centrifugadas a 12.000 g a 4° C por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado por trés vezes pela adicdo de acetona gelada contendo 20 mM de
DTT, com breve agitacdo e centrifugacdo a 12.000 g por 5 min, 4° C. Apés a
dltima lavagem, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em temperatura
ambiente. Os pellets foram ressuspensos em 300 pL de tampao ureia/tioureia (7M
ureia, 2M tioureia, 1% DTT, 2% triton X-100, 5uM pepstatina, 1mM
fenilmetanosulfonilfluoridrico — PMSF) e mantidos sob agitacdo até completa
homogeneizacdo das amostras. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por
15 min, a 4° C, o sobrenadante proveniente desta centrifugagéo foi coletado, e as
proteinas totais, quantificadas.

A concentracdo de proteinas totais foi estimada com a utilizagdo do 2-D
Quant Kit (GE Healthcare, UK), seguindo recomendac¢des do fabricante. A leitura
da absorbancia de cada amostra e da curva padrao com soro de albumina bovina
(BSA, GE Healthcare, UK) foi feita em leitor de microplacas Synergy 2 Multi-mode
Reader (Biotek Instruments, USA) a 485 nm. As amostras foram normalizadas
com base na quantificacao individual para obter a concentracao final de 50ug de
proteinas totais por amostra. Elas foram armazenadas em ultrafreezer a -80° C
até as analises protedmicas.

Um total de trés repeticdes bioldgicas do ensaio de cocultivo de G.
diazotrophicus com plantulas de A. thaliana juntamente com seu controle foram
separadas. Para a digestao de proteinas, 25 yL de surfactante RapiGest a 0,2%
(v/v) (Waters, Milford, CT) foram adicionados a cada amostra. As misturas
resultantes foram rapidamente submetidas a vortice e incubadas em um
misturador térmico por 15 min a 80° C, e 2,5 pyL de DTT 100 mM (Bio-Rad
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Laboratories, Hercules, CA) foram adicionados. Posteriormente, as amostras
foram agitadas em vortex e incubadas a 60° C por 30 min sob agitagdo a 350 rpm,
2,5 pL de iodoacetamida 300 mM (GE Healthcare, Piscataway, NJ) foram
adicionados, e as amostras foram agitadas em vértex e incubadas no escuro por
30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, a digestdo foi feita pela
adicdo de 20 pL de solugéo de tripsina 50 ng/pL (Promega, WI, USA), preparada
em tampao bicarbonato de aménio 50 mM. As amostras foram incubadas a 37° C
overnight. Para a precipitacdo do Rapigest®, 10 pyL de &cido trifluoroacético 5%
(v/v) foram adicionados e os tubos incubados por 30 min a 37° C, seguido de
centrifugacdo por 30 min a 15.000 g, a 8° C. Depois, as digestdes tripticas foram
dessalinizadas usando colunas de spin Pierce C18 (Thermo Scientific) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Em seguida, os peptideos eluidos foram secos a
vacuo e reconstituidos em 50 mM de Bicarbonato de amonio mais 0,1% &cido
féormico e ajustados para uma concentracdo final de 2 ug pL'. As amostras
digeridas foram entdo transferidas para frascos tipo Total Recovery (Waters, CT,
USA).

3.1.35 Anélises LC-MS/MS

Um cromatégrafo liquido de nanoAcquity ultraperformance (UPLC)
conectado a um espectrometro de massa Synapt G2-Si HDMS (Waters) foi usado
para analise de espectrometria de massa em tandem por cromatografia em fase
eletro-liquida. A etapa cromatogréfica foi feita pela injecdo de 2 uL das amostras
digeridas para a normalizacdo antes da quantificacdo relativa de proteinas.
Durante a separacao, as amostras (2 ug de proteina digerida) foram carregadas
na coluna nanoAcquity UPLC 5- uM C18 (180 uM x 20 mm) a 5 yL min~" por 3
min e depois na nanoAcquity HSS T3 1,8 uM inversdo analitica coluna de fase (75
UM x 150 mm) a 400 nL min~'. A temperatura da coluna foi de 45° C. Para a
eluicdo dos peptideos, foi utilizado um gradiente binario: a fase movel A consistiu
de agua (Tedia) e 0,1% de acido férmico (Sigma-Aldrich) e a fase movel B
consistiu de acetonitrila (Sigma-Aldrich) e 0,1% de &cido férmico. A eluicdo do
gradiente foi feita da seguinte forma: 7% de B durante 3 min, subindo de 7 a 40%
de B até 90,09 min; rampa de 40 a 85% B até 94,09 min; mantendo constante a
85% até 98,09 min; decrescendo para 7% B até 100,09 min; e mantendo

constante em 7% B até o final da corrida em 108,09 min. O espectrémetro de
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massas foi operado em modo de resolugédo (modo V) e positivo com mobilidade
ibnica; transferéncia de energia de colisdo de 19 a 45 V, no modo de alta energia,
cone de tensao e capilar de 30 V e 2800 V, respectivamente, e temperatura da
fonte de 70°C. Em parametros TOF, o tempo de verificacdo foi definido para 0.5 s
em modo continuo, com um intervalo de massa de 50 a 2000 Da. A [GLul] -
fibrinopeptideo B humana a 100 fmol.uL? (Sigma- Aldrich) foi utilizada como

calibrador externo e a aquisicdo de sua massa feita a cada 30s.

3.1.3.6 Analise dos dados protedbmicos

O processamento espectral e a pesquisa de banco de dados foram feitos
usando o ProteinLynx Global Server (PLGS; versao 3.0.2) (Waters) e o software
ISOQuant workflow (Distler 2016; Distler 2014). O PLGS foi processado usando
um limiar de baixa energia de 150 (contagens), um limiar de energia elevado de
50 e um limite de intensidade de 750. Além disso, a andlise foi feita usando os
seguintes parametros: duas clivagens perdidas, fragmento de ion minimo igual a
3, fragmento de ion minimo por proteina igual a 7, peptideo minimo por proteina
igual a 2, modificacbes fixas de carbamidometil e modificacbes variaveis de
oxidacao e fosforilagdo. A taxa de descoberta falsa (FDR) para identificacdo de
peptideos e proteinas foi estabelecida para um maximo de 1%, com um
comprimento peptidico minimo de 6 aminoacidos. Os dados protedmicos foram
processados no banco de dados Rio Gene para G. diazotrophicus
(www.uniprot.org).

Apbs andlises de dados no ISOQuant, apenas as proteinas presentes ou
ausentes (para proteinas Unicas) em todas as trés réplicas biol6gicas foram
consideradas para analise de abundéancia diferencial. Os dados foram analisados
usando o teste t de Student (bicaudal). Proteinas com valores de p <0,05 foram
consideradas induzidas se o log2 da troca de vezes (FC) fosse maior que 1,5 e
reprimidas 5 se o log2 da FC fosse menor que -1,5. A anotacao funcional foi feita
utilizando o software Blast2GO v3.0 PRO (Conesa et al., 2005).

3.1.3.7 Anéalises Estatisticas

O ensaio foi feito com 9 repeticdes em cada condi¢cdo. Os dados de taxa

de crescimento de G. diazotrophicus PAL 5 sob os tratamentos controle e
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cocultivo foram submetidos ao teste de média (Teste t) a 5% de probabilidade
para mensurar a significancia entre os tratamentos. As anélises dos dados foram
feitas pelo software GraphPad Prism v. 7.0 For Windows (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA).

3.1.4 RESULTADOS

3.14.1 Cocultivo com A. thaliana aumenta o crescimento de G.
diazotrophicus

Com o objetivo de avaliar o efeito de exsudatos de plantas no crescimento
de G. diazotrophicus, foram conduzidos ensaios de cocultivo de plantas-bactérias.
G. diazotrophicus foi inoculado em meio MS contendo plantulas de A. thaliana
previamente germinadas e cultivadas in vitro por 10 dias. A Figura 2 mostra que a
presenca de plantulas de A. thaliana aumenta o crescimento bacteriano em,
aproximadamente, 45% ap0s 24 horas de cocultivo. Estes dados sugerem que 0s
metabdlitos produzidos pelas plantas sdo benéficos para o desenvolvimento
bacteriano. Analises de microscopia ndo comprovaram diferencas morfolégicas
em G. diazotrophicus em resposta ao cocultivo com A. thaliana (dados néo

mostrados).

3.1.4.2 Metabdlitos benéficos de plantas sdo exsudados em resposta a
G. diazotrophicus

Para verificar se a exsudacdo de metabdlitos benéficos por plantulas de
A. thaliana € constitutiva ou induzida pela presenca de G. diazotrophicus,
exsudatos do cocultivo de G. diazotrophicus/A. thaliana foram comparados com
agueles produzidos por plantulas néo inoculadas (Figura 2B). Deste modo, 0s
meios MS contendo exsudatos de ambas as condi¢des foram filtrados (22 uM) e
adicionados aos novos cultivos de G. diazotrophicus. Como controle, G.
diazotrophicus foi cultivado na auséncia de exsudatos. Como mostrado na Figura

2B, os exsudatos de plantulas ndo inoculadas ndo melhoraram o crescimento
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bacteriano. Os exsudatos do cocultivo, por sua vez, resultaram em aumento do
nivel de multiplicagdo bacteriana, similar ao observado durante os ensaios de
cocultivo. Esses resultados revelaram gque a exsudacdo de metabdlitos benéficos

pelas plantulas de A. thaliana é induzida pela presenca de G. diazotrophicus.
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Figura 1. Cocultivo de Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 com plantulas de
Arabidopsis (Col-0) por 24 horas. A Figura A representa uma curva de
crescimento das bactérias em cocultivo ao longo de 24 horas. A Figura B mostra
uma representacdo esquematica do ensaio de exsudatos, em que G.
diazotrophicus é representado por manchas vermelhas. O grafico da Figura B
representa a taxa de crescimento bacteriano na presenca de exsudatos de A.
thaliana e exsudatos de cocultivo. A analise por (*) difere estatisticamente de seu

controle pelo teste Tukey em 5% de probabilidade (n = 9).
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3.1.4.3 Protebmica comparativa da resposta de G. diazotrophicus a
exsudatos de plantas

As principais proteinas de G. diazotrophicus reguladas durante o cocultivo
com mudas de A. thaliana foram investigadas por analise protebmica
comparativa. Para este proposito, 0s extratos proteicos totais obtidos de bactérias
expostas ao cocultivo foram comparados com bactérias cultivadas na auséncia de
plantas. Um total de 450 proteinas bacterianas foram identificadas (Tabela S1).
Entre ela, 51 proteinas foram reguladas em resposta ao cocultivo, sendo 39 up

reguladas e 12 down reguladas (Tabela 1 e Figura 3).



Tabela 1. Lista de proteinas reguladas de G. diazotrophicus apés 24 horas de cocultivo com plantulas de A. thaliana.

Accession Description Gene Repqrted Max Fold
Peptides Score Change
UP
A9HSA5 GLUDA  Putative thioredoxin protein GDI3107 4 3216,44 1,5048
RL23_GLUDA 50S ribosomal protein L23 rplwW 6 8093,88 1,518
A9HIP1_GLUDA S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase frmA 4 1057,5 1,5249
A9HOGO_GLUDA  Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase zwf 27 5629,12 1,5369
RS2_GLUDA 30S ribosomal protein S2 rpsB 16 11963,12 1,5648
A9HDU1 GLUDA  Oxidoreductase domain protein GDI1200 14 6904,23 1,6272
A9HAZ8 GLUDA  Protein TolR tolR 3 1454,51 1,6353
A9HJIYO_GLUDA Putative transcriptional Regulator, MarR family GDI2027 4 6080,51 1,6652
A9HOW3_GLUDA  Adenylyl-sulfate kinase cysC 21 4170,78 1,6762
A9HMB86 GLUDA  Glycine--tRNA ligase beta subunit glyrs 11 1189,1 1,6904
A9HS68_ GLUDA  Signal recognition particle protein ffh 12 2042,15 1,7458
A9HGY2 GLUDA  Putative Squalene--hopene cyclase GDI1620 2 350,53 1,7656
A9HJIS1 GLUDA Uncharacterized protein GDI1999 4 769,19 1,767
RS8 GLUDA 30S ribosomal protein S8 rpsH 6 4884,06 1,8092
SYH_GLUDA Histidine--tRNA ligase hisS 6 728,77 1,8198
A9H324 GLUDA 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating gnd 16 20323,17 1,8673
ASSY_GLUDA Argininosuccinate synthase argG 10 4334,52 1,8697
A9HRE6 GLUDA  Putative metallopeptidase GDI2948 19 3042,59 1,9848
RL6_GLUDA 50S ribosomal protein L6 rplF 9 8968,96  2,0278
A9H397_ GLUDA 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase gpmi 11 4303,62 2,0312
A9HJIB6_GLUDA Dihydrolipoyl dehydrogenase IpdA 8 1282,86 2,0935
A9HM48 GLUDA  Glycine dehydrogenase (decarboxylating) gcvP 20 1964,67 2,1394

T



Tabela 1.Cont.

Accession Description Gene Repqrted Max Fold
Peptides Score  Change

UP
A9H7Z5 GLUDA Glutamine synthetase glnA 23 15678,34 2,1954
A9HII0_GLUDA  Orotate phosphoribosyltransferase pyrg 5 3799,75  2,2882
A9H108_GLUDA Glutamate--cysteine ligase GDI3250 7 1745,48 2,3032
A9H459 GLUDA 30S ribosomal protein S1 rpsA 30 119554 2,3761
RL14 GLUDA 50S ribosomal protein L14 rpIN 4 2991,02 2,378
A9H326_GLUDA Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase zwf 5 837,57 2,5286
A9H3M8_ GLUDA 50S ribosomal protein L5 rplE 4 1646,31 2,5843
CLPX_GLUDA ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX clpX 11 3303,25 2,6424
ISPG_GLUDA 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase (flavodoxin) ispG 6 1571,93  3,0037
A9GZU8_GLUDA Conservev protein GDI0061 7 1962,62  3,0358
A9HEXO_GLUDA Biotin carboxylase protein accC 13 4423,06  3,5193
A9HS02_GLUDA Elongation factor G fusA 31 10183,21 3,9307
A9H932 GLUDA TonB-dependent receptor GDI0667 14 2074,37  4,1038
ILVC_GLUDA Ketol-acid reductoisomerase (NADP(+)) ivC 5 2463,85 4,2107
A9H4G2_GLUDA Energy-dependent translational throttle A protein EttA GDI3490 5 506,79 4,2347
A9HEZ2 GLUDA Aconitate hydratase achA 44 10076,64 8,488
A9HNX4_GLUDA 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine methyltransferase  metE 38 11719,34 9,5606
DOWN
A9HB99 GLUDA Uncharacterized protein GDI0843 4 10074,54 0,4441
A9HPF6_GLUDA Porin oprB 9 2838,53  0,4567
9H577_GLUDA  Putative periplasmic binding proteins GDI0354 8 4390,16  0,4698

A4



Tabela 1.Cont.

Accession Description Gene Repqrted Max Fold
Peptides Score Change
DOWN
A9HO73_GLUDA NAD(P)-dependent alcohol dehydrogenase GDI3142 4 1094,65 0,482
A9HRF1 _GLUDA  Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha sucD 5 2866,13 0,508
A9HPH9 GLUDA 10 kDa chaperonin groES 5 4835,59  0,5362
A9HNPO _GLUDA  D-xylose ABC transporter, periplasmic substrate-binding xylF 18 13607,54 0,5763
A9HK34 GLUDA Cold-shock DNA-binding domain protein GDI2048 5 34042,72  0,5936
A9HEIS GLUDA DUF3126 family protein GDI1295 3 3273,24 0,6269
A9HI9CO_GLUDA  Inosine-guanosine kinase GDI0702 4 1497,69 0,6321
A9HL73_GLUDA Alanine--tRNA ligase alas 13 1109,99  0,6447
A9HPE1 GLUDA  Sugar ABC transporter substrate-binding protein GDI2634 13 9768,71  0,6581

€c
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Figura 2. Analise das proteinas associadas em Gluconacetobacter diazotrophicus apés cocultivo com plantulas de Arabidopsis
thaliana por 24 h. Volcano plot(A) das proteinas identificadas e representagéo grafica (B) das percentagens de proteinas acumuladas
(DAP - Proteina Diferencialmente Acumulada). Os pontos representam as proteinas identificadas (logz2fold change) na analise
protedmica, de acordo com o nivel de significancia estatistica (-logio p-value). Os pontos vermelhos séo apresentados como proteinas
down reguladas, os pontos azuis como up regulada e os padrdes de pontos cinzentos sem alteragcao no grau de acumulagéo, em
relacéo ao controle. DAP inc. - Proteinas acumuladas diferencialmente. DAP dec. - Proteina reduzida acumulada de forma diferencial.
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3.1.4.4 Classificacdo e andlise das proteinas reguladas em G.

diazotrophicus em cocultivo com A. thaliana

As proteinas reguladas em resposta ao cocultivo com plantulas de A.
thaliana foram analisadas funcionalmente quanto a ontologia génica, utilizando o
software Blast2GO. A classificagdo utilizou trés critérios: componentes celulares,
processos biolégicos e funcdes moleculares. A Figura 4 mostra, em critérios de
componentes celulares, 4 subcategorias exclusivas de proteinas down reguladas
e 6 subcategorias para as proteinas up reguladas. Quanto aos critérios dos
processos biolégicos, foram classificadas 7 subcategorias de proteinas down
reguladas e 8 de proteinas up reguladas. Sobre as fun¢des moleculares, foram
observadas 7 subcategorias para as down reguladas e 9 para as proteinas up

reguladas.
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Figura 3. Classificacdo funcional de proteinas diferencialmente acumuladas em Gluconacetobacter diazotrophicus apos cocultivo
com plantulas de Arabidopsis thaliana por 24h. Proporcdo de proteinas envolvidas nos componentes celulares (A), fungbes
moleculares (B) e processos biolégicos (C) identificados em Gluconacetobacter diazotrophicus apds o cocultivo com plantulas de
Arabidopsis thaliana por 24h. DAP - Proteina Diferencialmente Acumulada.
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3.1.4.5 Proteinas de G. diazotrophicus reguladas em resposta ao

cocultivo com A. thaliana

Principais redes de proteinas reguladas durante o cocultivo

Redes de associacao funcional de proteinas reguladas foram analisadas
através do software on-line String (versdo 10.5). As analises foram feitas para as
proteinas up reguladas e down reguladas, usando um nivel de confianca de 0,7.
Andlises de proteinas induzidas revelaram dois grandes grupos de proteinas
reguladas, relacionadas as vias de fosfato de pentose, e proteinas ribossémicas
(Figura 5). Quando foram feitas analises semelhantes para proteinas down
reguladas, ndo foram identificadas redes de interacdo entre as proteinas (Figura
6).
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Figura 4. Andlise da interagdo proteina-proteina, baseada em STRING, com
confianga de 0,700. Proteinas da familia Ribossomal indicando que a biossintese
de proteinas € altamente ativa no cocultivo entre plantulas de A. thaliana e G.
diazotrophicus. Analise de STRING para as proteinas da via pentose-fosfato
reguladas positivamente em cocultivo entre plantulas de G. diazotrophicus e A.
thaliana.
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Figura 5. Andlise da interagdo proteina-proteina, baseada em STRING, com
confianca de 0,700. Interacdo proteina-proteina de proteinas reprimidas em
tratamentos de cocultivo entre G.diazotrophicus e A. thaliana.

