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METABOLISMO RESPIRATORIO DE BRADIRRIZOBIOS DURANTE
PROCESSOS /N VITRO E SIMBIOTICO ANALISADO POR PCR QUANTITATIVO EM
TEMPO REAL

RESUMO - O Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo, cuja cultura requer
o elemento nitrogénio em quantidades elevadas para manutencao do alto teor protéico
dos graos. A entrada de nitrogénio nos sistemas agricolas pode ocorrer pela adicao de
fertilizantes nitrogenados ou por processos naturais como a Fixacdo Biolégica do
Nitrogénio, que se constitui como supridor de nitrogénio mais viavel para a cultura da
soja, tanto economicamente como ecologicamente. Este processo ocorre gragas a
simbiose que ocorre entre esta leguminosa e as bactérias do género Bradyrhizobium,
resultando na formagdo de nddulos radiculares onde se da a obtencdo de todo o
nitrogénio que a cultura necessita para alta produtividade. A introducéo destas bactérias
no solo se da através da utilizagao de inoculantes comerciais, que incluem as bactérias
Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium japonicum em sua composi¢gdo. Aspectos
relacionados a formulagédo e fabricacdo dos inoculantes comerciais reinem os fatores
mais importantes para a obtencdo de um produto de qualidade, obedecendo a
legislagédo vigente. Tendo em vista a andlise de qualidade de inoculantes comerciais
para soja em diferentes periodos de armazenamento, um estudo do metabolismo
respiratério de bradirrizobios foi realizado in vitro e em simbiose. Inoculantes comerciais
com 12, 27 e 48 meses de idade foram analisados quanto suas caracteristicas
bioquimicas e fisiolégicas, assim como testados em casa de vegetacao.
Adicionalmente, os mesmos testes foram realizados com Bradyrhizobium elkanii sob
diferentes condicoes de oxigénio. Andlise da expressao génica indicou que um
processo de expressao de genes relacionados a fixacao biologica de nitrogénio (genes
sensores a baixas tensdes de oxigénio) foram expressos, entretanto ndo ocorrendo
expressao do gene nifH, este s6 expresso em condi¢coes de simbiose. Dados similares
foram encontrados para a expressdo dos mesmos genes em B. elkanii crescida em
diferentes niveis de oxigénio. Estes dados indicam que a medida que a concentracao
de oxigénio abaixa, alguns genes envolvidos nos processos de fixagdo sdo expressos,
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entretanto os genes finais responsaveis pela sintese do complexo nitrogenase apenas
expresso em simbiose.

Palavras-chave: Bradyrhizobium, qPCR em tempo real, expressdao génica,

metabolismo respiratorio
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RESPIRATORY METABOLISM OF BRADYRHIZOBIA IN VITRO AND IN
ASSOCIATION WITH SOYBEAN PLANTS ANALYZED BY REAL-TIME PCR
QUANTIFICATION

SUMMARY - Brazil is the second major soybean producer in the world, whose culture
requires the element nitrogen in large amounts for the maintenance of the high protein
content in grains. The input of nitrogen in agricultural systems can occur by adding
nitrogen fertilizer or by natural processes such as biological nitrogen fixation (BNF).
BNF is the most feasible way to delivery nitrogen for the soybean crop, both
economically and ecologically. This process occurs through the symbiosis between the
legume and the bacteria of the genus Bradyrhizobium, resulting in the formation of root
nodules where all nitrogen that the crop needs for high productivity is acquired. The
introduction of these bacteria in soil is given by use of commercial inoculants, which
include the bacteria Bradyrhizobium japonicum and Bradyrhizobium elkanii in its
composition. Aspects related to formulation and manufacture of inoculants include the
most important factors affecting the product quality, according to law. In order to analysis
of the quality of commercial inoculants for soybean in different storage periods, a study
of respiratory metabolism of bradyrhizobia was performed in vitro and in symbiosis.
Inoculants with 12, 27 and 48 months old were analyzed accessing their biochemical
and physiological characteristics, and tested at greenhouse. In addition, the same tests
were conducted on cultures of Bradyrhizobium elkanii under different oxygen
conditions. Analysis of gene expression have indicated that genes related to biological
nitrogen fixation (genes sensors at low oxygen tension) were intensively expressed, but
not occurring nifH gene expression which is only expressed under symbiosis. Similar
data were found for the expression of these genes when B. elkanii grown at different
oxygen tensions. These data indicate that as the oxygen level is reduced some genes
related to nitrogen fixation are expressed, however, the genes responsible for
final synthesis of the nitrogenase complex are only expressed in symbiosis.

Key-words: Bradyrhizobium, quantitative real-time PCR, gene expression, respiratory

metabolism.



l. INTRODUGAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill), leguminosa da familia Fabaceae (DELORIT &
GUNN, 1986), é considerada uma das mais importantes fontes de proteina e 6leo
vegetal, os quais sdo constituintes de seus grdaos. O Brasil € o segundo maior
produtor mundial de soja, com uma producdo prevista para a safra de 2009 de
57.137,4 mil toneladas, em uma &rea cultivada de 21.730,5 mil hectares (CONAB,
2009). Razao pela qual esta é a cultura de maior importancia econdmica para o pais
(CHUEIRE et al., 2003)

A soja possui um alto teor protéico, em torno de 42% em algumas sementes
(PANIZZI & MANDARINO, 1994). Dado o elevado teor protéico presente nos graos
de soja, o nitrogénio é o elemento requerido em maior quantidade por esta cultura. O
fornecimento deste nutriente, entre outros, € responsavel pelo bom desenvolvimento
desta cultura (CATTELAN & HUNGRIA, 1994). Adicionalmente, o nitrogénio é
constituinte essencial de amino&cidos, bases nitrogenadas, acidos nucléicos,
hormonios e clorofila, entre outras moléculas (CRAWFORD et al., 2000).

O nitrogénio corresponde ao quarto elemento mais abundante nos seres
vivos. A entrada de nitrogénio nos sistemas agricolas pode ocorrer através da adi¢cao
de fertilizantes nitrogenados. Contudo, um complexo ciclo biogeoquimico deste
elemento permite sua incorporagdo através de processos naturais como fixacao
atmosférica e deposicdo pela chuva ou a Fixacado Biolégica do Nitrogénio — FBN
(ARAUJO, 20086).

Para o suprimento da demanda por alimentos, tém-se adotado a utilizagao de
praticas agricolas que podem agredir o solo que é a fonte para a producao das mais
diversas culturas. Desta forma, a degradagao quimica, fisica e bioldgica do solo sdo
os principais fatores que afetam a sustentabilidade de culturas (CAMPO &
HUNGRIA, 2004). A situacdo ainda € mais séria nos trépicos, devido a fragilidade do
solo, erosado, baixo nivel de matéria organica e tecnologias inapropriadas de
utilizagéo do solo, além do alto custo dos fertilizantes, especialmente nitrogénio (N),



que na maioria das vezes € importado (CASSMAN, 1999; HUNGRIA & VARGAS,
2000; GILLER, 2001).

No Brasil, a FBN constitui a fonte de nitrogénio mais viavel para a cultura da
soja, tanto economicamente como ecologicamente. Espécies vegetais produtoras de
graos, como a soja, destacam-se quanto ao seu potencial para formar simbiose com
microrganismos fixadores de nitrogénio atmosférico (N2), podendo dispensar, total ou
parcialmente a adubacgao nitrogenada e ainda contribuir para outras espécies em
sucessao, garantindo a auto-sustentabilidade do ecossistema com relacdo ao
nitrogénio disponivel no solo (HUNGRIA et al., 1994). Este processo simbidtico
ocorre entre esta leguminosa e algumas bactérias do género Bradyrhizobium,
resultando na formagdo de nddulos radiculares onde se da a obtencdo de todo o
nitrogénio que a cultura necessita para alta produtividade (ARAUJO, 1997; ZILLI et
al. 2005).

Durante a simbiose com leguminosas, as bactérias devem entrar nas células
das raizes da planta hospedeira e se diferenciar para a forma fixadora de nitrogénio,
denominada bacteridide. Tipicamente esta entrada ocorre via pélos radiculares
através do cordao de infeccao, onde penetrardo até atingir as células do cértex da
raiz da planta, se instalando em um novo 6rgdo chamado ndédulo radicular (LODWIG
& POOLE, 2003). Os processos de nodulagdo, diferenciacdo em bacteridide e
fixacdo do nitrogénio envolvem a expressao de genes do hospedeiro e do simbionte.
A disponibilidade de carbono da planta para os bacteriéides ocorre na forma de
acidos dicarboxilicos. Por sua vez, o microrganismo sintetiza e ativa o complexo
enzimatico nitrogenase e outras proteinas acessoérias, como citocromos, que atuam
no ambiente de baixa tensao de oxigénio do nédulo permitindo a fixacao biolégica do
nitrogénio (OKE & LONG, 1999; LODWIG & POOLE, 20083).

