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Gendmica funcional da bactéria diazotréfica Burkholderia tropica
cultivada em liquido de apoplasto de cana-de-agucar
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A producdo de cana-de-aglcar tem crescido anualmente, 0 que gera aumento no uso de insumos
nitrogenados, sendo uma alternativa para reducdo o uso de bactérias fixadoras de nitrogénio.
Algumas bactérias diazotréficas sdo endofiticas, como a Burkholderia tropica, que € encontrada nos
tecidos internos de cana e pode se localizar no apoplasto, porém mecanismos da interacdo planta
liquido do apoplasto ndo sdo bem elucidados. Portanto, o objetivo do projeto é o estudo da influéncia
do liquido apoplastico de cana na expressdo génica de Burkholderia tropica Ppe8, empregando a
transcriptdbmica e protedmica. Para tanto, o liquido do apoplasto da variedade RB867515, com 12
meses, sera coletado por centrifugacdo a 10000g por 10 min. As bactérias serdo crescidas em duas
condi¢Bes distintas: (1) Meio LGI liquido, contendo sacarose (5 g.L'l) e (2) Meio LGI liquido
suplementado com 2% de liquido do apoplasto estéril, incubados a 30? C, sob agitagcdo. As células
serdo coletadas na fase exponencial. RNA total das diferentes culturas sera determinado por RNA-
seq, RNA mensageiro serd enriquecido pela remocdo dos RNAs ribossomais, fragmentado, e
empregados na construcdo de bibliotecas de cDNA, que serdo sequenciadas (SOLiD). As sequéncias
serdo mapeadas, normalizadas e empregadas na analise de expresséao diferencial. Extratos proteicos
obtidos tanto do sobrenadante quanto das células bacterianas serdo isoeletrofocalizados e
submetidos a segunda dimensdo (SDS-PAGE). Os géis serdo corados, os spots detectados, as
proteinas diferencialmente expressas removidas, tripsinisadas e identificadas por espectrometria de
massa (Maldi-TOF). Espera-se identificar genes e proteinas de Ppe8 envolvidos em sinalizagéo,

reconhecimento e regulacdo de genes para o estabelecimento endofitico dessa bactéria em cana.
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