Proteinas up reguladas

Diversas proteinas potencialmente relevantes para a interacdo planta-
bactéria foram up reguladas durante as primeiras 24 horas de cocultivo. Entre
elas, as mais reguladas foram a 5-metiltetrahidretoiltriglutamato-homocisteina
metiltransferase (metE), envolvida na sintese de metionina; a Aconitat hidratase
(acnA), associada ao metabolismo dos acidos tricarboxilicos; o Acelerador
translacional dependente da energia A (EttaA), envolvido na regulacdo da
atividade ribossémica; e Reductoisomerase de acido cetol (ilvC), envolvida no
metabolismo de aminoacidos.

Outras proteinas up reguladas foram zwf (Glucose-6-fosfato 1-
desidrogenase) e gnd (6-fosfogluconato desidrogenase descarboxilante) da via
pentose-fosfato. Estas proteinas sdo importantes para o metabolismo celular e
homeostase celular, além de combater o estresse oxidativo (Figura 5). Outra
proteina up regulada, clpX (subunidade de ligacdo de ATP ClpX de protease de
Clp dependente de ATP), esta envolvida na degradacdo de proteinas
desdobradas e potencialmente relacionada a deteccdo de quorum sensing
bacteriano (Veselova et al., 2016; Zhu e Winans, 2001).

A proteina ABC-F ettA (Energy-dependent translational throttle A protein)
também foi up regulada. Essa proteina atua regulando a sintese proteica de
ribossomos bacterianos, sendo também importante para a protecdo contra
compostos antimicrobianos (Boél et al., 2014; Chen et al.,, 2014; Daniel et al.,
2018; Sharkey et al., 2016).
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Proteinas down reguladas

Apenas 9 proteinas foram reguladas em resposta ao cocultivo. Entre eles,
destacam-se aqueles relacionados a importacdo de acucares, como XxylF
(A9HNPO_GLUDA) e proteina transportadora de substrato transportador D-xilose
ABC (A9HPE1l GLUDA), ambos receptores periplasmaticos envolvidos na

importacdo de agucares.

3.1.5 DISCUSSAO

O presente trabalho objetivou avaliar a resposta de G. diazotrophicus ao
cocultivo com plantulas de A. thaliana, com énfase nas principais proteinas
bacterianas reguladas pela interacdo. Os resultados revelaram inducdo do
crescimento bacteriano durante o cocultivo, sugerindo efeito benéfico de
metabdlitos exsudados pelas plantas. A producdo de tais exsudatos vegetais é
induzida apenas na presenca das bactérias, revelando um processo sincronizado.
Andlises protedbmicas comparativas demonstraram a regulacdo de varias vias
proteicas da bactéria, principalmente relacionadas ao metabolismo do acuUcar
(pentoses) e a sintese proteica. Entre as proteinas reguladas, merecem atencao
especial as proteinas zwf, ABC-F-ettA, clpX, metE, acnA e ilvC.

O cocultivo com plantulas de A. thaliana resultou em aumento significativo
no crescimento de G. diazotrophicus (Figura 2). Esse achado é corroborado por
estudos conduzidos com essa bactéria em cocultivo com plantas de cana-de-
acucar, em que também tem sido testada a inducdo de multiplicacdo bacteriana
(Santos et al., 2010; Lery et al., 2011). Entre as substancias exsudadas pelas
raizes das plantas, estdo acucares, aminoacidos, mucilagens, flavonoides, acidos
organicos e compostos volateis capazes de atrair bactérias e favorecer sua
multiplicagdo (Sasse et al., 2018). Um papel relevante tem sido atribuido aos
acucares exsudados, que serviriam como fonte de energia para microrganismos
(Sasse et al., 2018; Badri & Vivanco, 2009; Dennis et al., 2010). No entanto, o
presente trabalho utilizou um meio de cultura rico em acucar (0,5% de sacarose).
Mesmo assim, a presenca de exsudatos de plantulas de A. thaliana modulou

positivamente o crescimento de G. diazotrophicus, sugerindo a acdo de outros
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metabolitos benéficos nesse processo. Jacoby et al. (2018) mostraram que as
raizes de A. thaliana secretam um grande namero de metabdlitos secundarios,
gue sdo usados pelas bactérias. Os aminoacidos valina, triptofano, treonina e
glutamina, além de alguns derivados de pirimidina e purina, incluindo adenosina,
citidina, guanina e uridina, sdo utilizados por bactérias associadas a planta
guando em contato com exsudatos radiculares (Jacoby et al., 2018).

A andlise do crescimento de G. diazotrophicus na presenca de meio
filtrado dos exsudatos de planta e dos exsudatos do cocultivo planta-bactéria
mostrou  que a producdo de metabdlitos benéficos as plantas foi induzida
somente na presenca de bactérias. Estes dados sugerem a habilidade de as
bactérias modularem a resposta da planta, induzindo a producdo de compostos
especificos. Badri e Vivanco (2009) mostraram que a composicdo dos exsudatos
radiculares muda de acordo com a microbiota ao redor da planta. As raizes
desempenham papéis importantes na interacdo da planta com os componentes
da rizosfera. Essas funcdes variam de substancias exsudadas que ajudam na
defesa, como fitoalexinas (Flores et al.,, 1999), a outras com metabdlitos
benéficos, como acidos organicos e flavonoides (Walker et al., 2003).

Nossas andlises protedmicas revelaram varias mudancas no perfil
proteico de G. diazotrophicus em resposta ao cocultivo, com 39 proteinas up
reguladas e 12 down reguladas. Entre as proteinas mais induzidas, destaca-se a
5-metiltetra-hidropteroiltriglutamato-homocisteina metiltransferase (metE),
responsavel pela conversdo da hemocisteina em metionina (Winzer, 2002). Essa
proteina também pode estar envolvida no processo de deteccdo de quorum
sensing, influenciando diretamente a producdo da molécula Al-2, envolvida no
processo de sinalizacdo célula-célula (Winzer et al.,, 2002). Outra proteina up
regulada foi a Aconitate hydratase (acnA), presente no metabolismo dos acidos
tricarboxilicos, protegendo a célula bacteriana das espécies reativas de oxigénio
(Doi e Takaya, 2015). Esta proteina pode ser importante para o auxilio do
processo de interacdo planta-bactéria. Uma das proteinas mais induzidas, a
reductoisomerase de acido cetol (ilvC), desempenha papel importante na via da
biossintese de aminoacidos (Li et al., 2017). Essas trés proteinas também estdo
entre as mais abundantes no estudo proteémico feito por Lery et al. (2011), tendo
as proteinas de G. diazotrophicus sido analisadas ap0s o cocultivo com plantas

de cana-de-acgucar. Nossos resultados destacam as proteinas metE, ilvC e acnA
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como potencialmente relevantes para a associacdo de G. diazotrophicus com
plantas monocotiledoneas e dicotileddneas.

Aproximadamente 23% das proteinas up reguladas s&do proteinas
ribossémicas, indicando efeito do cocultivo na sintese de proteinas bacterianas.
Entre estas proteinas up reguladas, a rpsA interage com a sequéncia lider do
MRNA durante a formacdo do complexo de iniciagcdo da traducgédo, atuando
diretamente na regulacdo do processo de tradugcdo (Komarova et al., 2002). A
proteina rpsA também ¢é positivamente regulada na bactéria endofitica
Herbaspirillum seropedicae quando exposta a extratos de cana-de-agUcar
(Cordeiro et al., 2013). Outra proteina ligada ao ribossomo, a proteina
ribossémica 50S L23 (rplW), também foi regulada positivamente. Esta proteina &
essencial para a multiplicacdo bacteriana e esta associada ao Trigger Factor do
ribossomo (Kramer et al., 2002; Tischendorf et al., 1974). Nossos dados sugerem,
portanto, a ativacdo da sintese proteica como resposta chave ao cocultivo,
favorecendo o aumento do crescimento bacteriano observado.

Uma proteina relacionada ao metabolismo de aminoéacidos, a glutamina
sintetase, foi regulada em nossas analises protedbmicas. Esta proteina € essencial
para a assimilacdo da amdnia (Brown et al., 1994). O consumo de metabdlitos
secundarios correspondentes ao metabolismo central de aminoacidos, incluindo a
glutamina, foi comprovado por analises exometabolémicas de cepas bacterianas
cultivadas com extrato de raiz de A. thaliana (Jacoby et al., 2018).

Proteinas da via pentose-fosfato também foram up reguladas em nossas
analises. Essa via é essencial para o metabolismo celular, incluindo a
manutencdo da homeostase do carbono e o fornecimento de precursores para a
biossintese de nucleotideos e aminoacidos (Pickl e Schonheit, 2015; Stincone et
al., 2015). Em nossos dados, 4 membros desta via foram up reguladas: zwf
(Glucose-6-fosfato-desidrogenase 1), gnd (6-fosfogluconato desidrogenase,
descarboxilagéo), gpml (2,3-bisfosfoglicerato-fosfoglicerato mutase independente)
e GDI_3177 (Glicose-6-fosfato 1-desidrogenase). Entre estas proteinas, as
proteinas zwf e gnd atuam na fase oxidativa da via das pentoses-fosfato,
resultando na producéo de NADPH. Na maioria dos microrganismos, o NADPH é
produzido por essa via como cofator de duas enzimas: glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) e 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH), codificadas

pelos genes zwf e gnd, respectivamente (Lim et al., 2002). A regulacdo positiva



32

dessa via pode favorecer o melhor aproveitamento dos metabdlitos exsudados
pelas plantulas, mesmo na presenca de sacarose.

Entre as proteinas up reguladas envolvidas na regulacédo da resposta de
crescimento ao cocultivo, merecem atencéo clpX e ABC-F-Etta. A proteina clpX
atua no desdobramento e degradacédo de outras proteinas. O papel regulador da
clpX foi comprovado pela sua agdo na degradagdo da AHL (N-acil-homoserina
lactona). A AHL é usada para reconhecimento de plantas no processo de infeccao
e pode estar potencialmente envolvida no processo de Quorum sensing
(Komarova et al., 2002; Sasse et al., 2018; Veselova et al., 2016). As proteinas
responsaveis pela deteccdo do Quorum sensing podem ser reguladas na
presenca de hospedeiros (Pérez-Montafio et al., 2013; Steindler et al., 2009). Em
razdo de a clpX poder atuar na regulacdo da multiplicacdo celular, sua inducao
durante nossos ensaios sugere um papel na resposta de G. diazotrophicus a
exsudatos de metabdlitos benéficos de plantulas de A. thaliana.

A proteina ABC-F Etta atua na regulacdo da sintese proteica, modulando
a atividade ribossémica bacteriana durante o processo de traducédo. Nos ultimos
anos, foi relatada a relevancia do ABC-F Etta nos mecanismos de resisténcia
bacteriana ao antibiotico (Boél et al., 2014; Chen et al., 2014; Daniel et al., 2018).
A regulacdo positiva desta proteina durante o cocultivo de G. diazotrophicus e A.
thaliana permite especular sobre seu papel na percepcdo de metabdlitos de
plantas e subsequente ativacéo da sintese proteica.

Em conjunto, nossos dados comprovam a comunicagao efetiva entre G.
diazotrophicus e A. thaliana durante o cocultivo (Figura 6). G. diazotrophicus induz
plantulas de plantas a exsudar metabdlitos benéficos, que aumentam o
crescimento bacteriano. Durante essa interacdo, a ativacdo de varias vias
proteicas bacterianas revelou novas respostas especificas. A0 mesmo tempo,
reforcou o papel de outras proteinas previamente relatadas como envolvidas na
resposta a interacdo com a monocotileddnea, revelando a existéncia de
mecanismos conservados durante a interacdo de G. diazotrophicus com plantas
monocotileddneas e dicotiledéneas. Nossos resultados abrem novas perspectivas

para o entendimento da interacdo entre plantas e bactérias benéficas.
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3.1.6 CONCLUSOES

v O cocultivo entre G. diazotrophicus e plantas de A. thaliana induz
aumento da multiplicagéo bacteriana.

v G. diazotrophicus induz producdo de exsudatos por A. thaliana,
quando em cocultivo, sendo esses exsudatos benéficos ao crescimento
bacteriano.

v' O cocultivo entre G. diazotrophicus e A. thaliana promove alteracdes
no perfil proteémico da bactéria, resultando na inducéo de diversas proteinas de
diferentes vias, com énfase ao metabolismo de aglicares (pentoses) e sintese proteica.
A inducdo das proteinas metE, ilvC e acnA de G. diazotrophicus, previamente
identificadas como reguladas na presenca de exsudatos de cana-de-agucar,
revela seu potencial papel na resposta bacteriana a exsudatos, tanto de plantas
monocotiledéneas quanto dicotiledéneas.

v Ainducao das proteinas clpX e ABC-F Etta sugere o papel destas
proteinas na regulacdo do crescimento bacteriano em resposta aos exsudatos
vegetais, modulando mecanismos de “quorum sensing” e os processos de sintese

proteica.

3.1.7 PERSPECTIVAS

v' O efeito dos exsudatos vegetais sobre o crescimento bacteriano
permite vislumbrar estratégias para a futura caracterizacdo do perfil metabdlico
dos exsudatos vegetais quando em cocultivo com G. diazotrophicus, visando a
identificar os metabdlitos responsaveis pelo crescimento da bactéria.

v A obtencdo de mutantes bacterianos para as principais proteinas
reguladas durante a interagdo permitird caracterizar as principais proteinas

bacterianas envolvidas na resposta a exsudatos vegetais.
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3.2 CARACTERIZACAO DO PAPEL DA PROTEINA ABC-F ETTA DE

GLUCONACETOBACTER DIAZOTROPHICUS PAL5 NA RESPOSTA A

ANTIBIOTICOS, ESTRESSES AMBIENTAIS E NA INTERACAO INICIAL
BACTERIA-PLANTA

3.2.1 INTRODUCAO

Espécies bacterianas sdo capazes de ocupar enorme namero de nichos,
adaptando-se a uma vasta gama de condi¢cdes ambientais (Stubbendieck et al.,
2016). Para tanto, ao longo do processo evolutivo, elas desenvolveram
mecanismos de adaptacdo e reposta a variaveis condi¢des fisico-quimicas
(Persat et al., 2015). Esses seres vivos sao capazes de detectar e responder a
estimulos quimicos, bioquimicos, fisicos, térmicos, mecéanicos, assim como a
campos elétricos e magnéticos (Persat et al., 2015). Adicionalmente, muitas
bactérias sdo capazes de colonizar hospedeiros animais ou vegetais,
influenciando seu desenvolvimento. Enquanto a maioria das espécies bacterianas
gue colonizam tecidos animais ou vegetais nao tenha efeitos conhecidos para
seus hospedeiros, algumas espécies sdo patogénicas, e outras podem ser
benéficas (Baumler e Sperandio, 2016; Glick, 2012).

Plantas e animais produzem substancias capazes de influenciar a
multiplicacdo de microrganismos, através de sofisticados mecanismos de

percepcdo e resposta. Entre tais compostos, estd uma enorme variedade de
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substancias antibacterianas (Balouiri et al., 2016). As plantas, por exemplo,
sintetizam substancias com alto poder antimicrobiano, em sua maioria metabdlitos
secundarios, incluindo compostos fendlicos, quinonas, flavonoides e lecitinas
(Cowan, 1999; Toda et al., 1989; Treutter, 2006). Algumas espécies de animais
também sdo capazes de produzir substancias antimicrobianas como uma grande
gama de peptideos, proteinas e outras substancias (Harman et al., 2017;
Jakowska e Nigrelli, 1960; Lehrer e Ganz, 2002; Mardti et al., 2011).

Apesar dos mecanismos de defesa presentes nos hospedeiros, algumas
espécies bacterianas sado capazes de vencer tais barreiras, colonizando o interior
dos tecidos e estabelecendo relagbes patogénicas. No caso de animais e
humanos, a utilizacdo de medicamentos antibiGticos representa a acdo mais
efetiva no combate a doencas causadas por bactérias. Existem varios tipos de
antibiéticos, com diversos mecanismos de a¢cdo sobre as bactérias, com énfase
nos [-lactdmicos, macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, entre outros
(Kapoor et al., 2017). Tais mecanismos de agéo incluem a atuagdo sobre a
sintese de polissacarideos da parece celular bacteriana, inibicdo de sintese de
DNA e inibicdo da sintese de proteinas (Kapoor et al., 2017; Vannuffel e Cocito,
1996; Yoneyama e Katsumata, 2006)

As bactérias, por sua vez, desenvolveram mecanismos de resisténcia a
diversos antibioticos que podem envolver a producdo de substancias que se
ligam aos antibiéticos anulando sua eficacia, a formacédo de biofilme, ativacdo de
bombas de efluxo desses antibidticos e até mesmo mecanismos de protecdo da
maquinaria de traducdo (Alcalde-Rico et al., 2016; Kapoor et al., 2017; Levin-
Reisman et al., 2017b; Lin et al., 2015; Mah e O’'Toole, 2001).

Entre os mecanismos de protecdo da traducdo, recentemente tem sido
demonstrada a importancia das proteinas ABC-F para a resisténcia a antibidticos,
atuando nos ribossomos (Ero et al., 2019; Sharkey e O’Neill, 2018; Sharkey et al.,
2016). Proteinas ABC-F agem de forma homologa a proteinas de protecdo ao
ribossomo TetM/TetO, conferindo resisténcia a antibidticos como tetraciclina
(Lenart et al., 2015; Nguyen et al., 2014).