Atualmente, quatro estirpes sdo recomendadas oficialmente no Brasil para a
utilizagdo nos inoculantes comerciais: Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 e SEMIA
5019; Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e SEMIA 5080. Avaliagdes conduzidas

na maioria das regides produtoras de soja brasileiras mostraram que estas estirpes



possuem alta eficiéncia em fixar nitrogénio atmosférico em simbiose com plantas de
soja (ZILLI et al., 2005).

A qualidade do inoculante estd condicionada ao tipo de veiculo ou suporte, a
quantidade do microrganismo fixador e, fundamentalmente, as condicdes ambientais
a que o produto é submetido até a sua utilizagdo ou durante sua aplicagao.
(ARAUJO, 1993).

O sucesso da inoculagao depende da qualidade dos inoculantes comerciais,
0s quais devem ser fabricados com estirpes recomendadas pelos laboratorios de
pesquisa credenciados e apresentarem uma quantidade minima de células de rizébio
(1,0 x 10° células viaveis por grama ou mililitro do veiculo) (FREIRE, 1992; HUNGRIA
et al., 1997b). A maximizacao da simbiose pode ser alcangada através da inoculagao
com estirpes de rizébios com caracteristicas selecionadas. Adicionalmente, uma
inoculagdo bem sucedida dependera da capacidade das novas estirpes em competir
com as estirpes naturalizadas do solo (OLIVEIRA & VIDOR, 1984 a,b; VARGAS &
HUNGRIA, 1997). Dessa forma, ndo somente o numero inicial de células da bactéria
€ importante, mas principalmente o numero que entra em contato com a semente
durante a germinagao.

Para que a simbiose se estabelega através de um processo de nodulagdo bem
sucedido, a bactéria necessita de condicoes adequadas para a sua sobrevivéncia,
desde a saida da fabrica até o momento da inoculagdo. Muitas vezes essas
condi¢cdes ndo sao atendidas, reduzindo o numero de bactérias viaveis no inoculante
(CAMPOS, 1999). Quando o inoculante é disponibilizado no solo, a bactéria deve
alterar toda a sua maquinaria bioquimica tendo em vista as novas condi¢coes
metabdlicas a que serd submetida no solo e no interior da planta (LODWIG &
POOLE, 2003).

O fato da estirpe 587 de Bradyrhizobium elkanii ser uma das estirpes
recomendadas para a fabricagdo de inoculantes comerciais para soja levou o grupo
do Laboratério de Bioquimica de Microorganismos e Plantas (UNESP -
Jaboticabal/SP) a sequenciar o genoma de B. elkanii SEMIA 587, para futuras
andlises transcricionais. Baseado em um microarranjo piloto de DNA Be587, ou seja,



parcial, analises trancriptomicas vém sendo realizadas para estudos de diferentes
condigbes metabdlicas desta bactéria in vitro e em simbiose. Anadlises
transcriptdmicas realizadas por Souza (2006) em duas condi¢cées diferentes de
cultivo trouxeram perspectivas promissoras para analises funcionais de genes
independentes ou de conjuntos de genes, envolvidos em determinada fungéo ou via
metabdlica.

Em resposta a diferentes condi¢gdes nutricionais, observadas nas diferentes
fases de cultivo bacteriano, destacaram-se genes relacionados ao metabolismo
respiratério. Em particular, genes envolvidos no processo respiratério em ambiente
de baixa tensdo de oxigénio foram detectados em cultura liquida. Uma citocromo-c
oxidase simbidtica, fixN, foi detectada em meio RDM (BISHOP, 1976) durante a fase
log. Os genes fixNOQP codificam uma citocromo-c oxidase especificamente
requerida para a respiracdo do bacteridide (FISCHER, 1994). A hip6tese de um
ambiente microaerofilico pode ser corroborada pela deteccdo de genes para
superdxido dismutase e catalase em meio TY, respectivamente nas fases lag e
estacionaria, em que o crescimento bacteriano pronuncia-se mais rapidamente
(SOUZA, 2006).

A inducao de genes envolvidos na simbiose e fixacdo do nitrogénio, durante o
cultivo de Bradyrhizobium elkanii deve ser considerada ao avaliar preparagcdes de
inoculantes comerciais. A simulacdo de um ambiente com baixa tensdo de oxigénio
pode estar acontecendo dentro das embalagens comerciais, durante a estocagem do
produto liquido. Assim, 0 mesmo processo de inducao destes genes, observado nas
culturas analisadas, poderia vir a ocorrer nas formulagées de inoculantes liquidos
(SOUZA, 2006).

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo do metabolismo respiratério de
bradirrizobios em inoculantes liquidos comerciais para soja, em diferentes periodos
de armazenamento, e em bacteridides extraidos de plantas de soja. Um estudo da
atividade respiratoria em B. elkanii foi realizado através de seu cultivo em diferentes
condi¢cdes de oxigenagdo. Este estudo foi realizado através de analises bioquimicas
e fisioldgicas, além da analise da expressao de sete genes envolvidos na respiragao



microaerdbia e na fixacdo simbidtica do nitrogénio, a saber, genes fixN, fixL, fixKz ,
fixJ, nifA, nifH e rpnO; através da técnica de PCR quantitativo em tempo real. A
analise de expressao génica foi estendida para amostras de inoculantes comerciais e
bacteridides.



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Inoculantes

AvaliacOes realizadas em diversas regides produtoras de soja indicam que a
FBN é responsavel por mais de 80% do nitrogénio acumulado pela planta (MACEDO,
2003), o que significa um volume de 110 a 250 kg/ha a cada safra. Isto demonstra
que o sucesso desta cultura, no Brasil, em grande parte se deve a eficiente
exploragao da FBN (ZILLI et al., 2005).

Em geral, considerava-se que os solos brasileiros eram originalmente isentos
de bactérias fixadoras de nitrogénio capazes de formar uma simbiose efetiva com a
soja. Contudo, sabe-se que a estringéncia para nodulacdo com bactérias nativas
deve-se principalmente ao fator de competitividade no solo (VARGAS et al., 1993). A
capacidade de fixacdo de N, sempre foi levada em consideracdo desde que se
iniciou a producao da soja em escala comercial no Brasil. Embora a indicacao das
estirpes para inoculagdo seja baseada em estudos de selegcdo de estirpes de
comprovada eficiéncia fixadora de nitrogénio, de permanéncia no solo e resisténcia a
fatores limitantes, tem-se observado que o cultivo sucessivo de soja inoculada numa
mesma area levou ao estabelecimento de popula¢des de rizobios que nem sempre
sao as mais eficientes quanto a capacidade de fixacao de N,. Contudo, elas podem
ser altamente competitivas, dificultando a introdugdo de estirpes mais eficientes,
ainda que estas estejam presentes em maior quantidade (VARGAS et al., 1994).
Sendo assim, a cada ciclo da cultura, faz-se necesséario a introducdo dessas
bactérias fixadoras no solo, o que pode ser feito através da utilizacdo de inoculantes
a base de bradirrizobios (MENDES & HUNGRIA, 2001).

Logo apéds o isolamento dos primeiros rizébios dos nddulos de soja por
Beijerinck, dois outros pesquisadores alemaes, Nobbe e Hitner, demonstraram em
1890 vantagens em se adicionar culturas puras de bactérias em sementes durante o
plantio. Em 1896 estes cientistas submeteram a primeira patente para culturas puras
de rizébios para inoculacao artificial, descrevendo o uso de culturas puras de
Rhizobium crescidas em garrafas de vidro com pequenas quantidades de meio de



cultura gelatinoso. Isto levou ao inicio da industria de inoculantes comerciais e
estabelecimento da primeira companhia em 1898 nos Estados Unidos (VOELCKER,
1986; SMITH, 1992). Progressos na industria dos inoculantes foram observados nas
décadas seguintes e as bactérias para uma producdo em larga escala foram
encontradas (CAMPO & HUNGRIA, 2004).

Com a expansao da cultura da soja no Brasil, na década de 70, foi necessario
importar inoculantes comerciais, particularmente dos EUA. Felizmente, a avaliagao
do desempenho simbidtico de diversas estirpes nativas brasileiras e a selecao
daquelas mais eficientes para os cultivares nacionais de soja iniciou-se
imediatamente (HUNGRIA et al. 1994).