Apesar dos avangos nos estudos sobre ABC-F ettA no ambito da
resisténcia a antibioticos em bactérias patogénicas humanas (Arenz et al., 2015;
Daniel et al., 2018; Lenart et al., 2015; Sharkey et al., 2016), nada é conhecido

acerca do papel desta proteina em bactérias que colonizam plantas e sua
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relevancia para a resposta bacteriana aos metabdlitos exsudados pelos tecidos
vegetais. Entre as bactérias benéficas que formam associacdes com plantas,
destaca-se Gluconacetobacter diazotrophicus (Cavalcante e Dobereiner, 1988;
Rangel de Souza, 2016; Reis, 1994), bactéria endofitica capaz de promover
crescimento vegetal, através da fixagdo biolégica de nitrogénio, producdo de
fitormbnios, solubilizacdo de nutrientes, além de apresentar resisténcias a
diversos tipos de estresse abidticos como metais pesados, sacarose e sais
(Cavalcante e Dobereiner, 1988; Intorne et al., 2012; Tejera et al., 2003). Varios
estudos de mutagéneses insercionais tém sido conduzidos com genes
especificos de G. diazotrophicus (Intorne et al., 2009; Intorne et al., 2012;
Meneses et al., 2011).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o papel da proteina ABC-
F ettA de G. diazotrophicus na resisténcia a antibioticos, na resposta a estresses
ambientais e na percepcdo de exsudatos vegetais durante a interacdo bactéria-

planta.

3.2.2 REVISAO

3.221 Proteinas ABC-F em bactérias

As proteinas de ligacdo de ATP (ABC) sdo uma numerosa superfamilia
encontrada em todos os dominios da vida, com uma variedade consideravel delas
dedicadas ao transporte dependente de energia de moléculas através de
membranas biolégicas (Davidson et al., 2008; Sharkey e O’Neill, 2018). Os
sistemas ABC acoplam a energia da hidrélise do ATP a uma variedade enorme de
fendbmenos bioldgicos essenciais, ndo estando apenas ligados ao transporte
transmembrana, funcdo pela qual as bactérias sdao mais conhecidas, mas
também estdo envolvidos em varios processos nado relacionados ao transporte,
como o alongamento da traducao (Chakraburtty, 2001) e reparo de DNA (Goosen
e Moolenaar, 2001).

Os sistemas ABC merecem atencao por estarem envolvidos em doencas

hereditarias humanas graves (Dean et al.,, 2001). Essas proteinas foram
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descobertas e caracterizados com detalhes em diversos procariontes ja na
década de 1970 (Ames e Lever, 1970; Kellermann and Szmelcan, 1974; Ferenci
et al., 1977).

Esta superfamilia pode ser subdividida em oito subfamilias, de acordo
com um esquema de classificacdo originalmente derivado da andlise filogenética
de proteinas ABC humanas (Davidson et al., 2008; Sharkey e O’Neill, 2018).

Entre as oito subfamilias de proteinas ABC, as proteinas ABC-F
compreendem numa subfamilia com somente um Unico polipetideo contendo dois
dominios de proteina de ligacdo de ATP (ATP-binding cassette). Ao contrario das
proteinas ABC transportadoras, as ABC-F ndo estdo fundidas nos dominios
transmembrana nem geneticamente associadas a dominios de transmembrana
(Kerr, 2004). Essa proteina tem notavel conservacdo na sequéncia primaria ou
nas subunidades constitutivas (Holland e A. Blight, 1999).

As proteinas ABC-F sdo importantes mediadores da protecao bacteriana
contra antibioticos, principalmente em bactérias gram-positivas, embora também
relatada em espécies gram-negativas (Kadlec et al., 2011). Essas proteinas
exercem acdo direta sobre o ribossomo (Boél et al., 2014; Chen et al., 2014),
sendo encontradas em diversas espécies de bactérias, sejam elas produtoras de
antibioticos (estreptomicetos) ou bactérias patogénicas, em que se incluem
estafilococos, estreptococos e enterococos (Kerr, 2004). Recentemente, o papel
de ABC-F Etta vem sendo elucidado, revelando sua acdo na modulacdo da
subunidade 50S ribossomal, regulando a primeira ligacao peptidica da traducao e
o inicio do ciclo de elongacédo da cadeia polipeptidica (Boel et al., 2014; Chen et
al., 2014).

Os mecanismos pelos quais ABC-F atua na resisténcia de antibidticos
ainda é objeto de grandes discussdes, havendo duas hip6teses principais que
tém mais apoio (Chesneau et al., 2005; Kerr et al., 2005; Kerr, 2004; Lenart et al.,
2015; Reynolds et al., 2003; Ross et al., 1990). A primeira hipotese de efluxo
define que as proteinas ABC-F se associam a dominios transmembranares ainda
nao identificados para formar um complexo de efluxo funcional, que é de capaz
de exportar os antibiéticos para fora da célula (Chesneau et al., 2005). A segunda
hipotese diz respeito a protecdo ribossomal, que sugere que essas proteinas

atuam na reducgéo do acesso ou afinidade dos sitios de ligacdo dos antibioticos na
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subunidade 50S do ribossomo, protegendo, assim, diretamente o mecanismo
traducional do ribossomo (Reynolds et al., 2003).

Estudos mais aprofundados em torno das proteinas ABC-F podem né&o
apenas elucidar seu mecanismo, mas também o desenvolvimento da
compreensao do funcionamento na resisténcia a antibiéticos em bactérias gram-

positivas e gram-negativas.

3.2.2.2 Reposta bacteriana aos antibidticos

Antibidticos sdo substancias produzidas por diversos organismos que
impedem o desenvolvimento de outros microrganismos. Assim, comecgou-se a
associar essas substancias com o tratamento tanto para doengas em animais
guanto em vegetais (Goodman e Gildman, 2006).

Para que um antibiético seja eficaz, € sempre importante levar em
consideracdo sua concentragdo, seu alvo e o tipo de infec¢do. Os antibidticos
podem apresentar fungbes distintas, seja na inibicdo do crescimento ou na
destruicdo da populacéo bacteriana (Kapoor et al., 2017; Wright, 2011). Uma acéo
bacterioestatica atua impedindo o crescimento bacteriano, mantendo a populacdo
na fase estaciondria, e a acao bactericida visa a destruicdo total de todas as
células bacterianas, atuando sobre alguns dos processos vitais (Goodman e
Gildman, 2006; Wright, 2011; Wright, 2003).

Ao longo dos anos, foram descobertos diversos tipos de antibiéticos, que
foram sendo agrupados em consonancia com o mecanismo de acdo sobre as
células bacterianas. Neste cenario, sdo descritos trés mecanismos basicos de
acdo dos antibidticos: inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese
proteica nos ribossomos e alteracao na sintese de acidos nucleicos (Goodman e
Gildman, 2006; Kapoor et al., 2017).

3.2221 Antibidticos com acado na parede celular

Sabe-se que as células bacterianas sao cercadas por uma parece celular
constituida de peptidoglicano, que sé@o longos polimeros de acucar que formam
ligagbes cruzadas, sendo esta parede responsavel por uma protecdo maior a
célula (Kahne et al., 2005). A por¢cdo D-alanil-alanina dessa cadeia peptidica &

composta por residuos de glicina na presenca de proteinas de ligacao a penicilina
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(Kapoor et al.,, 2017). Os antibitticos do tipo B-lactamicos e os glicopeptideos
inibem a sintese da parede celular, levando a célula bacteriana a morte. Os
principais alvos desse tipo de antibidtico séo as proteinas de ligacdo a penicilina.
Essas proteinas interagem diretamente com os anéis de B-lactama que imitam a
D-alanil-alanina, inibindo, assim, a sintese de novos peptidoglicanos, levando ao
rompimento da camada de peptidoglicano da célula e, consequentemente, a lise
celular (Dzidi¢ et al., 2008; Tenover, 2006).

Sao exemplos de antibidticos com acdo na sintese de peptidoglicano os
antibiéticos B-lactamicos, que sdo, por sua vez, a penicilina e seus derivados,
como a ampicilina, amoxicilina, flucloxacilina, penicilinas antipseudomonas, entre
outras. Todos esses antibidticos tém acéo na sintese de peptidoglicano da parede
celular bacteriana com acdo em bactérias gram-positivas e gram-negativas

(Goodman e Gildman, 2006).

3.2.2.2.2 Antibiéticos com acdo na sintese de proteinas

Os ribossomos bacterianos sdo organelas constituidas de duas
subunidades, 30S e 50S, responsaveis pelo processo de traducdo das moléculas
de RNAm em proteinas (Weisblum e Davies, 1968). Os antibioticos que atuam
sobre essas organelas, seja a por¢cdo 30S ou 50S do ribossomo, inibem a
biossintese de proteinas, visando a uma das unidades formadoras do ribossomo
bacteriano (Kapoor et al., 2017; Vannuffel e Cocito, 1996).

Os antibiéticos que atuam na porcao 30S do ribossomo sdo conhecidos
por aminoglicosideos, sendo utlizados contra bactérias gram-negativas
aerdbicas. Sdo moléculas carregadas positivamente que se ligam a membrana
externa e levam a formacdo de grandes poros, permitindo, assim, a entrada de
antibioticos para dentro da célula. Para a entrada desse antibiotico, é necessario
transporte ativo bacteriano dependente de energia, aléem de requerer oxigénio e
forca motriz ativa por préton, por esse motivo, esse tipo de antibiotico € muito
mais eficaz em bactérias aerdbicas do que em anaerébicas (Goodman e Gildman,
2006). Os aminoglicosideos funcionam melhor quando combinados com
antibioticos p-lactamicos, pois permitem a melhor entrada na célula. Os
aminoglicosideos interagem com a por¢cdo RNA-16S da subunidade 30S por
pontes de hidrogénio. Um exemplo desses antibibticos sdo as tetraciclinas, que

atuam na sequéncia conservada da por¢cdo RNA-16S da subunidade 30S,
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evitando a ligacdo do RNAt ao sitio A do ribossomo (Yoneyama e Katsumata,
2006). Outros mecanismos de acdo também podem ocorrer, caso da
estreptomicina, que inibe a ligacdo da aminoacil-RNAt aos ribossomos 70S, mais
precisamente na subunidade 30S isolada (Weisblum e Davies, 1968).

Na subunidade 50S, a atuacao geral desse tipo de antibidticos ocorre de
outra forma. Eles interagem com as sequéncias conservadas da cavidade da
peptidiltransferase do RNA-23S da subunidade 50S, inibindo, assim, a sintese de
proteinas, impedindo a ligacdo do t-RNA ao sitio A do ribossomo (Vannuffel e

Cocito, 1996; Yoneyama e Katsumata, 2006).

3.2.2.2.3 Antibioticos inibidores da replicagcdo do DNA

Uma outra classe de antibidticos compreende aqueles que atuam na
inibicdo da replicacdo do DNA, as fluoroquinolonas, que inibem a acéo da girase
bacteriana. Esses antibidticos se ligam a girase e interferem na fungéo de corte e
resselamento da fita. Em bactérias gram-positivas, o principal alvo de acdo séo as
topoisomerases IV e, em gram-negativas, sdo as DNA girases (Yoneyama e
Katsumata, 2006; Kapoor et al. 2017).

Outra classe desse tipo de antibiéticos compreende as rifampicinas, uma
classe de antibiéticos que inibe a RNA-polimerase. As cadeias peptidicas da
RNA-polimerase se ligam a um fator que confere especificidade para o
reconhecimento ao sitio do promotor, onde se inicia a transcricdo do DNA. A
rifampicina atua ligando-se as cadeias peptidicas de forma ndo covalente e
interfere especificamente no inicio do processo de transcricdo (Goodman &
Gilman's, 2008).

3.2.2.3 Exsudatos vegetais e sua influéncia na microbiota do solo

As raizes das plantas tém grande capacidade de alterar bioguimicamente
0 solo a sua volta através de substancias secretadas, com isso, influenciando
toda a microbiota do solo a sua volta (Knudson, 1920; Oleghe et al., 2017; Sasse
et al., 2018).

Os exsudatos produzidos pelas raizes podem ser considerados um
lubrificante que auxilia as raizes a penetrar no solo, funcionando como fator de

diminuicdo da resisténcia de contato da raiz com o proprio solo (Oleghe et al.,
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2017). Além disso, essa rizodeposi¢do inclui a perda de células radiculares e a
exsudacdo de diversas substancias, como, por exemplo, agucares, acidos
organicos e aminoacidos (Bais et al., 2006). A exsudagdo desses compostos
pode aumentar o gasto de 30 a 40% a mais de todo o carbono liberado no solo,
fixado pelas plantas jovens. (Badri e Vivanco, 2009).

Desde o comeco de seu desenvolvimento, as raizes sempre estdo em
contato com o solo, e a primeira parte do corpo radicular a entrar em contato com
0 solo é a ponta da raiz. Elas estdo diretamente associadas a um maior niumero
de bactérias quando em comparacdo com outros tecidos radiculares,
provavelmente selecionando 0s microrganismos de maneira ativa (DeAngelis et
al., 2005). Zonas de raizes maduras apresentam uma comunidade microbiana
distinta das pontas das raizes (Massalha et al., 2017). Sua comunidade inclui
decompositores (DeAngelis et al., 2005), que poderiam estar envolvidos na
degradacdo de células mortas que se desprendem de antigas partes da raiz
(Jones et al., 2009).

Os exsudatos tém o papel de mediacdo entre as interacdes positivas e
negativas na rizosfera. O microambiente rico em nutrientes, criado pelos
exsudatos das raizes, leva a uma forte competicdo entre os microrganismos do
solo ali existentes. Os microrganismos podem usar estes compostos como
substrato, resultando em um aumento da biomassa microbiana e da atividade ao
redor das raizes, o chamado efeito rizosfera (Doornbos et al., 2012), caso das
micorrizas Rhizobium sp. e de outras rizobactérias promotoras de crescimento.
Outro caso interessante se refere ao aumento da motilidade necesséaria de
Pseudomonas fluorescens para colonizar raizes de tomate, aumento esse
estimulado por quimiotaxia, influenciado diretamente por exsudatos radiculares
(de Weert et al., 2002).

Este tipo de interacdo é de particular importancia quando se considera a
multiplicacdo do microbioma da rizosfera por patdogenos radiculares (Massalha et
al., 2017). Os exsudatos radiculares também podem ter qualidades defensivas
diretas. Quando as defesas das plantas sdo ativadas por patdgenos, elas
podem resultar na secrecdo da raiz de compostos antimicrobianos que podem
proteger as plantas contra infec¢cées (Doornbos et al., 2012). Alguns estudos ja
tém mostrado que as plantas sdo capazes de secretar 4cido rosmarinico, um

composto derivado do &acido cafeico com atividade antimicrobiana contra
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multiplos microrganismos do solo (Bais et al.,, 2002). Em outro estudo,
compostos antimicrobianos secretados por raizes de Arabidopsis thaliana
conferem resisténcia a diversas estirpes de Pseudomonas syringae. Além disso,
esses exsudatos com atividades antimicrobianas sdo capazes de regular a
populacdo de microrganismos da rizosfera (Bais et al., 2005; Glandorf et al.,
1997).

A disponibilidade e a composicdo dos exsudatos radiculares, bem como
a dieta nutricional dos microrganismos na rizosfera, sao altamente dindmicas a
planta. A secrecdo de exsudatos pelas raizes é uma forma importante de as
plantas responderem e alterarem seu ambiente a seu favor. Pesquisas tem
proporcionado um melhor entendimento de como esses exsudatos radiculares

medeiam a comunicacao entre plantas e outros organismos no solo.

3.2.3 MATERIAL E METODOS

3.23.1 Microrganismo e condi¢cdes de cultura

A linhagem selvagem de G. diazotrophicus PAI5 foi cultivada em meio
DYGS, composto de glicose (g.L?) 2,0, 1,5 peptona bacteriolégica, 2,0 extrato de
levedura, 0,5 K2HPOg4, 0,5 MgS04.7H20, 3,75 acido glutamico, com o pH do meio
ajustado para 6,0 (Dobereiner et al., 1999). A cultura das células bacterianas
estava sob constante agitacdo e temperatura (250 rpm/min-t e 30° C) em shaker
(Incubadora C25, New Brunswik Scientific, Edison, NJ, EUA) até atingir densidade
optica no comprimento de onda de 600nm (D.O.s00) igual a 1,0 (~ 102 células
mL1).

O mutante AABC-F ettA de G. diazotrophicus PALS5 foi obtido da colecao
de mutantes de insercdo de G. diazotrophicus PAL5, do laboratorio de
Biotecnologia da UENF (Intorne et al., 2009). Tal biblioteca foi gerada por
mutagénese insercional, utilizando o kit EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2>Tnp
Transposome (Epicentre, Madison, WI, USA). Ao fazer um screening desta
biblioteca na presenca de diferentes estressores, foi selecionado um conjunto de

267 mutantes que tiveram crescimento afetado por pelo menos um desses
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agentes, compondo uma subcole¢cdo de mutantes sensiveis a estresses (de
Oliveira, 2012; Intorne, 2012).

3.2.3.2 Organizacdo gendmica e analises in silico do mutante GDI_3490

em G. diazotrophicus PAL 5

A identificacdo do sitio de insercdo do transposon Tn5 foi previamente
determinada por Oliveira (2012), e a sequéncia do gene, compreendendo o gene
interrompido RefSeq NC_010125, foi obtida na base de dados do NCBI.

As sequéncias de aminoacidos de proteinas homologas foram obtidas no
banco de dados UniprotkKB (http://www.uniprot.org) e JGI somente para G.
diazotrophicus pelo alinhamento feito pela ferramenta BLAST, segundo sequéncia
de aminoacidos da proteina correspondente ao gene GDI 3490, que codifica
proteina ABC-F ettA (WP_041249545.1) com os parametros padrbes da
ferramenta (E-Threshold 10, Matrix automatico, Sem filtro e Gapped permitido).
Foram selecionadas proteinas homologas a proteina do gene GDI_3490 de G.
diazotrophicus: Escherichia coli (POA9W3), Herbaspirillum seropedicae HRC54
(D81Y51), Mycobacterium leprae (AOA197SB78), Mycobacterium tuberculosis
(POWQK3), Staphylococcus aureus (AOA2X2KYM9), Streptococcus pneumoniae
(AOA387KLR9), Pseudomonas syringae (AOA2V0QQB7), Pseudomonas
aeruginosa (AOA069PXD9) e Rhizobium leguminosarum (AOA2Z4YCC5),

Os alinhamentos das sequéncias selecionadas de aminoacidos foram feitos
pelo algoritmo EMBOOLS Needle (Li et al., 2015). A analise de dominios
transmembrana (TMH) das proteinas selecionadas foi feita pela ferramenta
TMHMM Server 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) (Krogh et al., 2001).

3.2.3.3 Andlises filogenéticas das proteinas ABC-F ettA

As sequéncias que codificam a proteina ABC-F ettA para G.
diazotrophicus e de mais 9 espécies (Escherichia coli, Herbaspirillum
seropedicae, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas
syringae, Pseudomonas aeruginosa, Rhizobium leguminosarum, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae) foram obtidas da base de dados UniProt
(UniProt, 2019). Os alinhamentos destas proteinas foram feitos utilizando o
programa ClustalX2 (parametro default) (Larkin et al., 2007).
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Os resultados dos alinhamentos foram submetidos ao programa MEGA,
versao 7.0 (Kumar et al., 2016), para gerar as arvores filogenéticas utilizando o
método Neighbor-joining (NJ). Os parédmetros utilizados foram o0os modelos de
substituicdo Dayhoff, para os conjuntos proteicos contendo os dominios ABC-F
ettA, e os de Poisson (Zuckerandl e Pauling, 1965). Os modelos de substituicdo
aplicados foram definidos tendo como base os melhores valores de bootstrap
obtidos para cada arvore. Os resultados foram visualizados usando o programa
MEGA, versdo 7.0 (Kumar et al., 2016).

3.2.34 Ensaio para andlise de resisténcia a antibidticos em G.
diazotrophicus e mutante AGDI_3490

O in6culo foi cultivado em frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50
mL de cultivo em meio DYGS (composicdo em g.L: 2,0 glicose; 1,5 peptona
bacterioldgica; 2,0 extrato de levedura; 0,5 K2HPO4; 0,5 MgS04.7H20; 1,5 acido
glutdmico) com pH ajustado para 6,0 (Dobereiner et al., 1999), a partir de 5,0 mL
(10% v/v) de pré-indculo de cada estirpe bacteriana. As curvas de inibicdo do
crescimento de G. diazotrophicus selvagem e do mutante AGDI_3490 foram feitas
em frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo 5 mL de meio DYGS cada, onde
foram acrescidas as concentracbes de antibiéticos. Foram utilizadas trés
concentracfes para trés tipos de antibiéticos: Ampicilina (175 pg/mL, 200 pg/mL e
250 pg/mL), Estreptomicina (25 pg/mL, 50 pg/mL e 75 pg/mL) e Tetraciclina (5
pg/mL, 15 pg/mL e 30 pg/mL). Apds avaliar os resultados para a bactéria
selvagem e mutante, o experimento foi repetido utilizando apenas a concentracéo
minima inibitéria definida nas mesmas condicfes de crescimento descritas acima.

O ensaio foi repetido ao menos trés vezes.

3.2.35 Anéalise de morte celular

O ensaio para verificar a viabilidade de populacdo bacteriana exposta aos
estresses por antibiéticos foi feito pelo kit live/dead® baclight™ (Molecular Probes,
2004). O ensaio foi conduzido conforme o item anterior. Em seguida, foram
centrifugados 2mL do cultivo bacteriano a 10,000xg por 4 min e ressuspendidos
em 2mL de solucéo salina (0,85% de NaCl) por 2 vezes. Para a coloracdo da
populacdo bacteriana, foram adicionados os reagentes SYTO® 9 e iodeto de
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propideo em proporg¢des iguais. As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente e auséncia de luz por 15 minutos. A coloracdo SYTO® 9 foi usada com
excitacdo de 480 nm e emissdo de 500 nm para corar de verde as células
bacterianas vivas. A coloracdo com iodeto de propidio (excitacdo de 490 nm e
emissao de 635 nm) foi usada para corar de vermelho as células bacterianas

mortas.

3.2.3.6 Ensaio para analise de sensibilidade a estresse osmético em G.
diazotrophicus e mutante AGDI_3490

A estirpe selvagem e a mutante foram crescidas até alcancar D.O.s0onm =
1,0 em frascos Erlenmeyer (1.000 mL) com 100 mL de meio LGI modificado
(composicdo em gL glicose 10, K2HPO4 0,2; KH2PO4 0,6; MgS04-7H20 0,2;
(NH4)2S04 1,32; CaClz-2 H20 0,02; NaMoO4-2 H20 0,002 e FeCls-6 H20 0,018)
(Cavalcante e Dobereiner, 1988). As culturas em D.O.s00nm = 1,0 (108 células.mL™?)
foram diluidas para concentracdo de 10° células.mL? e plaqueadas em meio
sélido LGI contendo duas concentracbes de NaCl (80mM e 105mM), PEG
(100mM e 300mM) e Sacarose (300mM e 600mM) esterilizados anteriormente por
filtracdo (NaCl e PEG) e por autoclavagem (Sacarose). O ensaio permaneceu em
estufa por 5 dias, a 30°C, posteriormente, fotografado para registrar o efeito do
estresse sobre o crescimento bacteriano, tendo sido repetido ao menos trés

vezes.

3.2.3.7 Ensaio de solubilizacédo de fésforo e zinco

Para o ensaio de solubilizacdo dos nutrientes fosforo e zinco, os inéculos
da estirpe selvagem e mutante AABC-F ettA foram cultivados conforme item
3.2.3.6., e a D.O.600 ajustada para 1,0. Gotas de 10 pL de cada cultura foram
dispostas no centro de placas de Petri contendo meio LGI modificado,
suplementado com 0,54% de Cas(POa4)3sOH (concentragéo final de fosforo de
0,1%) e meio DYGS suplementado com 0,12% de ZnO (concentragéo final de
zinco de 0,1%). Em ambos os meios, foram adicionados 5 mL.L! de azul de
bromotimol 0,5% em KOH 0,2 M. As placas foram incubadas em estufa a 30° C,

por 3 dias, quando foi mensurado o halo de solubilizagdo nas diferentes
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condi¢cbes testadas. Cada ensaio foi composto por 3 repeticdes, tendo sido
repetidos trés vezes.

3.2.3.8 Obtencéao das plantas

Sementes de A. thaliana (Col-0) foram submetidas a desinfestacéo
superficial em fluxo laminar. As sementes foram lavadas com etanol a 95% por 1
min, em seguida, colocadas em solu¢do de hipoclorito de sodio a 2,5%, sob
agitacao por 10 min. Foram entédo lavados seis vezes em agua ultrapura estéril e
transferidos para tubos estéreis. Todas as sementes foram mantidas por 2 dias a
4° C na auséncia de luz para quebrar a dorméncia. As sementes foram
germinadas em placas de Petri em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) %2 F, com
0,5% de sacarose e 0,05% de tampdo MES e pH 5,7, e mantidas em B.O.D. por

10 dias a 23° C, sob irradiancia de 120 mol/fétons m2s™ por 12 horas diarias.
3.2.3.9 Crescimento das plantulas e cocultivo de bactérias

Plantulas de A. thaliana foram obtidas de germinacédo in vitro em meio
liquido. Aproximadamente 10 plantulas foram cultivadas em placas de Petri
contendo 18 ml de meio de cultura MS % for¢ca (Murashige, T.; Skoog, 1962), sem
adicdo de hormdnios por 10 dias. No décimo dia a partir da data da semeadura, 9
placas de Petri foram inoculadas com G. diazotrophicus na concentracdo de 107
células. mL* (item anterior). O cocultivo foi mantido em B.O.D. sob temperatura
de 23° C e irradiancia de 120 mol/f6tons m2 s por 12 horas. Vinte e quatro horas
apds a inoculagéo, foi medida a Densidade Optica do cocultivo, e as bactérias
foram coletadas do meio liquido e centrifugadas 12.000 g por 10 min em
temperatura ambiente. As células colhidas foram armazenadas a -80° C. O
controle, isto é, bactérias cultivadas na auséncia de plantulas foram preparadas
de maneira similar. Ao final do ensaio de cocultivo, foram extraidos, por filtragdo
com filtros de seringa (20um), os exsudatos das plantas crescidas em meio MS e
também os exsudatos resultantes do cocultivo em plantas de A. thaliana e G.
diazotrophicus para ensaio de resposta aos compostos dos exsudatos vegetais e

de cocultivo. Foram feitas trés repeti¢cdes biologicas.
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3.2.3.10 Anélises estatisticas

Os dados de taxa de solubilizagcdo de fésforo e zinco e ensaio de cocultivo
da estirpe selvagem e do mutante AABC-F ettA de G. diazotrophicus PAL5 em
meio LGI foram submetidos ao teste t a 5% de probabilidade para mensurar a
significAncia entre os tratamentos. As andlises dos dados obtidos foram feitas
pelo software GraphPad Prism v7.01 For Windows (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA).

Os dados obtidos para os ensaios de estresse osmotico e ensaio com
antibiéticos foram testados pela analise de variancia (ANOVA). O teste Tukey foi
utilizado para mensurar a significancia entre os tratamentos ao nivel de 5% de
significancia, utilizando o software GraphPad Prism v7.01 For Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

3.2.4 RESULTADOS

3.24.1 Organizagao gendmica do gene GDI-3490 em G. diazotrophicus
PALS

Visando a caracterizar o papel da proteina ABC-F ettA (Energy-dependent
translational throttle protein EttA) de G. diazotrophicus, foi obtido um mutante
defectivo para a producéo de tal proteina. Para tanto, foi acessada uma biblioteca
de mutantes de inser¢cédo contendo o transposon Tn5. Assim, foi isolado o mutante
AABC-F ettA, previamente identificado com insercdo do transposon no gene
GDI_3490. Tal gene codifica uma proteina com elevada homologia a proteina
ABC-F ettA ja caracterizada em outras espécies bacterianas. A analise do
contexto gendémico foi feita mostrando que os genes cowN (locus tag GDI_3488),
que codificam a proteina de sustentacao da fixacdo N2, e 0 gene GDI_3489, que
codifica a proteina N-acetyltransferase, sdo imediatamente anteriores ao gene
GDI_3490 (Figura 1).

A anadlise de contexto gendmico ainda permitiu identificar mais 6 genes
proximos a ABC-F ettA: GDI_3486, que codifica a proteina UPF0301; GDI_3487,
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que codifica uma proteina regulatéria putativa; o gene ppa (locus tag: GDI_3491),
que codifica uma pirofosfatase inorganica; o gene GDI_3492, que codifica uma
proteina de membrana; o gene GDI_3493, que codifica uma glicosil-tranferase; e

0 gene GDI_3494, que codifica uma proteina conservada (Figura 1).

nt 3583478 nt 3584895 nt 3585673

[4 b
: A ettA :
nt ’ GDI_3487 GDI 3489 tRNA-Met GDI_3492 GDI_3494 nt
3582224 | > ! > <::]< ‘ I:'><:I< |< ‘ 3588876
GDI_3486 GDI_3488 GDI_3490 ppa GDI_3493

Figura 1. Localizacdo genémica do mutante AGDI_3490. Organizacdo gendmica
dos genes flanqueando a insercdo do transposon Tn5 em Gluconacetobacter
diazotrophicus PAI 5. Grupo génico flanqueando GDI_3490 de acordo com a base
de dados do NCBI. As setas indicam a orientacdo da fase de leitura aberta. Seta
preta: gene GDI_3490, interrompido neste estudo; setas brancas, genes nao
interrompidos; nt; nucleotideo; tesouras pretas, sitios de restricdo de EcoRI
imediatamente antes e apos o local de insercdo de Tn5 no gene GDI3490;
tridngulo branco, sitio de insercédo de Tn5 na regido upstream do gene GDI_3490.
Barra de escala: 500 pb.

3.24.2 Analise filogenética da proteina ABC-f ettA

Com o intuito de avaliar a similaridade entre a proteina ABC-F ettA de G.
diazotrophicus e outras espécies de bactérias, foram feitos o alinhamento e a
analise de filogenia dessa proteina. A proteina ABC-F ettA de G. diazotrophicus
apresentou alta similaridade com ABC-F ettA de Rhizobium leguminosarum, uma
bactéria também promotora de crescimento vegetal. A analise indica que ABC-F
ettA de G. diazotrophicus exibe similaridade com bactérias patogénicas em
humanos, como Mycobacteruim tuberculosis, Mycobacterium Ileprae e
Staphilococcus aureus, situagdo em ABC-F ettA tem sido mais intensamente
estudada (Figura 2).

A analise filogenética levou, ainda, a formacdo de um segundo grupo
contendo bactérias patogénicas de plantas (Pseudomonas syringae e

Pseudomonas aeruginosa), uma bactéria do trato digestivo de humanos
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(Eschericha coli) e uma bactéria benéfica para plantas (Herbaspirillum
seropedicae). Este grupo esta filogeneticamente mais distante de ABC-F ettA de

G. diazotrophicus (Figura 2).
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15 i —(5) Mycobacterium tuberculosis (PSWQK3)

{2) Gluconacetobacter diazotrophicus (ASH4G2)
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—
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Figura 2. Relacdes evolutivas de proteinas homdélogas a ABC-F ettA em outras
espécies em relacdo a Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5. A histéria
evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. A &rvore ideal com a
soma do comprimento do ramo = 2.43827942 é mostrada. A arvore é desenhada
em escala, com comprimentos de ramos nas mesmas unidades das distancias
evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram
calculadas usando o método de correcdo de Poisson (Zuckerkandl e Pauling,
1965) e estdo nas unidades do niumero de substituicdes de aminoacidos por local.
A andlise envolveu 10 sequéncias de aminoacidos. Todas as posi¢cées contendo
lacunas e dados faltantes foram eliminadas. Houve um total de 541 posi¢cdes no
conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas em MEGA7 (Kumar

et al., 2016).

3.24.3 Importancia da proteina ABC-F ettA na resisténcia a antibiéticos

em G. diazotrophicus

Com o objetivo de avaliar a importancia de ABC-F ettA na resisténcia a

diferentes antibiéticos, a bactéria G. diazotrophicus selvagem e o mutante AABC-
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F ettA foram cultivados em meio DYGS, suplementado com 175ug/mL de
ampicilina, 50pg/mL de estreptomicina ou 5ug/mL de tetraciclina.

Em condicbes de controle, foi observado crescimento similar entre as
estirpes de G. diazotrophicus selvagem e o mutante (Figura 3A), mas a exposi¢cao
das estirpes ao antibiético ampicilina levou a padrées de resposta distintos.
Enquanto G. diazotrophicus selvagem sofreu mais de 76% de inibicdo do
crescimento, 0 mutante apresentou apenas 7% de inibicAo em seu crescimento
(Figura 4A).

Quando analisamos o comportamento da estirpe selvagem e da mutante
na presenca do antibiético estreptomicina, mais uma vez a bactéria selvagem se
mostrou sensivel, porém o grau de tolerancia do mutante AABC-F ettA se mostrou
menor que o observado em ampicilina (Figura 3B). G. diazotrophicus apresentou
82% de inibicdo do crescimento, enquanto o mutante AABC-F ettA apresentou
47,2% de inibicdo do crescimento em 24 horas (Figura 4B).

A exposicao das estirpes bacterianas ao antibidtico tetraciclina levou a um
padrdo de resposta inverso em relacdo aos outros antibidticos. A estirpe mutante
foi mais sensivel que a bactéria selvagem (Figura 3C). Embora a bactéria
selvagem tenha apresentado uma sensibilidade, que inibiu seu crescimento em
48%, a bactéria mutante apresentou quase 70% de inibicdo de crescimento
(Figura 3C).

Adicionalmente, com o intuito de avaliar o efeito dos antibiéticos sobre a
viabilidade das células bacterianas, foram feitas analises de microscopia de
fluorescéncia para deteccdo de morte celular. Os resultados mostram que no
tratamento controle ndo ha diferenca significativa nos nimeros de células vivas e
mortas entre as estirpes selvagem e mutante. Para a estirpe selvagem, foi
observado 85,6% de células vivas e 14,4% de células mortas, enquanto para a
estirpe mutante, foi observado 85,4% de células vivas e 14,6% de células mortas
(Figuras 3B-Al e A2, Figura 3C)

No tratamento com 175ug/ml de ampicilina, observou-se 82,8% de células
mortas na estirpe selvagem e apenas 17,2% de células vivas. Para a mutante, a
proporcao de bactérias vivas e mortas foi oposta a selvagem, pois 73,84% das
células estavam vivas e 26,16% das células estavam mortas (Figuras 3B- Bl e
B2, Figura 3C).
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Para o tratamento com 50 pug/mL de estreptomicina, pode ser observada a
sensibilidade da bactéria selvagem a este antibiético, pois 77,3% das células
estavam mortas e 22,7% vivas. Quando analisadas as células da estirpe mutante
AABC-F ettA, é possivel observar sua tolerancia ao antibiotico, pois 85,3% das
células estavam vivas e 14,7%, mortas (Figuras 3B-C1 e C2, Figura 3C).

O tratamento antibibtico tetraciclina (5 pg/mL) mostrou que a bactéria
selvagem apresentou 78% de células vivas e 22% de células mortas. Em relacéo
a bactéria mutante AABC-F ettA, 84,6% das células estavam vivas e 15,4%,
mortas (Figura 3B-D1 e D2, Figura.3C).

Nossos dados mostram que a proteina ABC-F ettA de G. diazotrophicus
esta envolvida com a resisténcia a antibidticos, tendo sido obtidos resultados
contrastantes para diferentes antibiticos, sugerindo especificidades nos

mecanismos de resposta.
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3.24.4 A mutacdo no gene GDI_3490 afeta a tolerancia de G.
diazotrophicus PAI 5 aos estresses salino e osmotico

Para verificar a importancia da proteina ABC-F ettA na tolerancia aos
estresses salino e osmotico, a estirpe selvagem de G. diazotrophicus e o mutante
AABC-F ettA foram cultivados na presenca de trés agentes estressores diferentes:
NaCl, PEG e Sacarose. Cada agente foi avaliado em duas concentracoes.

Para o NaCl, a estirpe selvagem se mostrou tolerante nas duas
concentracOes testadas (80 mM e 105 mM), mas o mutante AABC-F ettA foi
fortemente afetado sob concentracdo de 105 mM NacCl (Figura 4A).

O ensaio com PEG utilizou as concentracdes de 100 e 300 mM.
Novamente a estirpe selvagem se mostrou tolerante em todas as concentragbes
testadas, enquanto o mutante AABC-F ettA se mostrou significativamente mais
sensivel na concentracdo de 300 mM (Figura 4B).

Com relagéo a sacarose, foram utilizadas as concentracdes de 300mM e
600 mM. A estirpe selvagem se mostrou tolerante em relacdo as duas
concentragbes. O mesmo nao ocorreu para o mutante AABC-F ettA, que mostrou
sensibilidade as duas concentracdes (Figura 4C). Esses resultados mostram que
a falta de ABC-F ettA torna a bactéria susceptivel aos estresses salino e

osmotico.
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3.245 ABC-F ettA nao participa da solubilizagdo de fosfato e zinco em

G. diazotrophicus.

Com o objetivo de avaliar a importancia do gene AABC-F ettA na
solubilizac&o de nutrientes (fosfato e zinco) em G. diazotrophicus PAI 5, a estirpe
selvagem e o mutante AABC-F ettA foram avaliados quanto a capacidade de
solubilizagédo de (Cas(PO3s)4OH) e do zinco (ZnO) em meios soélido LGI modificado
e DYGS, respectivamente.