A selecao das estirpes que devem compor 0s inoculantes comerciais para soja
foi derivada do trabalho de muitos pesquisadores, em diversas instituicées. A partir
de 1985, um grupo formado por pesquisadores do Rio Grande do Sul fundou um
grupo que agrega também produtores de inoculantes e representantes do Ministério
da Agricultura. Este grupo tem se expandido e reune-se a cada dois anos para
analisar os resultados das pesquisas em selecdo, recomendacao de estirpes,
controle de qualidade e outros temas de interesse da rizobiologia. Em 1992, este
grupo foi reconhecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e definido como RELARE (Rede de Laboratérios para Recomendacao,
Padronizagédo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
Agricola). Desde entdo, a FEPAGRO (Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecudria/RS) é a instituicdo responsavel pela manutencao e distribuicao das
estirpes recomendadas, enquanto o MAPA legaliza e rege a legislacdo para a
producdo de inoculantes comerciais, em ambito federal. Dados da FEPAGRO
apontam que desde 1956 as estirpes de bradirrizobios sao utilizadas para inoculagéao
de soja no Brasil.

A partir de 1980, quando se iniciou a expansao das culturas de soja nos
cerrados, os inoculantes comerciais passaram a conter apenas as estirpes brasileiras
SEMIA 587 e SEMIA 5019, principalmente pela alta eficiéncia dessas estirpes em
nodular todas as variedades de soja (VARGAS et. al, 1993). A partir de 1992, as



SEMIA 5079 (CPAC 15) isolada de campos de cerrado e a SEMIA 5080 (CPAC 7),
foram incluidas na recomendacao oficial de inoculantes comerciais para a cultura da
soja (JARDIM-FREIRE & VERNETTI, 1999; JARDIM-FREIRE et al, 2006).
RUMJANEK et al. (1993) classificou as estirpes brasileiras 29W (SEMIA 5019) e 587
(SEMIA 587) como pertencentes a espécie Bradyrhizobium elkanii baseado na
similaridade de sequéncias 16S rDNA.

Estirpes altamente efetivas na fixagdo de nitrogénio sdo a primeira exigéncia
na produgéo de inoculantes de alta qualidade. As estirpes recomendadas devem ter
a capacidade de nodular leguminosas e fixar nitrogénio sob varias condicoes.
Entretanto, o critério de selecao pode variar dependendo do tipo de solo e condi¢cdes
ambientais, entre outros (FREIRE & SCHOLLES, 1996). A ocorréncia de mutacdes
espontaneas nas estirpes das colegdes de culturas de rizébios e bradirrizobios é
outro fator que tem comprometido o processo simbidtico, uma vez que esta
variabilidade representa um problema potencial para a manutencao e indicagao de
estirpes para estudos de taxonomia e fabricacdo de inoculantes (BANGEL, 2000).

Atualmente, segundo o Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey
(GARRITY, 2005), baseado na andlise filogenética da sequéncia do 16S rDNA, os
seis géneros de rizébios estao distribuidos em quatro familias, a saber: Rhizobiaceae
(Rhizobium,  Allorhizobium e Ensifer), Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium),
Bradyrhizobiaceae (Bradyrhizobium) e Hyphomicrobiaceae (Azorhizobium). A base
para os estudos de genética da fixagdo biolégica do nitrogénio, nas associacdes
simbidticas, foi constituida por bactérias destes géneros descritos. A espécie
Bradyrhizobium elkanii foi descrita por KUYKENDAL et al. (1992) e a classificacdo
sistematica atual da mesma ¢é descrita a seguir. REINO: Eubactéria, FILO:
Proteobacteria, CLASSE: Alpha Proteobacteria, ORDEM: Rhizobiales, FAMILIA:
Bradyrhizobiaceae, GENERO: Bradyrhizobium, ESPECIE: Bradyrhizobium elkanii.
Este género engloba adicionalmente as espécies B. betae, B. canariense, B.
japonicum, B. liaonigense, B. yuanmingense, B. denitrificans, entre outras ainda néo

completamente classificadas taxonomicamente (EUZEBY, 2009)



Os inoculantes até o inicio desta década eram na sua maioria preparados com
turfa finamente moida. Problemas com a qualidade do inoculante eram
frequentemente atribuidos a utilizacdo de turfa nao esterilizada (VARGAS &
HUNGRIA, 1997). E a utilizagdo desta turfa, pode causar diversos efeitos negativos
como competicdo dos rizobios com outros microrganismos, decréscimo no prazo de
validade do inoculante e, além disso, dificulta o controle de qualidade do mesmo.
Todos estes fatores contribuiram para que os inoculantes liquidos crescessem e
ganhassem o mercado. A utilizagdo de inoculantes comerciais na forma liquida é
mais promissora, o qual vem apresentado em embalagens que consistem de frascos
plasticos, que mantém na sua formulagéo as células vidveis durante o periodo de
seu armazenamento. O prazo de validade dos inoculantes comerciais € de no
minimo seis meses apds sua fabricacdo (MAPA, 2006) e a aplicacdo é realizada
diretamente na semente ou via sulco de plantio.

O desenvolvimento de tecnologia visando a producao de inoculantes liquidos
se tornou importante para a diminuigdo dos custos de producdo e para a real
utilizacao desse insumo pelos produtores de soja. Dessa maneira, uma formulacéo
liquida contendo rizébios fixadores biologicos de nitrogénio em soja foi desenvolvida.
Essa formulacdo permite a manutencdo da viabilidade dessa bactéria, livre de
contaminacao, mais econémica e com maior facilidade de aplicacdo nas sementes
no momento do plantio. Paralelamente foram desenvolvidas formulacbes para
aplicacdo de estirpes em inoculantes via sulco de plantio. Estas formulacbes foram
enriquecidas com componentes direcionados para o fortalecimento da estrutura
celular das bactérias do género Bradyrhizobium objetivando maior vigor e
consequente longevidade no solo, como por exemplo, adicdo de trealose, um
dissacarideo utilizado como osmoprotetor e com papel na toleréncia e sobrevivéncia
das células a estoque e dessecacao (STREETER, 2003)

Atualmente, a legislacado que rege a producgao de inoculantes é regulamentada
pelas instrugdes normativas n° 5 (10/08/2004) e n° 10 (24/03/2006), registradas no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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2. Processo simbiotico

A colonizagao de tecidos vegetais, estabelecimento de relagdes simbidticas ou
parasiticas e a compatibilidade entre microrganismos e hospedeiros sdo eventos
complexos que requerem informacdes genéticas especificas. Genes envolvidos em
cada processo permitem que tais microrganismos infectem e se desenvolvam no
hospedeiro, obtendo nutrientes e evitando mecanismos de defesa vegetal
(ELLINGBOE, 1981; KEEN, 1988).

A infeccdo de raizes de certas plantas leguminosas por bactérias fixadoras de
nitrogénio resulta na formagao de estruturas especializadas denominadas noédulos,
onde se estabelece a simbiose rizébio/leguminosa. Nestes nddulos, o nitrogénio
atmosférico é reduzido as formas assimilaveis pela planta, as quais sao
transportadas para outros 6rgaos vegetais (KEEN, 1988). Os rizdbios no solo sédo
atraidos em direcéo as raizes hospedeiras por um quimiotactismo positivo. Isto se da
devido a secregao de flavondides pela planta que ativam genes chamados nod, os
quais também atuam na expressédo de fatores envolvidos no reconhecimento ao
hospedeiro, além de genes envolvidos na formagao do ndédulo (LONG, 1996)

Dentro dos pélos encurvados, os fatores Nod promovem a formagado dos
corddes de infeccdo pelas quais as bactérias invadem as plantas. O corddo de
infeccdo contendo um grande numero de células de rizobio cresce em direcdo ao
primérdio do nédulo. Quando esta via alcanga essas células, ela funde-se com a
membrana da célula hospedeira. A via de infeccao pode ramificar-se, de forma que
véarias células do hospedeiro sejam colonizadas por rizébios (PERRET et al. 2000;
LODWIG & POOLE, 2003). Apds o inicio do estabelecimento do nédulo radicular e
infeccdo das células por rizébios, uma vesicula simbiética denominada simbiossoma
ou unidade peribacteri6ide é formada, na qual as bactérias colonizadoras passam
por um processo de diferenciagdo que gera a forma especializada na fixacao de
nitrogénio, o bacteridide (FIG. 1)

Bacteridides maduros reduzem nitrogénio atmosférico através de um processo
altamente energético, suprido pela provisao de carbono da planta. A regulagdo do

metabolismo do bacteriéide no ambiente nodular, com baixa tensdo de oxigénio,
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requer um balanceamento preciso de energia, agentes redutores e fontes de carbono
para permitir taxas 6timas de fixacdo do nitrogénio (PAAU et al. 1980; VASSE et al.
1990; LODWIG & POOLE, 2003).