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que a solubilizacéo de
fésforo (Cas(P0O3)sOH) e do zinco (ZnO) nao foi afetada pela mutagcdo no gene
AABC-F ettA.
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Figura 5. Comparacéo da capacidade de solubilizacdo de fésforo e zinco entre
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 selvagem e o mutante AABC-FettA. A
estirpe selvagem e o mutante AABC-FettA foram inoculados em meio solido LGI
modificado e DYGS, respectivamente, suplementado com Cas(POs3)sOH e ZnO. (A
e C) mensuracao dos halos e (B e D) registro fotografico das placas de ensaio de
solubilizacdo de fésforo e zinco, respectivamente, apés 5 dias de cultivo em
estufa, a 30° C. Barras do grafico representam o erro padrdo da média. (n=3).
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3.2.4.6 ABC-F ettA é essencial para a resposta de G. diazotrophicus a

exsudatos vegetais

Para avaliar a importancia da proteina ABC-F ettA na interacdo bactéria
planta, o mutante AABC-F ettA e a estirpe selvagem foram colocados em
cocultivo com plantas de A. thaliana por 24 horas. G. diazotrophicus selvagem
apresentou ganho de crescimento em cerca de 50% em relagdo ao cultivo na
auséncia de plantas. Em contrapartida, a multiplicacdo bacteriana do mutante
AABC-F ettA em cocultivo foi reduzida em comparagao ao cultivo na auséncia de
plantas (Figura 6A).

Um novo ensaio de cultivo bacteriano foi conduzido visando a testar se a
mutacdo em ABC-F ettA afeta a percepcdo de metabdlitos presentes nos
exsudatos vegetais. Para tanto, foram obtidos filtrados de meios de cultivo (MS
50%) de cocultivo bactéria-planta e de plantas cultivadas na auséncia de
bactérias. Tais filtrados foram adicionados a novos cultivos bacterianos em meio
MS 50%, inoculados com a G. diazotrophicus selvagem e o mutante AABC-F ettA.
Conforme apresentado na Figura 6B, ambas as bactérias apresentaram
crescimento similar quando crescidas em meio MS 50%. Quando as bactérias
foram cultivadas em meio suplementado com exsudatos provenientes de plantas
cultivadas in vitro, ndo houve resposta de crescimento bacteriano. Entretanto, o
filtrado proveniente de cocultivo entre Arabidopsis e G. diazotrophicus promoveu
inducdo da multiplicacdo de G. diazotrophicus selvagem, enquanto o mutante
AABC-F ettA nao apresentou inducdo de crescimento bacteriano (Figura 6B). Os
resultados mostram que a presenca da bactéria G. diazotrophicus induz
alteracdes no perfil de exsudatos em A. thaliana, gerando producédo de
metabdlitos benéficos a multiplicacdo bacteriana. A mutacdo no gene AABC-F
ettA elimina a resposta bacteriana a tais metabdlitos no ambito do crescimento

bacteriano.
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Figura 6. Ensaio de cocultivo e efeito dos exsudatos vegetais no crescimento de
G. diazotrophicus selvagem e do mutante AABC-F ettA. A Figura A representa a
meédia da D.O.soonm em G. diazotrophicus selvagem e o mutante AABC-F ettA
depois de 24 horas de cocultivo. Médias seguidas por (*) diferem estatisticamente
do seu controle pelo Teste t a 5% de probabilidade (n=6). A Figura B representa o
esquema de obtencdo e filtragem dos exsudatos vegetais, tendo a estirpe
selvagem e o mutante AABC-F ettA crescido em meio liquido MS 1/4F, a 30° C,
suplementado com exsudatos de plantas de A. thaliana crescidas em meio MS
1/4F por 10 dias (Plant exudates 1 e 2) e exsudatos do cocultivo entre A. thaliana
e G. diazotrophicus (co-cultivation exudates 1 e 2). Os resultados foram coletados
apos 24 horas de crescimento. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.2.5 DISCUSSAO

G. diazotrophicus é uma bactéria diazotréfica endofitica, inicialmente
isolada de tecidos de plantas de cana-de-acgucar (Cavalcante e Dobereiner, 1988).
Tem a capacidade de colonizar espécies vegetais monocotiledéneas e
dicotiledéneas, como milho (Mehnaz e Lazarovits, 2006), sorgo (M. F. Luna et al.,
2010), tomate (Luna et al., 2012) e Arabidopsis (Rangel de Souza et al., 2016).
Além disso, outras particularidades fazem de G. diazotrophicus um interessante
microrganismo modelo de estudo.

Entre essas particularidades, destaca-se a de tolerar diversos estresses
ambientais, como os decorrentes da exposicdo a metais, a altas concentragbes
de sacarose e a ambientes salinos (Cavalcante e Dobereiner, 1988; Intorne et al.,
2012; De Oliveira et al., 2016). Contudo, o0s mecanismos moleculares
reguladores-chave envolvidos nos processos de tolerancia a estresses
ambientais, bem como na interacdo G. diazotrophicus/hospedeiro, ainda sao
pouco conhecidos. Diante do exposto, no presente trabalho, um mutante de
insercdo de G. diazotrophicus defectivo na producdo de uma proteina de
interacdo ribossomal e resisténcia a antibiéticos, ABC-F ettA, foi analisado com
énfase no seu papel na tolerancia a trés tipos de antibidticos, a estresses
ambientais e na resposta a compostos vegetais exsudatos durante o processo de
interacdo bactéria-planta.

A analise de contexto genémico mostrou que o0s genes GDI_3488,
GDI_3489 e GDI_3490 estdo no mesmo sentido de transcricdo do gene
GDI_3490 (Figura 1). O gene GDI_3490 codifica a proteina ABC-F ettA,
comumente encontrada em diversas espécies bacterianas, sejam estas espécies
patogénicas para humanos ou plantas até  bactérias benéficas de plantas
(Davidson et al., 2008).

A familia das proteinas ABC consiste em proteinas transportadoras que
compartilham uma arquitetura molecular utilizada para acoplar o transportador
transmembrana a hidrolise de ATP (Chakraburtty, 2001; Dean et al., 2001). Entre
os diversos tipos de proteinas ABC, as proteinas ABC-F se destacam por
apresentarem atividades distintas em relacdo as demais proteinas
transportadoras. Elas desempenham diversas func¢des bioquimicas nas células

bacterianas, como a atividade de reparo do DNA e a traducdo do RNAm, além de
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estarem envolvidas na resisténcia a antibiéticos, principalmente aqueles com
acao direta no ribossomo bacteriano (Chen et al., 2014; Daniel et al., 2018; Ero et
al., 2019; Sharkey e O’Neill, 2018).

Com o intuito de verificar se a proteina ABC-F ettA de G. diazotrophicus
esta envolvida na protecao celular contra efeitos danosos de antibioticos, a estirpe
selvagem e a estirpe mutante AABC-F ettA foram expostas aos antibioticos
ampicilina, estreptomicina e tetraciclina. Os resultados mostram que a exposi¢cao
ao antibiotico tetraciclina levou a uma reducao de 69,3% da taxa de crescimento
do mutante AABC-F ettA em comparacdo ao crescimento da estirpe selvagem.
Tetraciclina tem acao direta sobre o ribossomo, local onde a proteina ABC-F ettA
interage diretamente. Essa proteina parece interagir fisicamente com o0s
antibioticos, afastando-os do ribossomo por uma mudanca em sua
conformacao (Murina et al., 2018; Sharkey e O’Neill, 2018; Sharkey et al., 2016;
Wilson, 2016). Resultado semelhante de redugéo de taxa de crescimento de
Mycobacterium tuberculosis em resposta a exposicéo a tetraciclina foi encontrado
por Daniel et al. (2018) em trabalho com o mutante para a mesma proteina.
Adicionalmente, estudos mostram que a proteina ABC-F ettA medeia a resisténcia
a antibiéticos por meio da protecdo de seu alvo, o ribossomo, cujo mecanismo
principal € a associacao fisica da proteina para proteger a funcao ribossémica de
modo a inibir a acdo do antibidtico (Sharkey et al., 2016).

Embora os antibitticos estreptomicina e tetraciclina atuem no ribossomo,
os alvos e os mecanismos de acéo séo diferentes. Enquanto a tetraciclina atua se
ligando diretamente ao ribossomo (Porcdo 30S), assim, inibindo a sintese
proteica, a estreptomicina atua sobre o complexo de iniciacdo da sintese e leva a
uma leitura errbnea ou a incorporacdo de nucleotideos errados, resultando em
proteinas sem funcéo (Li et al., 2013; Spotts e Stainer, 1961). Em sinergia com
os dados da literatura, os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a
proteina ABC-F ettA de G. diazotrophicus € importante para protecado da bactéria
contra o antibiético tetraciclina.

A exposicao das estirpes selvagem e mutante ao antibidtico ampicilina
revelou maior tolerancia do mutante AABC-F ettA. A ampicilina € um antibi6tico do
tipo B-lactamico, que atua inibindo a sintese da parede celular bacteriana
(Bizzarro et al., 2008; Thornsberry e Kirven, 1974). Este mecanismo de agéo é

distinto dos outros antibidticos testados, que atuam nos ribossomos. Mutagdes no
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genoma bacteriano que causam resisténcia a antibiéticos sdo bem conhecidos
(Thornsberry e Kirven, 1974; Levin-Reisman et al., 2017), porém ainda sao
escassos estudos que associam a proteina ABC-F a essa resisténcia. Na
literatura existem algumas controvérsias em relacdo a funcéo da proteina ABC-F
ettA. Alguns estudos relatam, por exemplo, que esta proteina pode ter atividade
do tipo transportadora (Chesneau et al., 2005; Jacquet et al., 2008; Reynolds,
2003). Porém novos estudos ainda sdo necessarios acerca da resisténcia
adquirida por G. diazotrophicus quando mutada na proteina ABC-F ettA, de modo
a conhecer os mecanismos responsaveis por tal resisténcia.

G. diazotrophicus €é capaz de tolerar elevadas concentracdes de sacarose
(30%) além de ser tolerante a alguns tipos de sais, indicando existéncia de
mecanismos eficientes de osmotolerancia (Cavalcante e Dobereiner, 1988; de
Oliveira et al., 2016). No presente trabalho, o mutante AABC-F ettA foi exposto
aos agentes estressores osmoticos NaCl, PEG e sacarose em concentracdes nas
quais a estirpe selvagem nado tem seu crescimento afetado. Como resultado, o
mutante AABC-F ettA apresentou sensibilidade a todos os agentes estressores
testados. Apesar de a literatura sugerir em alguns trabalhos a atividade de
transporte na proteina ABC-F ettA em algumas espécies de bactérias (Chesneau
et al., 2005; Jaquet et al., 2008), estudos de localizagcdo mostraram que a proteina
ABC-F se encontra no citoplasma e ndo tem dominio transmembrana (Kerr,
2004).

O aumento da sensibilidade do mutante AABC-F ettA aos estresses
osmoticos revela um novo papel para a proteina ABC-F ettA em bactérias. A
inativacdo da atividade ribossomal € uma das respostas gerais de bactérias sob
estresses ambientais, tais como calor, acidez ou estresse osmoético (El-Sharoud,
2004). Neste contexto, podemos especular que ABC-F ettA seria capaz de atuar
na protecdo da atividade ribossomal também sob condicbes de estresses
ambientais. Futuros estudos que investiguem 0s mecanismos associados a tal
protecdo poderao trazer importantes informacdes sobre este novo papel de ABC-
F ettA.

Plantas exsudam compostos especificos que sdo reconhecidos por
microrganismos, como acidos organicos, metabdlitos secundarios, aminoacidos e
flavonoides (Sasse et al., 2018; Jacoby et al., 2018). Adicionalmente, sabe-se que

0S exsudatos vegetais sdo a chave para o processo de interacdo bactéria-planta,
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além de apresentarem forte influéncia na composi¢do da comunidade microbiana
da rizosfera (Dennis et al., 2010). No presente trabalho, observamos que a
mutacdo no gene ABC-F ettA eliminou a capacidade de G. diazotrophicus de
responder aos exsudatos vegetais no ambito da inducdo da multiplicacédo
bacteriana. O mutante AABC-F ettA ndo apresentou diferenca significativa na
multiplicacdo bacteriana em resposta ao cocultivo com plantulas de A. thaliana e
aos exsudatos provenientes da associacdo. O papel da proteina ABC-F ettA foi
recentemente proposto por Boél et al. (2014), que demonstraram a agao da
proteina ABC-F ettA na regulacdo da sintese proteica, tendo como base sua
ligacdo ao sitio ribossomal de saida de RNAt (sitio E), interagindo com fatores
reguladores da traducéo. Os resultados do presente trabalho permitem hipotetizar
gue a auséncia da proteina ABC-F ettA na estirpe mutante afetaria o processo de
traducdo de proteinas essenciais para a percep¢do dos exsudatos benéficos. Os
dados do presente trabalho demonstram, pela primeira vez, o papel essencial de
ABC ettA na interacdo entre bactérias e plantas.

Tomados em conjunto, o0s resultados deste trabalho permitiram
caracterizar o papel essencial de ABC-F ettA de G. diazotrophicus na resposta a
antibiéticos e a estresses osmoticos, assim como na resposta bacteriana a
exsudatos vegetais (Figura 7). Tais achados contribuem para maior entendimento
dos mecanismos de resposta a estresses em G. diazotrophicus e de interacéo
entre a bactéria e plantas. Tais resultados abrem portas para estudos futuros do
papel destes mecanismos na modulacdo da associacdo entre outras bactérias e

plantas.
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3.2.6 CONCLUSOES

v A proteina ABC-F ettA de G. diazotrophicus PAL5 apresenta elevada
similaridade com proteinas homologas ja caracterizadas em outras espécies
bacterianas.

v A sensibilidade do mutante AABC-F ettA ao antibidtico tetraciclina,
juntamente com sua maior resisténcia aos antibidticos ampicilina e
estreptomicina, sugere que a proteina ABC-F ettA atua em alvos especificos do
ribossomo e do envoltorio celular, gerando resposta distintas para os diferentes
estimulos. A sensibilidade do mutante AABC-F ettA aos estresses osmoticos revela
um novo papel para a proteina ABC-F ettA em bactérias, sugerindo sua atuacdo na
protecdo da atividade ribossomal também sob condi¢des de estresses ambientais.

v A proteina ABC-F ettA é essencial para a resposta de G.
diazotrophicus a exsudatos de A. thaliana, sugerindo seu papel relevante nos

processos iniciais de interacdo bactéria-planta.

3.2.7 PERSPECTIVAS

v Os efeitos contrastantes da mutacdo em ABC-F ettA na resposta de
G. diazotrophicus a diferentes antibioticos abrem perspectivas para novos estudos
sobre os mecanismos regulados pela proteina na protecdo ribossomal e na
sintese da parede celular bacteriana;

v A descoberta da essencialidade da proteina ABC-F ettA para a
resisténcia a estresses osmoticos em bactérias permite vislumbrar novas analises
dos mecanismos regulados pela proteina sob tais condi¢cdes, bem como seu
papel na resposta a outros estresses ambientais, como temperatura, metais
pesados e agentes oxidativos.

v' A importancia de ABC-F ettA para a percepcao de exsudatos
vegetais justifica futuros ensaios de inoculagdo em plantas visando a avaliar a
relevancia dessa proteina para os processos de colonizacdo e promoc¢do do