Figura 1: Fases do estabelecimento da simbiose entre leguminosas e rizébios
(Adaptado de: www.plantphys.net).

. Liberacao de flavonoides pelas raizes da planta;

. Quimiotaxia do rizébio em direcao a superficie das raizes;

. Proliferacao do rizébio na rizosfera e inducéo da diferenciagao nodular

. Aderéncia do rizébio as raizes;

1
2
3
4
5. Diferenciacdo do meristema secundario do nédulo (conexao vascular);
6. Encurvamento do pélo radicular e formacéao da via de infeccao;

7. Multipla infecgéo das células do nédulo e crescimento do nédulo;

8. Crescimento do nddulo, diferenciacdo dos bacteridides e comecgo da fixacao

simbidtica de nitrogénio.
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Bacteridides sintetizam o complexo da enzima nitrogenase para catalisar a
reducédo do dinitrogénio através da reacdo descrita no quadro a seguir (BURRIS,
1974; CRAWFORD, 2000).

N + 8H* + 16ATP — 2NH,* + Hz + 16ADP + 16P)

Este processo de simbiose pode ser fortemente influenciado pela acidez do
solo, seca, baixos niveis de fésforo (P) ou altos niveis no solo de nitrogénio,
prejudicando todo o processo que ocorre entre rizébio e hospedeiro, aléem de
influenciar a sobrevivéncia rizobiana (GRAHAM, 1992). Um exemplo claro da
influéncia destes fatores pode ser representado pelo pH do solo. Diferengas tanto no
hospedeiro quanto na bactéria a tolerancia ao pH s&o observadas em Medicago
(HOWIESON & EWING, 1989) e Phaseolus (GRAHAM et al. 1994; VARGAS E
GRAHAM, 1988). Rizébios, planta e pH podem interagir modificando a eficiéncia do
estabelecimento da simbiose (GRAHAM et al. 2004).

3. Genes envolvidos na simbiose e regulacao da fixacao biologica do
nitrogénio

Existem diversos genes envolvidos nos processos de nodulagéo e fixacao de
nitrogénio. Os genes responsaveis pelos processos de nodulacdo estdo comumente
divididos em duas classes. A primeira engloba genes que estdo envolvidos na
caracterizacado da superficie bacteriana e capacidade de nodulacao, tais como genes
exo (exopolissacarideos), Ips (lipopolissacarideos), genes para polissacarideos
capsulares, antigenos K e B-1,2-glucanos e genes ndv. Estes genes estdo
relacionados a especificidade do hospedeiro e estabelecimento do cordao de
infeccdo. A segunda classe de genes corresponde aos envolvidos diretamente na
infecgdo e nodulagéo, genes nod, nol e noe. Além do reconhecimento do hospedeiro,
estes genes sdo responsaveis pela sintese enzimatica de fatores Nod que induzem a
formagédo do nodulo. Alguns destes genes sdo comuns para todas as espécies de
rizobios, como os nodABC, essenciais para a formacao dos ndédulos. Os genes nod
foram definidos, com auxilio de macro e micro simbiontes mutantes, pela habilidade

das bactérias em formar ndédulos em hospedeiros especificos. A expressdo destes
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genes bacterianos é regulada por um ativador transcricional endégeno NodD, cuja
inducdo se da através da acao de isoflavondides, como genisteina e daidzeina no
caso de B. japonicum (KOSSLAK et al. 1987; PERRET et al. 2000). J& outros sao
especificos para uma Unica espécie, tais como os genes hsn (host-specific nod)
(BREWIN, 1991; CAETANO-ANOLLES & GRESSHOF, 1991; LONG, 1996).

Outro conjunto de genes relacionados a fixacdo biolégica do nitrogénio,
presentes em rizobios, sdo denominados fix e nif. Estes genes estdo envolvidos na
resposta ao oxigénio, controle transcricional dos promotores nif, sintese e regulacédo
da atividade da nitrogenase, sintese de cofatores e transportadores de elétrons. Eles
constituem uma classe bastante heterogénea, incluindo genes envolvidos no
desenvolvimento e metabolismo de bacteridides, além de genes envolvidos em
processos nao exclusivamente relacionados a fixacdo simbidtica do nitrogénio.
Alguns destes genes inclusive podem estar presentes em organismos nao
diazotréficos (FISCHER, 1994).

Os genes fix e nif de rizbios estdo organizados em grupos distintos, cuja
estrutura e localizacdo gendmica sao espécie especificas (VAN RHIUN &
VANDERLEYDEN, 1995). Os genes nifHDK sao os principais genes envolvidos na
sintese do complexo enzimatico da nitrogenase, responsavel pela fixacdo do
nitrogénio. Estes genes, e outros genes nif, sao controlados pelos elementos
regulatérios FixL, FixJ, FixK, NifA e RpoN, através de cascatas de ativagédo
integradas e espécie-especifica.

Devida a alta demanda energética envolvida na fixacado de nitrogénio, e da
sensibilidade da nitrogenase ao oxigénio, faz sentido que o0s organismos
diazotréficos tenham sofisticados mecanismos regulatérios que garantam um étimo
controle da sintese da nitrogenase. A expressao dos genes da fixagdo do nitrogénio
€ controlada por cascatas hierarquicamente organizadas. Estas cascatas permitem
que a bactéria identifique condicbes ambientais 6timas para que a fixacdo do
nitrogénio ocorra, transmitindo estas informagdes e controle a expressdo génica
(FISCHER, 1994).
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Dada a sensibilidade dos componentes da nitrogenase ao oxigénio, é
vantajoso para a bactéria reprimir a transcricao dos genes nifHDK, responséaveis pela
sintese do complexo nitrogenase, quando os niveis de oxigénio sdo altos. Além dos
niveis de oxigénio, a fixacao do nitrogénio é regulada em resposta a concentracdo de
amoénio no ambiente podendo inibir 0 processo de nodulagdo. Também é vantajoso
reprimir a expressao da nitrogenase quando os niveis de nitrogénio fixado sao
suficientemente altos intracelularmente em fixadores de vida-livre (HALBLEIB &
LUDDEN, 2000).

O controle dos genes para expressao da nitrogenase e fungdes acessorias
envolvem um tipo de promotor especializado, com seqiiéncias conservadas -24/-12,
uma RNA polimerase contendo o fator 6>*, codificado pelo gene rpoN, ou ntrA, e uma
proteina ativadora codificada pelo gene nifA (FISCHER, 1994). Os genes
responsaveis pela deteccdo e transducdo do sinal de condicdes de baixo teor de
oxigénio sao os genes fixL e fixJ, que codificam respectivamente as proteinas FixL e
Fixd (MONSON et al. 1992). FixL em baixa tensao de oxigénio se autofosforila e
fosforila Fixd, que finalmente ativa a expressao de fixK e nifA. A proteina FixK ativa
varios genes ou operons como o fixNOQP, que sdo responsaveis pela sintese de
uma oxidase terminal para a respiracdo em condi¢cdes microardbicas, bem como em
nddulos radiculares de legumes (HENNECKE et al., 1998; DIXON & KAHN, 2004).

Uma variedade de mecanismos evoluiram para regular a transcricao do
regulador NifA, dependente da concentracdo de oxigénio celular. Em Ensifer
(Sinorhizobium — Rhizobium) meliloti e Azorhizobium caulinodans este controle
envolve dois niveis, o sistema regulatério de dois componentes, FixL/FixJ, e NifA. A
proteina FixL, uma heme-proteina quinase oxigénio sensitiva, € autofosforilada na
auséncia de O, e fosforila FixdJ, o qual, por sua vez, ativa a transcricdo de outras
proteinas regulatérias, como FixK e NifA (DAVID et al., 1988).

No género Bradyrhizobium, os genes envolvidos no evento de nodulagéo
(genes nod), fixagdo do nitrogénio (genes fix) e sintese de nitrogenase (genes nif)
estao localizados no cromossomo (DESHMANE & STACEY, 1989). Anteriormente,

achava-se que o controle dos genes de fixacdo baseado no metabolismo
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microaerdbio era limitado ao sistema NifA, o qual se auto-ativava pela percepgéo de
baixa tensdo de oxigénio (THONY et al., 1989). Contudo, sabe-se que este processo
de ativacao é bem mais complexo, envolvendo conjuntos génicos especificos que se
integram no controle final da regulacdo génica da nitrogenase. A distincdo entre
estes sistemas de ativacdo se da na percepcao e sensibilidade a concentragdo de
oxigénio no interior do nédulo radicular.

Em B. japonicum a cascata regulatéria FixLJ-FixK, é ativada em torno de 5%
de oxigénio na forma gasosa (NELLEN-ANTHAMATTEN et al., 1998; SCIOTTI et al.,
2003; HAUSER et al., 2006). Entre os genes induzidos temos o operon fixNOQP que
codifica a cbbgcitocromo oxidase simbidtica, com alta afinidade a oxigénio, que
permite ao B. japonicum respirar em ambiente com pouco oxigénio. Para este
metabolismo especifico, FixLJ-FixKo necessita de um fator transcricional adicional
que pode ser NneR, FixKs, ou RpoNs (MESA et al., 2003).

Outra cascata regulatéria RegSR-NifA induz os genes nif responsaveis pelo
complexo nitrogenase. O sistema RegSR parece nao responder diretamente ao
oxigénio, mas indiretamente para ativagdo de eventos fisiologicos ndo elucidados em
B. japonicum. A ativacdo dos genes nif pela proteina NifA requer uma concentragao
de oxigénio menor que 0.5% (SCIOTTI et al., 2003; HAUSER et al., 2006). Esta
claro que B. japonicum utiliza ferramentas especificas para monitorar e controlar a
transicao de bactéria de vida-livre, aerdbia, para um bacteridéide endossimbionte, em
ambiente microaerdbico, assegurando o estabelecimento de um metabolismo para

producao de energia e producao da nitrogenase (HAUSER et al., 2006).

4. Analise da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real

Mudangas celulares relativas a sobrevivéncia, crescimento e diferenciagéo
refletem em alteracbes nos padrdes da expressao génica e a capacidade de
quantificar os niveis de transcricdo de genes especificos sempre foi fundamental
para qualquer investigacéo de fungdes génicas (ZAMORANO et al., 1996).

No inicio dos anos 80, Kary Mullis e colaboradores desenvolveram a técnica
de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) que foi uma revolugao nos estudos com
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acidos nucléicos. Mas, como uma técnica analitica, o método original de PCR
apresenta sérias limitacées. Por amplificar primeiro a sequéncia de DNA e sé em
seguida analisar o produto, a quantificacdo torna-se extremamente dificil, pois nesta
andlise, as bandas no gel de agarose sdo quantificadas por algum método
densitométrico, ndo apresentando resultados totalmente confidveis. Posteriormente,
Higuchi et al. (1992) adaptaram esta técnica e desenvolveram a mais poderosa
ferramenta de andlise quantitativa de acidos nucléicos, a técnica de PCR quantitativo
em tempo real. Esta nova tecnologia beneficiou grandemente as éareas
médica/diagndéstica, agropecuaria e cientifica de modo geral. A PCR quantitativo em
tempo real tem sido usado para deteccdo de patégenos, analise de expressao
génica, polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP), analises de aberracoes
cromossdmicas e mais recentemente deteccao indireta de proteinas baseada em
transcritos com grande precisdo (KUBISTA et al., 2006).

Este sistema é baseado na deteccao e quantificacdo de um repbérter
fluorescente, enquanto ocorre a amplificagdo. Para isso, utilizam-se
oligonucleotideos e sondas especificas ou ainda fluoréforos intercalantes de dupla-
fita, que emitem fluorescéncia a cada hibridizacao e a cada passo de amplificacao
(KUBISTA et al., 2006). O sinal fluorescente é detectado ap6s cada ciclo da PCR,
durante a fase exponencial. O dobro da quantidade do produto é acumulado a cada
ciclo, assumindo 100 % de eficiéncia da reacdo. O sinal aumenta de uma forma
diretamente proporcional a quantidade de produto de PCR na reacdo, enquanto a
cinética de amplificacdo permite monitorar o acumulo do produto em tempo real
especificamente durante a fase log-linear da reagao. Estas caracteristicas fazem com
que a PCR quantitativa em tempo real seja considerada a tecnica mais precisa e
reprodutivel técnica para a quantificagdo génica que existe no momento (KUBISTA et
al., 2006).

Como ferramenta de pesquisa, esta tecnologia consiste em um procedimento
rapido e preciso para acessar informag¢des concernentes a mudangas na expressao
génica, como resultado de alteracdes fisiolégicas ou desenvolvimental. O método de
quantificacdo em tempo real denominado quantificacdo relativa (qrPCR) mede
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mudancgas nos niveis de um gene candidato de interesse, em relacdo aos niveis
normais de um gene controle invaridvel. Genes “housekeeping”, cuja expressao nao
deve mudar sob condicées experimentais diferentes, servem como padrdes internos
convenientes, denominados controles endégenos (VALASEK & REPA, 2005).

Embora empregada como método independente e suficiente para andlise de
expressao génica diferencial, a qrPCR tornou-se requerida para validacao de dados
de microarranjos de DNA. A validacdo destes dados torna-se cada vez mais
necessaria e criteriosa, uma vez que além do grande volume de dados obtidos, os
mesmos sao analisados de forma integrada, fornecendo padrbes globais de
transcriptoma para determinados sistemas biologicos. A ferramenta de PCR
quantitativa em tempo real surgiu como uma tecnologia eficiente para validacdo de
dados de arranjos devido a algumas caracteristicas como, quantificacao, rapidez e
economia de RNA, utilizando até 1.000 vezes menos RNA que nos ensaios
convencionais (RAJEEVAN et al., 2001).

Baseados nos dados iniciais de Souza (2006) obtidos por microarranjos de
DNA e frente as vantagens oferecidas pela técnica de grPCR, a mesma foi
selecionada como ferramenta para ampliar os estudos de expressdo génica

relacionada ao metabolismo respiratério e FBN em B. elkanii.
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ll. MATERIAL E METODOS

Os protocolos, quando nao especificados pelo fornecedor dos kits ou
reagentes, foram baseados em Sambrook & Russell (2001). Tais técnicas nao
oferecem risco para o meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos padrées

de biosseguranca (NB-1).

Parte | — Analises Bioquimicas e Fisiolégicas das culturas in vitro de

Bradyrhizobium elkanii, inoculantes comerciais e bacteridides

1. Descricao das amostras experimentais e suas finalidades

a) Amostras para teste de restricao de oxigénio

Para os testes de restricdo de oxigénio para analise da cinética respiratéria de
células de B. elkanii, um pré-inéculo foi preparado em meio TY (“Triptone-Yeast
Medium”) (BERINGER, 1974) durante 48 horas a 28°C, sob agitacao a 140 rpm (90
unidades KLETT). In6culos foram preparados em meio liquido a partir de 1% do pré-
in6culo cultivado. Os in6culos foram cultivados em trés condicdes respiratérias
diferentes: aerobiose, microaerobiose e anaerobiose.

b) Inoculantes comerciais

Os inoculantes comerciais para soja Biorhizo10® (Bioarts), foram utilizados nos
testes bioquimicos, fisiologicos e andlise de expressdo. Estes compostos por B.
Jjaponicum SEMIA 5079 e B. elkanii SEMIA 587, foram acondicionados sob condi¢cdes
recomendadas pelo fabricante e suas idades correspondiam a 12, 27 e 48 meses
desde a data de fabricagao.

c) Bacteridides

Para teste de eficiéncia de nodulagéo, foram inoculadas em sementes de soja
inoculantes comerciais compostos pelas estirpes Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587
e Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 com 12, 27 ou 48 meses de fabricagao,
conforme recomendado pelo fabricante. Bacteridides foram isolados 35 dias ap6s o
plantio para testes posteriores.
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d) Manutencao da estirpe de B. elkanii

Para manutencao da estirpe SEMIA 587 de B. elkanii em placas de cultura, foi
utilizado o meio YMA (“Yeast Mannitol Agar”) (VINCENT, 1970), mantido em BOD a
28°C.