crescimento vegetal.
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Apéndice A. Tabela das proteinas diferencialmente acumuladas em G. diazotrophicus em co-cultivo com plantas de A. thaliana.
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A9HSAS5 GLUDA 3216,44 4 33751 30658 24268 37284 50837 45318 0,020959 29559 44480 1,50477
RL23_GLUDA 8093,88 6 139687 131733 81037 169607 214910 150527 0,041646 117486 178348 1,518038
A9HIP1_GLUDA 1057,50 4 20030 29121 23621 39279 35962 35730 0,013096 24257 36990 1,524913
A9HOGO_GLUDA 5629,12 27 103430 103637 109496 164855 171322 150346 0,003559 105521 162174 1,536892
RS2_GLUDA 11963,12 16 145855 162126 201375 246785 287118 263141  0,00578 169785 265681 1,564808
A9HDU1_GLUDA 6904,23 14 96699 86520 88299 134062 150014 157743  0,00327 90506 147273 1,627219
A9HAZ8 GLUDA 1454,51 3 17609 27104 28875 46987 29408 43945 0,042063 24529 40113 1,635314
A9HJIYO_GLUDA 6080,51 4 78448 77952 72891 121449 140808 119568 0,006466 76430 127275  1,66524
A9HOW3_GLUDA 4170,78 21 49644 53251 63662 103585 81955 93644 0,005323 55519 93062 1,676208
A9HM86_GLUDA 1189,10 11 15017 14252 16064 30672 23946 22012 0,026442 15111 25543 1,690385
A9HS68_GLUDA 2042,15 12 29441 24941 34073 47852 62335 44235 0,019961 29485 51474 1,745766
A9HGY2_GLUDA 350,53 2 10423 12796 16207 25729 23981 19901 0,006983 13142 23204 1,765599
A9HJS1 GLUDA 769,19 4 16233 24033 19039 41545 32276 30970 0,01234 19768 34930 1,766994
RS8_GLUDA 4884,06 6 40983 56085 52886 99327 104670 67306 0,029438 49985 90434 1,809246
SYH_GLUDA 728,77 6 17239 15922 19311 31650 35415 28424 0,004306 17491 31830 1,81982
A9H324_GLUDA 20323,17 16 206490 201421 227186 389591 384713 411606 4,45E-05 211699 395303 1,86729
ASSY_GLUDA 4334,52 10 47604 48757 77560 116747 81851 126581 0,022283 57974 108393 1,869695
A9HREG6_GLUDA 3042,59 19 57605 49931 60178 104745 126733 101394 0,005821 55905 110957 1,984754
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RL6_GLUDA 8968,96 9 100504 141566 110728 198537 313664 203194 0,036383 117599 238465 2,027775
A9H397_GLUDA 4303,62 11 54425 55289 60939 132555 99988 114086 0,010449 56884 115543 2,031186
A9HIB6_GLUDA 1282,86 8 35286 29728 27015 68110 77359 47192 0,027681 30676 64220 2,093489
A9HM48_GLUDA 1964,67 20 31255 32070 30820 78349 53647 69424 0,019074 31382 67140 2,139447
A9H7Z5 GLUDA 15678,34 23 142897 156448 150399 299111 349136 339121 0,002422 149915 329123 2,195401
A9HII0O_GLUDA 3799,75 5 21302 27185 33254 57053 80297 49686 0,024418 27247 62345 2,288154
A9H108_GLUDA 1745,48 7 20233 20632 16606 36041 50926 45398 0,010891 19157 44122 2,303189
A9H459 GLUDA 11955,40 30 124656 116459 141975 312926 317139 280187 0,000273 127697 303417 2,376073
RL14_GLUDA 2991,02 4 35846 61657 47033 111224 138476 94010 0,009254 48179 114570 2,378015
A9H326_GLUDA 837,57 5 13672 9440 7282 26139 34610 16104 0,044192 10131 25618 2,528567
A9H3M8_GLUDA 1646,31 4 24126 20713 18220 70814 59954 32190 0,04918 21019 54319 2,58425
CLPX_GLUDA 3303,25 11 22460 28007 28501 79673 78050 50943 0,019316 26323 69556 2,642387
ISPG_GLUDA 1571,93 6 15664 14456 18308 40359 69158 35947 0,044092 16143 48488 3,003682
A9GZU8_GLUDA 1962,62 7 22135 15534 23859 64219 69227 53338 0,001978 20509 62262 3,035772
A9HEXO_GLUDA 4423,06 13 17624 25964 32133 99028 98256 69205 0,006275 25240 88829 3,51933
A9HS02_GLUDA 10183,21 31 52378 49494 61013 217005 275051 148193 0,024036 54295 213416 3,930687
A9HCQ6_GLUDA 1087,26 7 15659 13947 1 38277 59074 22590 0,043228 9869 39980 4,051092
A9H932 GLUDA 2074,37 14 22953 23750 18618 101893 90411 75760 0,004907 21774 89355 4,1038
ILVC_GLUDA 2463,85 5 34296 27772 14132 108051 114221 98585 0,000284 25400 106952 4,210741
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A9H4G2_GLUDA 506,79 5 7890 7804 8980 41279 44986 18219 0,043057 8225 34828 4,234678
A9HGZ6_GLUDA 908,81 3 1 15642 6990 33897 58341 26102 0,031594 7544 39447 5,228663
ACCD_GLUDA 606,46 2 10275 1 1 22261 27395 14992 0,010947 3426 21549 6,290503
A9HEZ2_ GLUDA 10076,64 44 35900 39113 51106 384691 513512 172286 0,043359 42040 356830 8,487956
A9HBN9_GLUDA 550,48 2 4017 1 4924 27687 36679 13266 0,036038 2981 25877 8,682156
A9HNX4_GLUDA 11719,34 38 24032 25433 27299 302511 153657 277740 0,020706 25588 244636 9,560575
A9HFG6_GLUDA 484,38 3 3132 1 1 34093 33410 9295 0,046268 1045 25599 24,50463
A9HDU3 _GLUDA 645,33 3 1 1 8847 16303 18456 6203 0,046591 2950 13654 4,62896
A9H3B5_GLUDA 843,70 2 19702 13961 15624 1 1 12058 0,037097 16429 4020 0,244679
A9HI9B8_GLUDA 1309,88 2 17970 17088 30873 10146 1 9661 0,027506 21977 6603 0,300438
A5YJ14 GLUDA 38029,39 3 206394 210724 344955 134666 122269 1 0,027394 254025 85645 0,337153
A9HB99 GLUDA 10074,54 4 239019 213334 197292 114853 58842 114840 0,004333 216548 96178 0,444143
A9HPF6_GLUDA 2838,53 9 102858 83279 51665 26322 40505 41768 0,044899 79267 36198 0,456659
A9H577_GLUDA 4390,16 8 103326 117164 61770 41852 49136 41619 0,046283 94087 44202 0,469805
A9HO73_GLUDA 1094,65 4 35485 38427 21563 15381 15695 14945 0,043259 31825 15340 0,48202
A9HRF1_GLUDA 2866,13 5 92502 77862 104364 48643 34085 56833 0,005925 91576 46520 0,507997
A9HPH9_GLUDA 4835,59 5 114740 111393 103259 74452 38617 63537 0,015541 109797 58869 0,536159
A9HNPO_GLUDA 13607,54 18 414442 428026 295712 197710 257442 200834 0,022211 379393 218662 0,576346
A9HK34 GLUDA 34042,72 5 458365 439645 340025 293334 158056 283508 0,021856 412678 244966 0,5936
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A9HEI5_GLUDA 3273,24 3 48100 41192 34436 27585 27184 22797 0,022752 41243 25855 0,626907
A9HI9CO_GLUDA 1497,69 4 45122 46068 47903 33247 27948 26722 0,003277 46364 29305 0,632067
A9HL73_GLUDA 1109,99 13 48410 41792 41805 34662 17908 32540 0,040489 44002 28370 0,644739
A9HPE1_GLUDA 9768,71 13 343361 368298 345479 249603 247211 198858 0,004055 352380 231891 0,65807
A9HFE6_GLUDA 7891,91 26 176755 178263 156326 115743 92127 135829 0,014137 170448 114566 0,672148
PLSX_GLUDA 463,72 2 47133 43365 33894 30287 22300 31539 0,028332 41464 28042 0,676298
A9HK54_GLUDA 1479,33 2 20777 20996 15611 13807 13681 11367 0,027412 19128 12951 0,677094
A9HBZ3 GLUDA 2961,53 9 78132 67514 78994 45995 45330 60981 0,011116 74880 50769 0,677999
A9HKO1_GLUDA 6600,33 10 189249 240518 278541 178424 114423 188880 0,048261 236103 160576 0,680109
A9HM21 GLUDA 1561,34 5 31935 26627 30216 16952 26127 20040 0,032958 29593 21040 0,710978
A9HPO5_GLUDA 660,24 2 48541 43465 41694 38278 29777 28269 0,017948 44567 32108 0,720451
A9HCO06_GLUDA 1777,67 10 44472 48725 46152 34965 27275 38384 0,022672 46450 33541 0,722098
A9HHL8_GLUDA 727,45 5 37287 31321 38045 27281 23560 26626 0,013155 35551 25822 0,726348
A9HGX6_GLUDA 1503,62 8 28993 30626 26543 23734 15747 23959 0,045198 28721 21147 0,736285
A9HKV5_GLUDA 1739,65 11 36294 34772 38081 26387 27357 27003 0,003163 36383 26915 0,73979
A9HM18_ GLUDA 3481,89 18 73623 73121 63941 50642 43547 62903 0,033407 70229 52364 0,745623
A9HRFO_GLUDA 2692.,44 15 102939 112896 82350 69130 81484 72428 0,046398 99395 74347 0,747997
A9HOAS5 GLUDA 1845,80 3 55971 53628 64985 49917 40592 40145 0,018059 58194 43551 0,748378
MTND_GLUDA 2348,02 5 26915 30694 32611 21318 21659 24572 0,012891 30073 22516 0,748711
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A9HEP2_GLUDA 2595,20 23 121561 112504 101008 83395 67815 100586 0,039897 111691 83932 0,751466
A9HHGO_GLUDA 2383,93 9 56836 58539 66531 48054 38988 50394 0,016472 60635 45812 0,755528
A9H806_GLUDA 685,32 2 17820 15353 16122 10197 13333 14184 0,032643 16432 12571 0,765075
A9HFH1_GLUDA 11018,17 24 365307 371505 300442 255307 255231 304458 0,03163 345752 271665 0,785724
A9HNAS5_GLUDA 7602,50 10 194012 170693 196081 167004 122228 157469 0,044532 186929 148900 0,796561
A9H4L1 GLUDA 747,73 9 63404 59442 68280 54392 41691 56363 0,044041 63709 50815 0,797622
A9HHEO_GLUDA 3933,34 16 93341 104680 100014 86501 74995 80007 0,007903 99345 80501 0,810318
A9HRT6_GLUDA 2663,88 6 53159 56422 56907 43346 47123 44590 0,001484 55496 45020 0,811225
A9HL77_GLUDA 9831,35 10 142605 142415 147231 122515 131873 113473 0,023287 144084 122620 0,851036
A9HK15 GLUDA 8024,58 14 274060 266113 289220 240619 237080 249917 0,010037 276464 242539 0,877287
PURA_GLUDA 4591,50 18 72026 74481 80982 98015 84760 91428 0,01713 75830 91401 1,205346
A9HMK2_GLUDA 1039,00 6 22518 19208 20381 24268 27876 22779 0,043766 20703 24975 1,206351
A9HAE9 GLUDA 5482,68 5 47920 57072 56326 63177 64112 72450 0,018477 53772 66580 1,238179
RL1 _GLUDA 19995,57 16 298299 290743 281757 350997 395409 347912 0,015383 290266 364773 1,256683
A9HF12_GLUDA 3257,57 13 84859 79194 79509 115118 90053 103982 0,043305 81187 103051 1,269297
KAD_GLUDA 7274,62 11 69215 68726 85017 98821 94235 94277 0,023961 74319 95778 1,28873
A9HCQ4_GLUDA 1184,46 8 30061 34649 40743 50587 41626 45203 0,029814 35151 45805 1,303113
EFTU_GLUDA 24595,95 23 622181 640780 579046 805589 758519 858390 0,003902 614002 807500 1,315141
A9HMA2 GLUDA 4022,12 24 72789 65537 54825 98718 76565 78767 0,043584 64384 84683 1,31529
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RL4_GLUDA 8650,71 9 129007 125541 126849 164352 187755 162100 0,015522 127132 171402  1,34822
A9HRW6_GLUDA 2091,10 16 37563 32758 33104 44771 53917 43712 0,019533 34475 47467 1,37684
A9HOA8_GLUDA 4735,42 11 93743 69468 102528 123995 112777 133586 0,025226 88580 123452 1,39369
A9HA48_ GLUDA 3710,43 10 42404 33778 40091 56505 50990 54798 0,005658 38758 54097 1,395779
A9HNC1_GLUDA 1258,06 10 35479 31582 31377 31449 25846 27159 0,050124 32813 28151 0,857931
A9H9C1 GLUDA 1447,02 10 3779 4256 3457 62602 82986 22175 0,050132 3830 55921 14,59939
RL25_GLUDA 16126,46 13 359967 350061 346563 401365 416224 365072 0,050577 352197 394220 1,119317
A9HBO5_GLUDA 31018,29 12 630651 676438 685677 627894 603531 627484 0,051454 664255 619636 0,932829
A9HG6EO_GLUDA 2674,33 6 49713 44242 56444 61561 57332 76013 0,051531 50133 64969 1,295933
A9HJ89 GLUDA 2478,14 21 60650 57646 66605 53232 36691 52558 0,051591 61634 47494 0,770579
A9HPB9_GLUDA 15517,36 14 400155 404665 349297 266749 363655 301850 0,052117 384706 310751 0,807764
A9HRV4_GLUDA 4160,24 9 91944 93343 127060 69412 80776 69943 0,052205 104116 73377 0,704765
A9HFJ7_GLUDA 6815,86 18 142522 150524 118531 173619 148185 167797 0,052768 137192 163200 1,189571
A9HJIT7_GLUDA 548,58 2 77857 74627 52645 28782 51167 54671 0,053429 68376 44873 0,65627
A9HIR3_GLUDA 1389,50 3 65044 47308 44440 41857 24646 38219 0,053847 52264 34907 0,667903
A9H381 GLUDA 1071,30 9 35363 33268 25725 21948 27505 22779 0,055863 31452 24078 0,765533
A9HB04_GLUDA 9168,71 17 221509 212741 176807 149251 128409 190980 0,056436 203686 156214 0,766934
A9HIQ1 GLUDA 6425,66 6 132892 134994 126516 90487 121307 111824 0,056686 131467 107873 0,820531
A9HSY7_ GLUDA 498,34 2 28127 28110 24712 13824 1 20313 0,058229 26983 11379 0,421728
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RS19 GLUDA 11013,64 4 91210 95760 131423 159272 118078 145867 0,058914 106131 141072 1,329226
A9HSC5_GLUDA 7172,32 9 55182 50922 76205 79153 71228 97568 0,05931 60770 82650 1,360046
A9HRD5_GLUDA 3655,27 8 73755 73765 54400 43243 49900 60080 0,060352 67306 51074 0,758836
A9HFX5_GLUDA 3025,13 9 40226 38564 47845 36790 32160 36969 0,060655 42212 35306 0,83641
A9HOUO_GLUDA 4229,53 3 113993 139775 84690 61062 90483 72050 0,061151 112819 74532 0,660629
A9HBU3_GLUDA 2345,21 8 33578 31589 24895 47067 32851 52562 0,061422 30021 44160 1,470979
A9HQQ2_GLUDA 937,88 5 22951 23254 15248 27135 25092 28282 0,062052 20484 26836 1,310085
A9HLE8_GLUDA 710,82 8 9901 7541 8650 58054 16176 47555 0,063122 8697 40595 4,667565
A9H1P7_GLUDA 2084,48 27 57518 57615 81051 52500 28294 51506 0,064103 65395 44100 0,674365
RL31_GLUDA 19562,45 5 130407 163602 261511 84584 34590 145954 0,066245 185174 88376 0,477262
ATPD_GLUDA 5526,72 8 51161 46837 52826 51740 57953 55473 0,066416 50275 55055 1,095084
A9H8CO_GLUDA 7769,63 15 119641 113851 125351 160553 137379 205566 0,067051 119614 167833 1,403116
A9HAS51_ GLUDA 611,21 3 26281 23586 1 29329 51379 30878 0,067804 16623 37195 2,237627
A9H8C2_GLUDA 465,03 2 10611 12338 13269 14273 15688 21555 0,069133 12073 17172 1,422406
A9HKL6_GLUDA 2449,25 9 35347 36138 35447 28277 29515 34871 0,070557 35644 30887 0,866548
A9HEU1 GLUDA 1370,26 10 61433 62961 42894 38717 32444 50237 0,070972 55763 40466 0,725681
A9HK29 GLUDA 575,15 5 30765 28264 26590 37582 35279 29264 0,071595 28539 34042 1,192795
A9HSH5 GLUDA 3966,23 20 115236 114673 110625 101832 68080 97662 0,073437 113511 89191 0,785749
A9HAM5 GLUDA 1072,61 5 25302 29601 42426 19180 16293 27582 0,074115 32443 21018 0,647846
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A9HDEG6_GLUDA 8397,64 15 102180 100714 93399 104347 107130 123452 0,075282 98764 111643 1,130397
A9H320_GLUDA 3087,37 19 5674 5999 3724 79376 117764 17391 0,075578 5133 71510 13,93239
A9HB8M9_GLUDA 1315,99 13 32834 36379 32869 15550 19925 32623 0,075775 34028 22699 0,667077
A9HKF2_GLUDA 564,51 7 30349 29754 21883 21907 18044 24297 0,078133 27329 21416 0,783644
A9HHFO_GLUDA 1318,51 11 46204 54519 65069 48856 16332 39649 0,080185 55264 34946 0,632341
A9HEEG6_GLUDA 7167,35 12 101488 113986 151994 82590 96803 92594 0,081847 122489 90662 0,740165
A9H5B4_GLUDA 720,52 3 33446 35361 7114 1 11320 8162 0,082404 25307 6494 0,256621
A9H801_GLUDA 607,02 4 24877 22023 16069 13415 17556 16007 0,082503 20990 15660 0,746064
A9HE94 GLUDA 619,00 4 1 1 1 8855 21278 3507 0,08345 1 11213 11213,44
A9HSE9 GLUDA 10404,64 16 222741 200745 198129 158334 144009 205537 0,083671 207205 169293 0,817032
A9HHY3_GLUDA 15683,53 26 322138 345411 244989 248508 251364 224706 0,083868 304179 241526 0,794026
A9HJIG8_GLUDA 32036,04 7 223277 246375 254128 206198 146041 225400 0,084045 241260 192546 0,798086
CH602_GLUDA 14463,91 32 181619 278431 318279 191702 153238 182925 0,084175 259443 175955 0,678203
DNAK_GLUDA 25569,58 42 562851 574974 538962 555559 486871 513578 0,085973 558929 518669 0,92797
A9HAT2_GLUDA 2810,37 6 27950 38016 52538 25595 22291 26532 0,086062 39501 24806 0,627982
A9HIP8_GLUDA 1190,14 6 12730 15270 9532 14853 19299 14547 0,087762 12511 16233 1,297519
A9GZZ4 GLUDA 5533,55 13 45783 45791 43201 117540 198064 60920 0,09003 44925 125508 2,793718
A9HLY3_GLUDA 9094,36 14 169141 183269 153469 145844 159978 149580 0,090167 168626 151801 0,900219
MURC_GLUDA 469,23 2 27329 35136 28261 43260 32311 35291 0,090827 30242 36954 1,22195
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A9HLF6_GLUDA 3163,08 10 69544 72610 92025 92819 84799 97836 0,090836 78060 91818 1,176254
A9HAQ3_GLUDA 1367,20 5 64207 59183 89583 49288 48942 59975 0,091305 70991 52735 0,74284
A9HBK9_GLUDA 1069,42 10 31696 31841 46338 26522 25832 28839 0,092131 36625 27064 0,738959
A9HF70_GLUDA 8050,85 8 378848 437917 400346 272246 355287 391689 0,097596 405704 339740 0,837411
A9H3X9_GLUDA 5674,24 8 140269 147078 146587 120964 111593 145058 0,097973 144645 125872 0,870212
A9H165_ GLUDA 1119,71 13 31757 45774 43774 34550 27361 34816 0,098365 40435 32242 0,797379
A9GZJ1 _GLUDA 1098,25 2 27577 26160 29719 20455 1 22377 0,098508 27819 14278 0,513238
A9HPD7_GLUDA 2768,19 12 171106 138785 88571 81889 94623 86234 0,098914 132820 87582 0,659403
A9HK81_GLUDA 1228,86 5 13363 24406 23452 25256 23910 33420 0,099912 20407 27529 1,348971
A9HLJ4 GLUDA 3349,50 18 49859 32339 79063 87402 58349 98270 0,101727 53754 81340 1,51321
A9HB78_GLUDA 2548,52 8 78954 91901 87586 86933 69892 68716 0,102221 86147 75180 0,872699
A9HIX3_GLUDA 4796,64 8 89337 93212 134151 83820 68769 86546 0,102775 105566 79712 0,755086
A9HLQ7_GLUDA 734,26 6 26569 27955 32805 23332 14964 28181 0,103568 29110 22159 0,761215
FABZ_GLUDA 348,16 2 1 6308 8585 8686 7902 20272 0,105109 4965 12287 2,474789
A9HAF3_GLUDA 1356,02 6 18343 16843 22455 24395 20461 22040 0,106227 19214 22299 1,160568
A9H988 GLUDA 1170,49 4 19088 18110 23298 31676 64440 27279 0,106941 20165 41132 2,039722
A9HB14 GLUDA 851,88 11 52925 51414 28602 36199 23304 31823 0,107047 44314 30442 0,686964
A9H246_GLUDA 1686,22 9 29802 27189 33209 102302 24675 120250 0,107945 30067 82409 2,740867
A9HRY4 GLUDA 385,36 2 21375 24875 29764 21820 11194 22949 0,110055 25338 18654 0,736224
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A9HET1_GLUDA 2526,34 17 124101 91742 61155 53750 68658 59859 0,110116 92333 60755 0,658004
A9HRP5_GLUDA 5294,72 15 113963 100739 123507 123179 124610 125125 0,110525 112736 124305 1,102613
A9HJIXO0_GLUDA 591,17 3 20912 20610 24254 19898 10119 19378 0,110752 21925 16465 0,750967
A9HM70_GLUDA 22006,13 6 306780 355297 316425 348641 337782 404392 0,1108 326167 363605 1,114779
A9HLJ9_GLUDA 3224,06 20 98336 89580 113002 95782 63248 89270 0,114133 100306 82766 0,825137
A9HH12_GLUDA 1311,00 7 37177 31299 43396 33413 31660 29152 0,114205 37291 31408 0,842246
A9HPC3_GLUDA 1883,00 9 81816 73340 49080 53281 47176 55167 0,118268 68079 51875 0,76198
A9HOCO_GLUDA 20576,23 9 122440 122214 176908 147911 192290 175285 0,120292 140521 171829 1,222798
A9HMMO_GLUDA 1031,12 6 45838 52325 57885 53053 37798 41081 0,121504 52016 43977 0,845453
A9HFD5_GLUDA 9088,36 11 146948 132625 189238 101854 140982 138024 0,121765 156270 126953 0,812395
A9HRU1_GLUDA 1598,77 3 28533 32745 35646 49138 31555 40367 0,124968 32308 40353 1,249019
A9H3E8_GLUDA 609,47 2 50604 556532 39962 48069 34789 39020 0,126887 48699 40626 0,834221
A9HKU8_GLUDA 19141,05 12 199965 211034 249272 254697 218318 286148 0,128284 220090 253054 1,149775
A9HJ15_GLUDA 6071,02 13 96187 83199 86464 91117 72517 72121 0,129248 88617 78585 0,886797
RL18_GLUDA 1127,63 2 16109 16452 35961 25353 40327 34553 0,130273 22841 33411 1,462789
A9HI15_GLUDA 4328,02 4 94445 68653 52418 55059 44982 59155 0,130541 71839 53065 0,738677
TRPA_GLUDA 1913,15 4 29146 26341 25771 25323 26704 24128 0,130917 27086 25385 0,937186
A9HEQ4_GLUDA 570,22 2 7901 8062 14409 8946 17137 19891 0,133115 10124 15324 1,513647
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A9HEF9_GLUDA 855,82 6 27533 26630 29595 26051 27855 22309 0,133126 27919 25405 0,909939
ACCA_GLUDA 3577,23 9 110153 99712 116404 104900 84016 104250 0,133343 108756 97722 0,898543
A9HF65 GLUDA 2364,26 7 38218 48852 57412 34004 28205 49555 0,133865 48160 37255 0,773553
A9HS56_GLUDA 1926,34 9 51698 38384 48965 41376 38998 40344 0,134831 46349 40239 0,868181
A9HKVO_GLUDA 1865,93 14 50887 39407 41837 41464 57631 68956 0,1354 44044 56017 1,271852
A9HPK6_GLUDA 2025,44 5 34645 35677 55196 39250 25025 30187 0,135695 41840 31488 0,752579
A9HAE5 GLUDA 5520,68 15 79258 96504 100420 78917 48081 91165 0,136027 92061 72721 0,789924
A9HIX2_GLUDA 3472,17 10 93725 94205 123413 79636 62960 106802 0,136743 103781 83133 0,801039