2. Cultivo in vitro de B. elkanii sob diferentes condicoes de aeracao
a) Experimento de restricao de Oxigénio

In6culos foram preparados em erlenmeyers de 250 ml contendo 150 ml de
meio “Triptone-Yeast Extract Medium* (TY) inoculado com 1% de suspensao de
células a partir de um pré-inéculo incubado por 48h sob agitacao de 140 rpm e 28°C.
Cada nova cultura foi mantida a temperatura de 28°C em agitador a 140 rpm.,
variando-se o tempo de incubagdo: 24 horas ou 48 horas. As culturas foram
submetidas a diferentes atmosferas com diferentes concentragées de oxigénio: 1)
uma atmosfera de cultivo padrdo para a bactéria; 2) uma atmosfera microaerofilica,
em jarras de anaerobiose (FIG. 2), obtida por meio de uma mistura de gases
constituida de 80% de N2, 15% de CO. e 5% de O,; 3) uma atmosfera considerada
anaerofilica, obtida por uma mistura de gases constituida de 80% de Nz, 10% de CO»
e 10% de Ho. Apds o periodo de cultivo, as amostras foram analisadas quanto a pH,
densidade éptica a 600 nm (DO 600 nm), determinagdo do numero de células por
contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) e processadas para analise da
reducdo de INT em INT-Formazan. Aliquotas de cada amostra também foram
preparadas para extracdo de RNA, para posteriores andlises de expressao através

da técnica de quantificacao relativa por PCR quantitativo em tempo real (qrPCR).
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Figura 2: Jarra de anaerobiose. A — Detalhe da valvula de controle para retirada dos
gases através de vacuo e introdugdo das misturas gasosas.

b) Ensaio Respiratorio pela reducao de INT

As culturas crescidas sob variagdes de concentragdo de oxigénio e os
inoculantes acima descrito, foram submetidas a um ensaio bioquimico de reducéao de
INT (2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil  tetrazolium) em INT-Formazan para
verificagcdo da taxa respiratéria como descrito por Zimmermann (1978), Trevors
(1984) e Rodrigues (1992). Aliquotas de cinco mililitros provenientes das culturas
acima descritas foram incubadas por 2 horas, a 28°C sob agitacdo de 200 rpm,
protegidas da luz, com uma solugédo de INT 4mg/ml. Apds este periodo, procedeu-se
a extracdo do INT-Formazan acumulado intracelularmente. Dois mililitros da mistura
foram submetidos a extracdo do INT-Formazan com a adicdo de 5ml de etanol
absoluto. Esta mistura foi agitada vigorosamente durante 1 minuto em agitador de
tubos tipo vértex. Logo apos, este extrato etandlico foi filtrado em membrana de 0,45
um e realizado a leitura espectrofotométrica do filtrado etandlico em uma densidade
optica de 480 nm. O restante do material contendo a suspensao celular foi fixado
com 30 ul de formaldeido 37% para posterior analise de microscopia éptica de

contraste de fase.
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c. Analises Microscopicas

As aliquotas fixadas em formaldeido ao final do processo de reducao de INT
foram utilizadas para andlises em microscopia éptica. Uma gota do material fixado e
marcado pelo INT foi colocada em laminas de vidro para microscopia e cobertas com
uma laminula. Para observagao também foi utilizado éleo de imersao. A observacao
foi realizada em um aumento de 100x na objetiva PH3 em um microscopio 6tico
DMLB (Leica) acoplado a um sistema de aquisicao de imagens modelo MPS60
(Leica), que consiste de uma camera fotogréfica. O filme fotografico utilizado foi Fuji
ASA 400. A captura de imagens foi realizada em sistema de campo claro e contraste
de fase objetivando o registro dos “spots” oriundos do acumulo intracelular de INT-

Formazan.

3. Analise das caracteristicas dos Inoculantes

Os inoculantes descritos no Item 1b., foram analisados quanto a densidade
Optica através da leitura de absorvancia a 600 nm em Biofotémetro (Eppendorf). O
pH também foi registrado em pHmetro (Analyser pH 300). Na data da inoculacao das
sementes de soja, amostras dos inoculantes foram plaqueadas em meio YMA para
se proceder a contagem de unidades formadoras de colénias (UFC). Para a
contagem de UFC foram retirados 100 pl do inoculante e adicionados a um microtubo
contendo 900 pl de agua estéril. Homogeneizou-se a suspensao através de 05
pipetagens sucessivas, originando uma solucdo com concentracdo de diluicdo 10™.
Em seguida, foram retirados 100 pl da solugdo 10" e misturados com 900 pl de agua
estéril, seguindo o procedimento descrito anteriormente, originando a diluigdo 102. O
processo de diluicio foi realizado sucessivamente até a obtengdo da diluigdo 107.
Aliquotas de 100 pl das diluicdes 10°, 10° e 107 foram distribuidos em placas de
Petri contendo meio YMA. Este procedimento foi realizado em triplicata. Apds a
inoculacdo, as placas foram mantidas invertidas em uma B.O.D. a 28°C durante 6
(seis) dias, quando se efetuou a contagem das UFC para o céalculo do nimero de
célula/ml, pela formula n® de células/ml = n? UFC x Fator de Dilui¢géo x 10.
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4. Ensaios de Nodulacao

a) Inoculacao das Plantas

Sementes de soja, cultivar M-SOY 8000RR, foram desinfestadas pela acao de
etanol 95%, durante 1 minuto, e dgua sanitaria 1,5% por 6 minutos. Apds sucessivas
lavagens em agua destilada esterilizada, seis a sete vezes por 1 minuto cada, as
sementes foram embebidas em uma suspensao bacteriana contendo células de B.
elkanii e B. japonicum provenientes dos inoculantes, acima descrito. A dosagem para
inoculagdo das sementes utilizada foi 200 ml / 50 kg de semente, sendo
recomendado pelo fabricante 100 a 300 ml / 50 kg de sementes. As sementes
permaneceram incubadas nesta suspensao por cerca de 10 minutos, quando foram
entdo semeadas em vasos plasticos (tubetes) de 300 ml, contendo vermiculita
esterilizada como substrato de plantio. Plantas ndo inoculadas foram utilizadas como
testemunhas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, entre os meses
de fevereiro/margo (2008) e dezembro/janeiro (2009), durante 35 dias contados do
plantio. Apds esta data as plantas foram processadas para contagem do numero de
nddulos e extracdo de RNA dos bacteridides simbiontes.

b) Isolamento de Bacteridides

O isolamento de bacteridides dos nédulos foi efetuado conforme metodologia
descrita por Chohan e Copeland (1998), na presen¢a de 250 mM de manitol como
osmoprotetor, utilizando o tampao composto por 50 mM Tris-HCI pH 7,5 e 50 mM
KCI. Os bacteridides foram obtidos de ndédulos maduros, correspondendo a
aproximadamente 35 dias apds plantio/inoculacdo. A extracdo de RNA procedeu-se
com 0,6 gr. de ndédulo por amostra.

Parte Il — Analises da expressao génica das culturas in vitro de Bradyrhizobium
elkanii, inoculantes comerciais e bacteridides por PCR quantitativo em tempo

real

1. Extracao de RNA total de bactérias e bacteridides
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As células provenientes dos diferentes ensaios (1,5 ml por amostra) foram
lisadas com 100 pl de solugao contendo SDS 1,4%, EDTA 4 mM e lisozima 3 mg/ml,
durante 10 min a 37°C. Apo6s a lise das células, foi dado prosseguimento as
extragdes com Trizol (Invitrogen) adicionando 800 pl deste reagente e agitando-se
por 1 minuto vigorosamente em agitador de tubos. O préximo passo foi a adicdo de
200 pl de cloroférmio, seguido de uma centrifugacao a 12.000xg durante 15 minutos
a 4°C, conforme descrito pelo fornecedor. Ap6s a recuperagdo da fase superior, a
precipitacdo do RNA foi com 1 volume de isopropanol, procedendo-se a lavagem do
pelete com 500 pl de etanol 75%. O RNA foi ressuspendido em agua isenta de
riobonucleases. A avaliacdo da qualidade do RNA isolado foi através de eletroforese
em gel de agarose 1,2% desnaturante, contendo 18% (v:v) de formaldeido 37% em
tampdo MOPS/Acetato/EDTA 1x concentrado. Amostras que apresentaram
contaminagao por DNA foram tratadas com DNAse | sendo 1 pl para cada 1 pg de

RNA incubados por 15 min. a 37 °C e precipitadas novamente com etanol.

2. Anadlise da Expressao Génica por PCR quantitativo em tempo real
a) Sintese de cDNA

Para obtencdo dos cDNAs, 2 ug de RNA total de cada amostra (bactérias
cultivadas sobre diferentes condicées de oxigénio, inoculantes e bacteridides), foram
misturados a 40 U de RNAsin (Promega), inibidor de RNAse; 1,5 ug de “randon
hexamer primers” pd(N)s (Amershan Bioscience) e agua isenta de ribonucleases
g.s.p. 10 pl. A mistura permaneceu incubada a 70°C por 5 min, sendo rapidamente
resfriada a 4°C. A esta mistura foi adicionado 4 pl de tampao de reagédo [5x]
(Promega), 2,4 ul de MgCl, 25 mM, 2 pl de dNTP mix 5 mM e 1 ul da transcriptase
reversa ImProm Il (Promega), completando reacdes de 20 pl. A sintese do cDNA foi
efetuada a 40°C durante 1:30 hs. Apés a sintese as amostras foram estocadas a -
20°C para posterior utilizagao.
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b) Descricao dos genes alvos e do controle endégeno utilizados na
quantificacao relativa de transcritos

Foram selecionados sete genes relacionados ao metabolismo respiratério e
fixacdo biologica do nitrogénio para andlise. As sequéncias FASTA foram obtidas do
banco interno do LBMP (http://lbomp.fcav.unesp.br) ou do RhizoBase
(http://genome.kazusa.or.jp/rhizobase), contendo sequencias gendmicas de B. elkanii
e B. japonicum. Apbés a escolha dos genes alvos, as sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores foram desenhadas utilizando-se o programa Primer

Express 3.0. As sequéncias para cada primer estéo ilustrados na tabelai.

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para experimentos de qrPCR

Tm<€  Amplicon pb

fixJ Forward 5CATGCCGGGCCTTGACS' 55 54
Reverse 5 GCTTTGCTGCGCCTTCATS 56,1

fixK, Forward: 5’ ACCCAAATCGGTGGCAAGA3’ 57,3 62
Reverse: 5CGTGATCGCACCGAACTG3’ 55,4

fixL Forward: 5TCGGCCAGAACGTCAACA3’ 55,4 68
Reverse 5’AACGCGAAATGTAGCTGTCATG3’ 56,6
Forward: 5 TGGTGGTACGGCCATAACG3 56,3

fixN Reverse: 78
5'GCTTCGGGATGAAGTAGTACATGAS 56,1

nifA Forward: 5TGCCGACCGGGAGGTT3 56,6 53
Reverse: 5"CCGATGAACGATACCGGTAT3 53,6

nifH Forward: 5TCGGAGAAATGATGGCAATS 52,5 57
Reverse: 5CGTATTTCAGGATGCCTTTGGA3’ 57,6

rpoN, Forward: 5CGGCCGCTGAATCTAAAGG3’ 57 54
Reverse: 5GCGACACCGTGGATTCATGS' 56,7

sigA Forward: 5AGGCGAAGGACAAGGAAAAAGT 56,2 65
Reverse: 5GGCGCGTCCTGGGAAT3’ 56,2

O fator oA (fator sigma primario da RNA polimerase) foi utilizado como

controle endégeno, uma vez que a expressdo deste gene constitutivo mostra-se
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praticamente invariavel, servindo de padrao normalizador para analise comparativa
das variagbes de expressdo dos outros genes. O sistema SYBR Green foi usado
como reporter nas analises de qrPCR.

¢) Quantificacao Relativa da expressao génica

Para quantificagcdo relativa foram utilizados 1ul de cDNA sintetizado nas
condigbes descritas anteriormente (item 2a), 800 nM de cada primer (Forward e
Reverse) para cada gene a ser estudado, 12.5 uL de PCR Master Mix SYBR Green
[2x] (Applied Biosystems) e agua isenta de nucleases qg.s.p. 25ul. O experimento de
quantificacao relativa foi executado em placas épticas e conduzido em um aparelho
ABI 7500 (Applied Biosystems), seguindo as condigbes térmicas de ciclagem
automaticamente determinadas pelo equipamento: 1) 2 minutos / 40°C (ativacdo da
AmpErase UNG); 2) 10 minutos / 95°C (ativagao da AmpliTaq Gold DNA polimerase);
3) 40 ciclos de 15 segundos / 95°C (dissociacdo) e 1 minuto / 60 °C (anelamento /
extensao e captacao da fluorescéncia).

d) Analise dos Dados

A andlise dos dados gerados e a quantificagdo relativa dos niveis de
expressdo dos genes foram executadas através do programa RQ Study (Applied
Biosystems). O programa utiliza o método comparativo do Ct (“threshold cycle”) de
quantificacao relativa, calculando automaticamente o quanto houve de variacdo na
expressao do gene alvo em relagdo ao controle enddégeno. Este método baseia-se no
algoritmo 2*2°!, que gera o valor da expressdo do gene alvo, normalizada pelo
controle enddgeno (“ABI Prism 7700 Sequence detection System User Bulletin #27).
O ACt consiste no valor do Ct do alvo, menos (-) o valor do Ct do controle enddgeno.
De posse dos valores de ACt, calcula-se o AACt, que é o ACt da amostra a ser
analisada (situacdes experimentais) menos (-) o ACt do calibrador (amostra de
referéncia) (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Para o bom funcionamento desde
método, um gene deve ser usado como controle endégeno. Este deve ser um gene

Cuja expressao nao varia ou é pouco variavel (genes “housekeeping”, por exemplo).
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Outra escolha importantissima para aumentar a fidedignidade da analise é a escolha
do calibrador. Uma vez que os dados do alvo foram normalizados em relagdo ao
controle enddgeno, precisamos analisar a variagdo existente entre cada amostra em
relacdo a este calibrador. Este geralmente é uma situacao controle ou amostra nao
tratada. A condigdo de crescimento aerdbica 24h de cultivo foi escolhida para
calibrador das taxas de expressdo dos genes simbiodticos nas diferentes condicdes
observadas. O ajuste da linha de base e do “threshold” foram automaticamente
determinados pelo programa.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte I: Analises bioquimicas e fisiolégicas para os diferentes cultivos de B.

elkanii, isoladamente
1. Determinacao do numero de células, pH e DO a 600 nm

As analises de densidade optica (DO) das amostras foram realizadas em
biofotdbmetro, no comprimento de onda de 600 nm e apresentaram 0s seguintes
valores de DO: 0,208 em 24h e 1,156 em 48h para amostras aerodbicas; 0,171 em
24h e 1,459 em 48h para amostras microaerdbicas; e finalmente, 0,181 em 24h e

1,606 em 48h para amostras anaerobicas (FIG.3).

Densidade Optica das Amostras de B. elkanii
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Figura 3: Andlise da densidade Optica, através da absorbancia a 600 nm em
biofotbmetro, do crescimento das amostras cultivadas em diferentes atmosferas
gasosas e em diferentes tempos de cultivo.

Um pequeno decréscimo na densidade 6tica foi observado para 24h quando
aerdbico foi comparado com microaerdbico e anaerdbico. Entretanto, em 48h

observou-se um aumento da densidade oOtica quando se realiza a mesma
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comparacao, fato este que pode ser atribuido a uma adaptacdo da bactéria ao

ambiente quando cultivada por 48 horas.

Todas as culturas acima citadas foram submetidas a contagem do numero de
células através da técnica de diluicao seriada, sendo obtido os numeros de UFC. As
diluicdes foram realizadas em triplicatas para 107, 10® e 10°. Os resultados das

contagens e os valores de pH de cada cultura, estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Contagem das células viaveis e pH das culturas de B. elkanii.

Aerobico | Aerobico Microaero Microaero | Anaerobico | Anaerobico
24h 48h 24 h 48h 24h 48h
1,0x10" [3,9x10" | 1,0x10" 6,9 x 10" 1,6x10" | 6,4x10"
(cels/ml)
pH* 7,14 7,29 6,66 6,78 6,8 6,9

*Meio TY utilizado como branco (pH = 6,85)

A contagem do numero de células / ml corrobora os dados obtidos para
andlise de densidade 6tica, inclusive no que diz respeito ao crescimento e adaptacao
ao ambiente com pouco ou nenhum oxigénio em 48 horas, principalmente.

As amostras aerobicas apresentaram um leve aumento de pH. Rizdbios de
crescimento lento como Bradyrhizobium tendem a alcalinizar o meio de cultura,
enquanto os que de crescimento rapido geralmente acidificam o meio fato observado
no cultivo aerébico 24 e 48 h. TAN & BROUGHTON (1981), sugerem que as
mudancas de pH promovidas pelo rizobio no meio de cultura sdo devido a utilizagdo
preferencial de acucares pelas estirpes de crescimento rapido seguida de excrecao
de acidos organicos e de compostos de nitrogénio pelas estirpes de crescimento
lento e consequente liberagdo de cations. Ao contrario do esperado, as estirpes
produtoras de acido em meio de cultura ndo sdo mais tolerantes a acidez do solo
(NORRIS, 1965). O crescimento rapido parece conferir certa vantagem competitiva
na rizosfera devido a maior competicdo com outros microrganismos. Em condigoes
de redugéo de oxigénio, ocorreu uma pequena queda para microaerdbico e manteve-
se para anaerdbico podendo ter sido provocada pela formacdo de compostos

durante o cultivo nessas atmosferas gasosas.
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2. Ensaio bioquimico de atividade respiratoria através da reducao de INT a INT-
Formazan dos experimentos de restricao de oxigénio

O sistema de transporte de elétrons (ETS) é um componente comum em
bactérias, permitindo, através do processo respiratorio, a produgdo de energia na
forma de ATP. O sistema ETS reduz 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolium
(INT) a INT-Formazan, uma vez que INT compete diretamente com o oxigénio
molecular como aceptor final de elétrons. Métodos bioquimicos, como a
determinacdo da atividade do sistema de transporte de elétrons (ETS) tém sido
empregados para a dosagem do consumo de oxigénio. Baseado neste processo de
reducdo, as bactérias que estdo respirando acumulam intracelularmente INT-
Formazan, tornando-se um método eficiente para analisar a viabilidade de células
em diferentes condicées (ZIMMERMANN, 1978; MAURICE et al., 2001). Apos
consolidado este processo, dosagens das taxas de acumulo de INT-Formazan
podem ser realizadas através de espectrofotometria e também através de
microscopia para verificagdo dos “spots” intracelulares de INT-Formazan.