A9HHS9 GLUDA 1178,41 4 58768 33234 31654 26382 23686 34513 0,136923 41219 28194 0,684001
A9HHD1 GLUDA 4498,17 4 63413 44447 74231 53392 33793 53126 0,137027 60697 46770 0,770544
A9HBK6_GLUDA 2665,82 4 36619 34351 34377 24005 29509 36223 0,138297 35116 29912 0,851823
A9H338_ GLUDA 4440,82 7 117131 43380 58250 38760 32471 48191 0,138641 72921 39807 0,545895
A9H3Z8 GLUDA 1578,02 2 9894 10549 13952 8748 9007 10997 0,139847 11465 9584 0,835948
A9H5P1_GLUDA 2718,53 8 71020 71164 23266 78636 58610 108683 0,141159 55150 81976 1,486425
A9H282_GLUDA 625,20 4 22044 18841 25111 22588 25231 26192 0,143865 21999 24670 1,121448
A9HOVO_GLUDA 557,72 2 36449 1 17141 35012 36338 27181 0,144266 17864 32843 1,838555
AZOR_GLUDA 2467,58 4 39644 23973 48356 24812 25676 31131 0,144838 37324 27206 0,728917
A9HRT3_GLUDA 3560,35 17 86238 107577 66053 102538 90374 123323 0,145789 86623 105411 1,216901
RPOA_GLUDA 25067,62 20 395405 376923 422140 380902 377097 380990 0,146866 398156 379663 0,953553
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A9HA92_ GLUDA 30565,09 4 240178 244681 301280 308521 288944 272661 0,148019 262046 290042 1,106833
ATPB_GLUDA 23125,04 28 358640 341367 436313 367765 304454 336833 0,148666 378773 336351 0,888
A9HDO5_GLUDA 1301,21 5 27503 26557 38359 28101 27355 20926 0,153123 30806 25460 0,826466
A9HH94 GLUDA 10008,33 5 49815 50132 21376 60305 38260 114421 0,155402 40441 70995 1,755531
A9HCQ2_GLUDA 5516,58 11 191127 155735 162697 152269 119924 172007 0,156923 169853 148067 0,871735
A9HHE7_GLUDA 8308,48 6 60407 58312 56885 69262 55001 74806 0,157555 58534 66356 1,133629
A9H1QO0_GLUDA 7080,98 7 91235 89519 128171 141341 112901 110033 0,159227 102975 121425 1,179171
PSD_GLUDA 721,36 2 29068 31079 1 34843 39755 25355 0,159653 20049 33318 1,661798
A9HIN7_GLUDA 816,34 3 1 6915 4314 15460 1 17646 0,159892 3743 11036 2,948041
A9HAA2_GLUDA 2136,61 5 55347 44907 42405 42575 62602 80796 0,160588 47553 61991 1,303624
A9HEH3_GLUDA 11224,30 20 338979 320850 279290 262595 284107 314438 0,163384 313040 287047 0,916966
A9H1J4 GLUDA 2101,75 10 70987 75029 58080 61896 51842 67455 0,164292 68032 60398 0,887786
A9H599 GLUDA 308,57 2 19542 32941 3607 6838 9225 7697 0,165669 18697 7920 0,423605
A9HOK4_GLUDA 7135,35 18 147346 150883 166495 125705 115996 165606 0,168256 154908 135769 0,876451
A9HJAO_GLUDA 2300,52 6 36285 32684 37783 35710 32537 32322 0,168709 35584 33523 0,94209
A9H8HS8_ GLUDA 4482,90 4 46996 51320 59625 51628 80308 58587 0,169714 52647 63508 1,206299
A9HT61_GLUDA 2547,46 3 42608 37961 55112 41001 36535 39098 0,170195 45227 38878 0,859625
TIG_GLUDA 27767,47 32 431991 434234 596591 459325 355861 438401 0,172123 487605 417863 0,856969
A9HOT7_ GLUDA 1024,28 5 32712 44863 12600 44400 31951 49558 0,173082 30058 41970 1,396283
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A9HM56_GLUDA 3545,62 7 63579 67812 79759 62635 14623 70330 0,174096 70383 49196 0,69897
A9H6Y6_GLUDA 493,31 2 20517 20906 8472 13240 6937 14290 0,174456 16631 11489 0,690801
A9HM62_GLUDA 2665,89 5 38712 85068 68490 64074 103813 80712 0,176159 64090 82866 1,29297
A9HM30_GLUDA 12815,05 19 306230 270244 311164 304508 301784 332481 0,17804 295879 312924 1,057609
A9H7E6_GLUDA 3457,55 6 78793 80298 70759 67523 66362 79598 0,178399 76617 71161 0,92879
RL15 GLUDA 11325,63 4 133343 141819 147571 185293 148208 139338 0,178929 140911 157613 1,118531
A9HDN9_GLUDA 3713,72 12 122411 97393 103598 90112 73728 114697 0,179111 107801 92846 0,861274
A9H435 GLUDA 891,47 3 14356 10567 12687 13376 15230 13063 0,181905 12537 13889 1,107898
A9HPE7_GLUDA 4001,29 9 36944 43875 73311 63198 51996 83471 0,182284 51377 66222 1,288944
PNP_GLUDA 13286,82 34 216122 217657 196974 266854 184034 295123 0,184109 210251 248670 1,182732
A9HKX7_GLUDA 589,38 2 20093 17317 15246 16959 15233 15570 0,184342 17552 15921 0,907056
A9HSH2_ GLUDA 6029,52 6 96608 101835 79780 71217 68077 100875 0,186616 92741 80057 0,863229
A9HRD7_GLUDA 3715,98 9 98780 87807 89695 71752 43477 102776 0,187191 92094 72668 0,789066
A9HJ42 GLUDA 1033,18 5 22342 18036 38236 23269 15242 19347 0,190601 26205 19286 0,735981
A9H4V7_GLUDA 3398,42 16 71292 70604 103866 94766 92615 94732 0,192295 81921 94038 1,147913
A9HPG2_GLUDA 6879,68 10 139493 144095 125212 114561 147674 95977 0,192533 136267 119404 0,87625
A9HH55_ GLUDA 7125,60 7 84131 93069 97724 101800 89464 206967 0,192587 91641 132744 1,44851
A9HJIR7_GLUDA 1333,14 5 44702 49606 58032 53931 36807 42983 0,193153 50780 44574 0,877785
RPOZ_GLUDA 6377,02 2 94230 142817 212232 97091 106876 132483 0,19437 149759 112150 0,748869
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DAPA_GLUDA 4996,53 13 74428 82967 84137 84711 68121 70923 0,194379 80510 74585 0,9264
A9HM79_GLUDA 5601,80 2 98549 102191 140118 115210 130441 140784 0,194481 113619 128811 1,133711
A9HA40_GLUDA 1431,00 12 40648 39839 166366 38655 20747 51734 0,197535 82284 37045 0,450211
A9HREO_GLUDA 2263,69 7 75044 64892 104773 75079 50842 76640 0,198078 81569 67520 0,827761
A9H549_ GLUDA 12088,71 27 288394 279662 257723 347820 294640 263383 0,198367 275260 301948 1,096956
A9HB09_GLUDA 2532,82 5 44999 49036 61846 48566 24655 52979 0,198935 51960 42067 0,809595
A9HFV9_GLUDA 543,85 2 23275 17184 20982 36867 42404 12011 0,199563 20480 30427 1,485685
A9HKFO_GLUDA 1172,59 5 64326 52675 34891 38103 35076 50510 0,20237 50631 41230 0,814322
A9HL14_GLUDA 12063,78 11 339882 336240 332234 354068 323852 398935 0,202561 336118 358952 1,067932
A9HBG7_GLUDA 587,90 2 13447 11920 1 54265 1 20846 0,202964 8456 25037 2,960876
A9HMS51_GLUDA 3855,60 14 76869 88258 73043 60298 56023 88853 0,203436 79390 68391 0,861463
A9GZP4_GLUDA 6138,00 9 176491 451732 175038 227989 388289 525308 0,210573 267753 380529  1,42119
A9H134_GLUDA 1676,08 6 64895 60506 34177 56167 63609 69204 0,210679 53193 62993 1,184248
A9HL93_GLUDA 977,92 2 1 1 24552 1 1 1 0,211325 8185 1 0,000122
A9HO70_GLUDA 2112,95 12 67131 64597 62039 62302 47293 66654 0,213081 64589 58750 0,909594
A9HLJ6_GLUDA 816,50 4 52812 53267 37020 33408 51863 37314 0,213778 47699 40862 0,856651
A9HBE7_GLUDA 1251,16 4 23467 25949 17291 19954 31175 26604 0,214266 22236 25911 1,165296
A9HK46_GLUDA 43950,11 9 624357 602612 601471 624022 505530 594300 0,215908 609480 574617 0,942799
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A9HHP7_GLUDA 2617,27 11 83345 79782 93742 65178 81816 88316 0,216476 85623 78437 0,916072
RIMP_GLUDA 7672,37 8 57247 48549 77033 49171 54316 54807 0,217765 60943 52765 0,865802
A9H4A8_GLUDA 987,96 4 19890 13574 18667 13790 17036 15551 0,220125 17377 15459 0,889632
A9HFN2_GLUDA 4442,71 6 32174 39138 73962 42014 31918 34197 0,220531 48424 36043 0,744315
A9HJIB2_GLUDA 2747,81 14 101643 94002 68681 95013 44618 78276 0,220755 88109 72636 0,824389
A9HKE7_GLUDA 1238,35 8 27083 26766 28645 23708 15305 30788 0,222316 27498 23267 0,846134
A9HRI9_GLUDA 2989,28 15 55258 54327 95325 60111 32857 68073 0,222932 68303 53680 0,785911
A9H332_GLUDA 5334,91 10 111391 114024 109499 90634 100482 119841 0,225444 111638 103653 0,928469
A9HIG8_GLUDA 1345,01 5 21893 23943 26307 24310 15028 24085 0,225927 24047 21141 0,879128
A9HIK8_GLUDA 3159,34 7 50209 44263 28422 64362 34423 50643 0,231494 40965 49810 1,215918
A9HM98_GLUDA 2297,89 9 51641 53615 44340 86271 30547 80597 0,231926 49866 65805 1,319641
A9HI27_GLUDA 3501,06 9 62859 46945 64294 50284 18993 66515 0,232843 58033 45264 0,779977
A9HFO0_GLUDA 705,89 2 41044 35965 40880 38077 41483 24914 0,237588 39296 34825 0,886202
A9HISO_GLUDA 8096,97 8 108683 104707 125308 93423 86359 125641 0,237669 112899 101808 0,901759
A9H4P1_ GLUDA 3205,68 9 56232 59189 52998 50511 37518 61995 0,240102 56139 50008 0,89078
A9HMV6_GLUDA 1050,99 8 65517 64457 52926 58174 57001 57389 0,241555 60967 57521 0,943486
A9H2N2_GLUDA 1287,51 5 50481 53668 53905 55759 31757 51614 0,242498 52685 46376 0,880265
A9H7L9 GLUDA 1896,47 10 36865 63308 73865 53692 45032 47461 0,245131 58013 48728 0,839959
A9HJIC5 GLUDA 38203,03 5 327655 334916 331201 355925 317582 350172 0,246443 331257 341227 1,030095
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RS6_GLUDA 6463,84 4 58201 62040 77564 86918 55074 82467 0,247419 65935 74820 1,134745
FOLD_GLUDA 1842,54 6 30911 28968 36532 29530 30166 31112 0,249392 32137 30269 0,941891
A9HI24_GLUDA 838,35 2 37714 30536 53721 31840 42539 29602 0,250557 40657 34660 0,852509
A9HMD4_GLUDA 4289,21 5 58554 54698 80733 84257 82783 54753 0,251385 64662 73931 1,143351
ATPG_GLUDA 2738,09 9 40289 42868 53603 44008 60458 46746 0,251418 45587 50404 1,105679
A9H3U2_GLUDA 1896,41 9 65793 59546 57058 55526 48580 65674 0,253517 60799 56593 0,930828
A9HBZ6_GLUDA 5180,77 3 57762 41856 46473 54553 38643 36918 0,254582 48697 43371 0,890632
A9H4E8_GLUDA 2695,91 5 74467 73096 106795 85421 63112 77431 0,254718 84786 75321 0,888368
A9HKWS8_GLUDA 3916,06 6 69598 62173 97078 60230 46030 87590 0,255616 76283 64617 0,847064
A9HCX4_GLUDA 3241,62 5 31300 34772 48013 35651 48047 44004 0,256375 38029 42567 1,119352
A9HDF5_GLUDA 3493,53 4 33884 43834 25032 35918 22135 30229 0,258669 34250 29427 0,859195
A9HJ44 GLUDA 1560,40 11 57017 38613 68246 44450 27715 63223 0,259487 54625 45129 0,826163
A9H983_GLUDA 337,99 2 1 12369 17645 17697 12986 11705 0,260289 10005 14129 1,412251
A9H3A3_GLUDA 6976,38 16 121575 137790 161782 116419 82924 164386 0,260848 140382 121243 0,86366
ARGB_GLUDA 2148,18 8 27506 40292 46016 36488 37996 57774 0,261921 37938 44086 1,16206
A9HRR8 GLUDA 4754,68 16 115001 120573 152241 129844 122623 181765 0,26333 129272 144744 1,119686
A9HKR5_GLUDA 5734,64 12 63409 61658 94659 70720 44137 75238 0,266193 73242 63365 0,865141
A9HEL6_GLUDA 2557,20 15 59601 59283 52463 67369 44364 86538 0,270141 57116 66090 1,157131
A9HFC1 GLUDA 3301,82 4 67762 65755 67057 63363 117527 60053 0,27261 66858 80314 1,201267
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A9H466_GLUDA 2287,07 14 88705 83047 43921 55865 47210 274532 0,272711 71891 125869 1,750825
A9H2M9_GLUDA 2775,37 7 57192 43555 30833 53887 27955 89870 0,273487 43860 57237 1,304999
A9HM16_GLUDA 4068,10 13 93693 97071 99653 88214 101343 92429 0,279128 96806 93995 0,970967
A9H995 GLUDA 10920,20 12 151593 169085 200631 158318 163691 169284 0,280347 173770 163764 0,942423
A9HFV5_GLUDA 7995,05 31 323266 352993 312331 308021 271967 355737 0,281572 329530 311908 0,946525
A9HIA3_GLUDA 1083,92 8 22566 32707 43111 24230 25944 35236 0,284939 32795 28470 0,868132
RL11 _GLUDA 22286,92 13 395200 409272 439990 417170 394835 498204 0,285362 414820 436736 1,052832
A9HE22_ GLUDA 675,51 3 22928 27363 18169 10851 13728 30933 0,287895 22820 18504 0,810853
A9HPFO_GLUDA 10580,89 11 241875 237682 175938 195955 197329 218943 0,288478 218498 204075 0,933992
ENO_GLUDA 24885,39 22 432612 413535 372060 413558 393747 458547 0,288711 406069 421951 1,039111
A9HHL5_GLUDA 1129,53 4 30833 24765 24191 21665 28191 24938 0,294777 26596 24931 0,937397
RL7_GLUDA 38265,37 5 256415 393855 427085 423275 245294 623030 0,299085 359118 430533 1,198862
A9HFLO_GLUDA 941,16 11 32357 43836 47849 40973 33243 40669 0,301513 41347 38295 0,926184
A9HEX3_GLUDA 6297,88 5 120126 119386 47442 94165 146913 96040 0,30296 95651 112373 1,174814
EFP_GLUDA 5501,27 2 192885 103996 114463 114543 124749 121653 0,305358 137114 120315 0,877478
A9HH48 GLUDA 361,79 2 17035 15944 15909 17558 1 20038 0,305693 16296 12532 0,769033
A9H181 GLUDA 470,50 5 24492 25462 20554 18970 16955 28159 0,306257 23503 21361 0,90889
A9H7G6_GLUDA 8036,52 10 78278 81691 95806 72843 92802 110833 0,306362 85258 92159 1,080941
A9HK12 GLUDA 7714,38 26 257303 267135 255961 257096 248036 309728 0,306526 260133 271620 1,044159
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HFQ_GLUDA 12983,29 7 104009 95897 113405 98898 93922 109322 0,306624 104437 100714 0,964352
METK_GLUDA 12607,16 22 232507 280358 294901 284093 234572 356092 0,307477 269255 291586 1,082934
A9HFT8_GLUDA 6138,89 16 91361 95759 89119 85104 86217 131908 0,30979 92079 101076 1,097708
A9HMZ5 GLUDA 725,41 2 13508 15199 23570 20950 16971 19781 0,315221 17426 19234 1,103765
A9HC31 _GLUDA 1762,23 5 11550 13488 13543 12590 11652 17398 0,317268 12860 13880 1,079257
A9HHP4_GLUDA 1381,95 7 56320 64283 40990 70189 60267 45759 0,32337 53864 58738 1,090487
A9HBM4_GLUDA 2836,84 13 44760 42897 65255 59114 39333 72212 0,324125 50970 56886 1,116065
A9HI52_GLUDA 3138,46 7 33719 56394 60008 59792 34030 78608 0,328489 50040 57477 1,14861
A9HOW?2_GLUDA 1008,04 5 24668 17830 18925 15872 22286 19217 0,328618 20474 19125 0,934106
A9H317_GLUDA 19952,19 36 434869 478454 504160 477153 353669 510049 0,32941 472494 446957 0,945953
A9H1K4 GLUDA 565,49 2 27108 12527 14064 17410 19668 8793 0,336334 17899 15290 0,854231
RL10_GLUDA 34011,68 11 388594 382673 340055 359721 389907 386297 0,338394 370441 378641 1,022137
A9HHO5_GLUDA 1539,15 7 38764 50378 30964 26631 41960 41452 0,340171 40035 36681 0,916219
THIG_GLUDA 1412,08 6 14076 15133 23886 15249 14843 31355 0,342616 17698 20482 1,157291
A9HIO7_GLUDA 5076,88 7 118233 85697 93665 85165 96226 101594 0,343306 99198 94328 0,950905
A9H4G5_ GLUDA 8866,39 6 207963 235440 232226 232953 184375 309777 0,344133 225210 242369 1,076191
A9H3Y4_GLUDA 1233,72 6 31167 29388 39606 34021 35473 35001 0,346409 33387 34832 1,043267
A9HAP4_GLUDA 5233,49 5 167378 172943 127759 147932 167888 173087 0,347921 156027 162969 1,044494
A9HT68 GLUDA 9616,33 8 72606 73413 94985 78099 69097 83034 0,348156 80335 76743 0,955297
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A9H3C6_GLUDA 922,45 4 19375 17316 16001 17093 1 25516 0,349623 17564 14203 0,808678
A9HDC8_GLUDA 872,30 7 24076 20544 23810 23251 14971 25778 0,351779 22810 21333 0,935274
ATPA_GLUDA 22091,75 30 354971 372014 344930 348809 322778 378084 0,353022 357305 349890 0,979248
A9H2A4_GLUDA 3990,63 8 67592 63852 75379 68780 79160 65371 0,353977 68941 71104  1,03137
A9H6A5 GLUDA  11035,31 14 153441 150246 174793 137982 168022 195049 0,354242 159493 167018 1,047175
A9HEA5_GLUDA 3677,90 9 125743 119567 122517 98675 118486 183768 0,354929 122609 133643 1,089994
A9HBF6_GLUDA 1040,10 6 35420 50533 61307 34409 50225 51490 0,356031 49086 45375 0,924381
A9HOU5_GLUDA 2534,02 7 89036 100968 104977 89125 74688 115408 0,356792 98327 93074 0,946579
A9HL44 GLUDA 341,36 2 9438 1 6951 4518 1 7638 0,357692 5463 4052 0,741702
A9HJ94_GLUDA 668,96 2 1 1 12193 6344 1 12049 0,359705 4065 6131 1,508385
AHPD_GLUDA 6980,74 7 69738 65416 80519 59797 51369 89626 0,360389 71891 66931 0,931005
A9H3UO_GLUDA 923,15 7 25596 23350 21535 16813 21515 28057 0,362271 23494 22128 0,941871
A9HIU7_GLUDA 3200,11 14 48139 72385 60674 59342 42557 100972 0,364308 60399 67624 1,119607
NUOB2_GLUDA 3849,32 4 33535 35793 25770 22457 37153 43351 0,365028 31699 34320 1,082687
A9HRX3_GLUDA 3893,29 10 52172 63930 65699 44844 53576 72824 0,365091 60600 57081 0,941926
RRF_GLUDA 9105,32 11 128464 142068 189472 115027 195664 115336 0,373876 153335 142009 0,926137
A9H335_GLUDA 8259,89 9 151264 158362 157793 147868 142857 194327 0,377607 155806 161684 1,037725
A9HOLO_GLUDA 944,81 5 18002 19292 36434 14237 25303 27008 0,378649 24576 22183 0,902607
A9HS93 GLUDA 2179,47 7 42544 45546 83255 57010 43913 56667 0,383031 57115 52530 0,919718
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A9HO090_GLUDA 2897,88 21 83271 68639 99345 70585 59587 105471 0,384932 83752 78547 0,937861
OMPC_GLUDA 19558,81 17 750299 745990 641876 713776 624955 877876 0,385974 712722 738869 1,036686
A9HFA7_GLUDA 5874,71 7 106287 102545 98610 104945 92255 117500 0,388331 102481 104900 1,023608
A9HMO7_GLUDA 1380,16 2 47607 41684 19959 30093 37453 33504 0,389694 36417 33683 0,924947
DCUP_GLUDA 1988,70 8 38901 40550 40706 35403 37575 44568 0,392488 40052 39182 0,978265
A9HF96_GLUDA 3804,50 10 126809 133324 134636 105900 84843 177906 0,393447 131590 122883 0,933833
A9HLU2_GLUDA 2260,44 10 72430 67651 62149 64231 51149 79328 0,397199 67410 64902 0,962797
A9HS52_GLUDA 1345,31 6 26703 45154 32320 46595 29630 34124 0,398141 34726 36783 1,059252
A9HRY6_GLUDA 1896,28 8 27364 29161 31540 36142 29923 24961 0,398334 29355 30342 1,033615
A9HBG1_GLUDA 1534,15 6 24159 25379 29366 33458 12890 39461 0,401786 26301 28603  1,08752
A9HRQ5_GLUDA 15029,59 16 270066 278193 297172 283669 230714 362718 0,405527 281810 292367 1,037459
A9H8D6_GLUDA 44334,10 17 471631 474215 540590 441389 459936 553341 0,406208 495479 484888 0,978626
A9HDUG_GLUDA 2159,72 11 78881 87047 61723 70023 70479 95676 0,406944 75884 78726 1,037453
A9HJIVO_GLUDA 4713,23 9 91373 82306 79322 79696 79862 99075 0,407484 84334 86211 1,022259
A9H329_GLUDA 1042,54 5 32233 21214 32462 29188 27282 26470 0,408455 28636 27647 0,965436
A9HN12_GLUDA 3102,00 19 90640 108325 131057 134057 87157 122307 0,409184 110007 114507 1,040906
A9HRU7_GLUDA 54597,21 5 454996 433850 402367 470828 268993 495478 0,410699 430405 411767 0,956697
A9HMM2_GLUDA 1699,55 3 48080 46162 1 34367 20221 27576 0,412416 31414 27388 0,871824
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A9GZI8_GLUDA 2043,40 11 52168 48455 60959 46934 53787 65478 0,413741 53861 55400 1,028576
A9HM29 GLUDA 29860,08 20 646421 649256 501337 581573 578351 601208 0,415145 599005 587044 0,980032
A9HIY5_GLUDA 492267 8 61331 74351 84496 100529 46887 84676 0,417225 73393 77364 1,054111
A9GZR4_GLUDA 1002,10 6 25840 24601 21319 30396 14870 23235 0,417629 23920 22834 0,954591
A9HIG3_GLUDA 2510,93 19 45067 65557 55584 53499 30695 73113 0,420964 55403 52436 0,946447
NDK_GLUDA 15674,95 5 373753 357952 324282 311107 383692 345164 0,422869 351996 346654 0,984825
A9HB8C5_GLUDA 4037,65 9 66634 75537 100861 79662 76881 93763 0,423363 81011 83436 1,029932
A9HK57_GLUDA 5078,06 10 56425 82233 71795 63134 57769 83035 0,424789 70151 67979 0,969045
A9HRCO_GLUDA 537,17 3 15315 14092 19868 16941 14281 19445 0,425231 16425 16889  1,02826
A9H8I6_GLUDA 2150,84 8 48864 45065 47798 39731 54617 50232 0,426034 47242 48193 1,02013
A9HJ01_GLUDA 2951,74 10 81967 94006 115248 94559 70664 116485 0,428553 97073 93903 0,967336
A9HJIG6_GLUDA 7704,89 3 59660 47540 55867 41853 59815 66013 0,430747 54356 55894 1,028297
A9HF68_GLUDA 4261,60 6 113053 79682 131070 105284 98396 111192 0,431842 107935 104957 0,97241
A9HJ45 GLUDA 589,05 3 33461 34026 1 33564 23687 16977 0,433603 22496 24743 1,099859
A9HJZ0_GLUDA 7008,81 3 159557 139559 147870 176896 176438 106917 0,434465 148995 153417 1,029677
A9HEE9 GLUDA 5739,78 10 151818 146193 137663 158686 130169 151938 0,434947 145225 146931 1,01175
A9HI49 GLUDA 788,98 7 18136 21933 21896 22301 11751 30950 0,436949 20655 21667 1,048998
A9H3H9 GLUDA 698,74 2 9511 9347 15355 8591 1 22077 0,437192 11404 10223 0,896427
A9HMC5 GLUDA 667,85 2 28917 16935 1 16879 1 23539 0,438325 15284 13473 0,8815

90T



Apéndice A. Cont

a o

S - N o = =
IS 5 3 3 > 3 S S S - = 3 =
a o o ° ° ° = = = o S e 2
8 - = = = = =} = n o o P
9 3 o 5 S 5 i e e & 8 @ S

© € S © © © 3 3 O 3 3

3 e ¢
A9HDT4 GLUDA  20482,92 15 342981 317556 335817 379369 304365 324747 0,43866 332118 336160 1,012171
A9H8S7 GLUDA 2344824 17 290293 352989 472312 369390 294719 489985 0,438671 371865 384698 1,034511
CH601_GLUDA 38262,66 43 671974 672055 825044 741156 701396 753955 0,438761 723024 732169 1,012648
A9H4AM9_GLUDA 5822,32 7 102313 103600 103359 89963 100946 114645 0,439112 103091 101851 0,987974
A9HE87_GLUDA 1461,45 7 37136 36690 57079 54088 39182 41660 0,439122 43635 44977 1,030748
A9HNB7_GLUDA 7157,15 16 131092 141742 159337 149534 104609 167777 0,43956 144057 140640 0,97628
A9HII7_GLUDA 6469,10 18 114680 133733 172627 156480 112883 162874 0,439977 140347 144079 1,026594
ATPE_GLUDA 1762,54 3 37977 36082 47187 26384 61080 27817 0,439978 40415 38427 0,950804
A9HLQ2_GLUDA 1512,60 4 16899 18672 23839 25968 16233 18821 0,444291 19803 20341 1,027148
A9HKL4_GLUDA 3807,90 13 59405 50194 55143 55025 40518 65748 0,446723 54914 53764 0,979048
A9HRE1_GLUDA 4618,99 9 60495 79476 72227 66591 56617 84732 0,447 70733 69313 0,979929
A9HI34_GLUDA 3524,14 17 88389 80430 107509 93735 99298 86841 0,451169 92109 93292 1,012836
A9H1P4_GLUDA 2830,57 10 32694 38506 50205 32406 26610 67765 0,453168 40468 42260 1,044284
RL19_GLUDA 5760,80 3 40140 34648 53933 49827 33708 48005  0,45426 42907 43846  1,0219
A9HFW9_GLUDA 662,74 2 18166 18241 1 15611 1 17937 0,456962 12136 11183 0,921473
A9HPJ3_GLUDA 1480,68 4 16225 14325 16026 11898 13912 19876 0,457186 15525 15229 0,980913
A9HBL5_GLUDA 2354,43 15 51111 59269 52137 52973 36135 77689 0,458856 54172 55599 1,026338
A9HIRO_GLUDA 2049,58 15 57975 59847 71943 64913 50585 71762 0,459312 63255 62420 0,986801
A9HNY2 GLUDA 1795,17 9 25311 23923 31083 23173 30668 27419 0,461863 26772 27086 1,011743
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A9HJIQ1 _GLUDA 12373,39 14 383162 384956 360979 377065 400303 356192 0,463096 376365 377853 1,003953
A9HJ43_GLUDA 1607,68 4 19853 23220 28442 22553 25222 22943 0,463722 23838 23573 0,988869
A9HBI3_GLUDA 2148,95 3 39307 37575 73632 51243 60855 34294 0,463813 50171 48797 0,972618
A9HFUS5_GLUDA 7730,23 31 167054 173888 210073 194019 145944 204568 0,464145 183672 181510 0,988233
A9HJIGO_GLUDA 1260,84 5 66201 68419 53285 54940 53305 82761 0,464509 62635 63669 1,016503
A9HNN4_GLUDA 932,29 2 1 1 22827 1 1 19952 0,464548 7610 6651 0,874083
A9HFE5_GLUDA 6983,36 17 105007 110001 107761 81345 84012 165445 0,465805 107590 110267 1,024888
A9HKZ6_GLUDA 1752,41 8 31970 33480 49139 38130 32405 42343 0,466203 38197 37626 0,98506
A9HHRS8_GLUDA 6391,58 7 76473 60392 127852 84767 62906 110587 0,467474 88239 86087 0,975605
A9HJA9 _GLUDA 4216,06 14 107962 106104 93407 116741 70920 124214 0,46957 102491 103959 1,014317
RL9_GLUDA 26520,55 13 411916 421511 361250 386593 414719 398327 0,470462 398226 399880 1,004154
LEUD_GLUDA 2177,73 6 13309 21354 64136 20554 14462 58856 0,470768 32933 31290 0,950132
A9HIK2_GLUDA 6802,01 22 168304 182197 298863 229350 154667 253850 0,472041 216455 212623 0,982296
A9GZX2_GLUDA 613,08 3 35860 29221 1 42313 1 26416 0,472477 21694 22910 1,056066
A9HP28_GLUDA 1420,20 2 23867 52285 1 39979 40624 1 0,472535 25384 26868 1,058455
A9HCR1_GLUDA 11451,86 11 236854 240711 274002 238218 260447 250019 0,473669 250522 249562 0,996165
A9HBF1_GLUDA 6657,56 4 130975 84648 92719 86068 126603 91665 0,473845 102780 101445 0,987011
A9HLZ7 _GLUDA 2403,67 11 58110 73901 50221 54955 42344 88124 0,474534 60744 61808 1,017511
A9HEK6_ GLUDA 5320,28 19 195122 209255 198521 203063 185485 216371 0,475122 200966 201640 1,003353
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A9HKU5_GLUDA 1868,74 9 125610 129342 48509 134270 25325 153179 0,475878 101154 104258 1,030685
A9HJ91_GLUDA 388,23 3 1 1 11963 1 1 10940 0,476357 3988 3647 0,914475
A9HIW8_GLUDA  21949,05 12 610078 555183 567723 543721 566922 627265 0,479634 577661 579302 1,002841
A9HFG9 GLUDA  12004,75 14 306604 321319 318687 290031 344933 308908 0,480416 315537 314624 0,997107
A9HM31_GLUDA 1118,03 6 18658 20001 21275 14207 16783 28245 0,481087 19978 19745  0,98834
A9HPB2_GLUDA 1488,82 4 57744 47824 41811 38530 72132 38589 0,481266 49126 49750 1,012703
BIOB_GLUDA 1086,73 4 39708 31128 30717 30878 26272 45172 0,485288 33851 34107 1,007572
A9H812_GLUDA 3835,83 6 57663 62794 77041 82964 30107 82485 0,487354 65833 65185 0,990164
A9H1J6_GLUDA 759,11 3 13041 13287 8573 11586 1 24020 0,488174 11634 11869 1,020219
A9HRI7_GLUDA 1825,80 15 67633 65090 79731 68940 60600 82222 0,488902 70818 70587 0,996741
A9H179 GLUDA 782,06 5 36950 34750 26651 32278 38294 27406 0,489503 32784 32659 0,996207
A9HLH8_GLUDA 1226,14 8 21768 24263 24784 31041 15224 24958 0,489656 23605 23741 1,005776
SECB_GLUDA 10530,74 8 159171 154443 212352 170341 166536 190763 0,489877 175322 175880 1,003181
A9HED6_GLUDA 2038557 7 370994 402630 393640 389989 402393 374043 0,491608 389088 388808 0,999281
A9H1L4 GLUDA 1164,54 5 43664 52378 40489 43511 34865 58689 0,491638 45511 45689 1,003911
A9HIB9_GLUDA 3664,53 3 47465 38701 27456 1 21152 93730 0,494821 37874 38294 1,011106
A9HOY9_GLUDA 1096,22 5 42886 35278 33075 37420 37348 36561 0,496453 37080 37110 1,000806
A9HRD4_GLUDA 1154,17 2 31936 33372 27589 26876 36110 29854 0,497836 30965 30947 0,999392
A9HC24 GLUDA 4143,12 4 1 1 95689 1 1 99557 0,489499 31897 33186 1,040418
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