Analises espectrofotométricas dos ensaios realizadas a 480 nm, apresentaram
valores de DO de: amostras aerobicas 0,168 em 24h e 0,189 em 48h; para
microaerobiose, 0,036 em 24h e 0,093 em 48h; e, finalmente, para culturas
crescidas na auséncia de oxigénio 0,025 em 24h e de 0,174 em 48h (FIG.4)
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Densidade Optica do Extrato Etandlico INT-Formazan
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Figura 4: Analise da densidade optica a 480 nm do extrato etandlico proveniente
das culturas em diferentes atmosferas gasosas e em diferentes tempos de cultivo.

A medida que decresceu a concentracdo de oxigénio, decresceram as taxas
respiratérias quando analisados os extratos etandlicos das diferentes culturas, exceto
em cultivo anaerdébico por 48 horas. O maior decréscimo foi observado
principalmente entre os ambientes aerdbicos e microaerdbico, representando uma
queda de 77,5% da DO nas 24h de cultivo e 49% nas 48h de cultivo. Porém, quando
comparada as taxas respiratérias microaerébicas com anaerobicas, o decréscimo foi
mais sutil em 24h, correspondendo a 28%, enquanto um aumento significativo em
48h foi observado. Este aumento na densidade Optica do cultivo anaerdbico
correspondeu a quase 100%, atingindo niveis préximos ao gerado pela cultura

crescida aerobicamente.



31

1 2

Figura 5: Extratos etandlicos INT-Formazan (Dados representativos). 1) culturas
crescidas durante 24h e 2) 48h. A — Aerdbico, B - Microaerdbico e C — Anaerdbico

A andlise visual destes extratos permite-nos aferir uma mudanca na coloracao
das mesmas, corroborando com o0s dados obtidos pela absorbancia
espectrofotométrica. Ha de se evidenciar na imagem 1 (FIG. 5) a diminui¢do
gradativa da intensidade da coloracao da amostra aerébica (A) até a anaerobica (C);
enquanto na imagem 2, esta diminuicao se verifica apenas na passagem de aerdbico
(A) para microaerdbico (B), voltando a aumentar no anaerdbico (C). Este ultimo
aumento na intensidade do extrato etandlico representou niveis aproximados do tubo
A, referente a cultura aerdbica. E importante ressaltar que cada cultivo e andlise foi
realizado de forma independente, e os dados sao comparativos entre eles.

Em bradirrizébios, uma alta flexibilidade fisiolégica €& exigida para
sobrevivéncia em condicOes variaveis como a passagem da bactéria de vida livre
para a forma de endossimbionte. Entre as mudancgas esta a expressao do citocromo
cbbs oxidase terminal (FixXNOPQ) com alta afinidade por oxigénio, portanto ativa em
um ambiente microaerofilico. Neste ambiente microaerdbico, as cascatas dos genes
FixLJ-FixK> e RegSR-NifA atuam para permitir a percepgédo dos niveis de oxigénio
presente e, consequentemente, a ativacao dos genes envolvidos no processo da
fixacao.

Algumas apoproteinas especificas podem se associar com componentes da

sub-classe dos tetrapirrdéis chamados heme, que apresentam importantes funcoes
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incluindo transporte de elétrons (ex. citocromos), ligar e transportar oxigénio (ex.
hemoglobina) e catélise oxidativa (ex. peroxidases). O precursor universal dos
tetrapirréis € o acido d-aminolevulinico (ALA), que é sintetizado por diferentes vias
dependendo do organismo (BEALE, 1996; JORDAN, 1994). Membros do sub-grupo
das a-proteobactérias (incluindo rizébios) sintetizam ALA via condensacgao de glicina
e succinil Coa pela ALA sintase (via de Shemin). Subsequentemente, o ALA é
convertido a proto heme em diversas reagdes enzimaticas.

Dependendo das condicdes de oxigénio celular, a descarboxilagdo oxidativa
do coproporfirinogénio Il a protoporfirinogénio X, é catalisada por diferentes
enzimas em bactérias aerdbicas facultativas, que usam o oxigénio molecular como
um aceptor de elétrons. Na auséncia de oxigénio, a reagdo é catalisada por uma
coproporfirinogénio 1l desidrogenase cuja atividade requer NADP, ATP, Mg®* e L-
metionina. Os genes responsaveis por esta atividade sdo comumente chamados de

hemN. Algumas dessas vias de ativacdo podem ser observadas na Figura 6.
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Figura 6: Cascatas regulatérias de ativacdo génica em ambientes com baixa

tensao de oxigénio (adaptado de Hauser et. al., 2006).

Todas estas reagbes ocorrem no ambiente simbidtico, ou seja, no nddulo

fixador de nitrogénio visto que a bactéria em vida livre ndo necessita de controle e

protecao ao oxigénio. Assim, a restricado de oxigénio utilizada a fim de se obter um

ambiente pobre em oxigénio visa entender melhor as vias respiratérias envolvidas

neste tipo de metabolismo.

Os dados apresentados neste trabalho permitem afirmar que a baixa

concentracao de oxigénio (5%) limitou o crescimento das culturas bacterianas

negativamente até 24 horas de cultivo, pois em 48 horas, a taxa de crescimento

verificada foi maior que a cultura aerébica (FIG. 3 e TAB. 2). Na dindmica da cadeia
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respiratoria, demonstrada aqui com o teste de reducéo de INT a INT-Formazan (FIG.
4), ocorreu uma reducao na taxa respiratoria das células em restricao do oxigénio.

Ao analisar a densidade Optica dos cultivos em auséncia de oxigénio, verifica-
se que o crescimento das mesmas, por 24 horas, foi proximo ao microaerébico e a
densidade éptica para 48 horas um pequeno aumento (FIG. 3). Desta vez, o fato da
absorbancia da cultura aumentar, ao contrario do que ocorreu com o microaerdbio, a
taxa respiratéria acompanha este aumento, podendo-se aferir que o microrganismo
conseguiu adaptar-se a esta nova condicdo (FIG. 4). As estratégias utilizadas pelo
mesmo para se manter nestas condi¢gdes, ainda permanecem obscuras, mas em
Bradyrhizobium  japonicum, Fischer e colaboradores (2000) identificaram e
caracterizaram um gene hemN, chamado hemN,, que é essencial para a biossintese
de proteinas heme. O processo de ativacdo destas proteinas é dependente da
ativacdo da cascata FixLJ-FixKo. A utilizagdo de algum aceptor final de elétrons na
cadeia respiratéria que nao o oxigénio é exigido e este deve estar presente no meio
rico, ou ser sintetizado durante o metabolismo bacteriano. Assim, o maior numero de
células em cultivo restritivo de O,, em 48h, ndo correspondeu a uma taxa respiratdria
maior, conforme esperado. Contudo, para explicar o fendmeno de multiplicacao
celular nestas condi¢cdes, algumas hipoteses podem ser sugeridas, como: 1)
Ativacdo do mesmo mecanismo observado em bacteridides, pela ativagcdo da
citocromo oxidase terminal; 2) Expressao de uma citocromo oxidade alternativa que
mantém um fluxo de elétrons para um aceptor final de elétrons de carater inorganico;
3) Vias alternativas a partir do Ciclo de Krebs com alto potencial na producdo de
agentes redutores e ATP; 4) Na auséncia de um aceptor final de elétrons, o INT
adicionado a fim de marcar a cadeia respiratéria, pode ter sido utilizado como
aceptor final de elétrons durante o cultivo das mesmas quando este reagente foi
adicionado, momento no qual, a cultura deixou o cultivo restritivo de oxigénio
(incubagao durante 2h), gerando assim, as taxas respiratorias elevadas observadas
no extrato etandlico para cultivo anaerdbico durante 48h. Respostas referentes a
estas alteracbes foram buscadas com o estudo molecular dos genes envolvidos
neste processo.
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3. Analises Microscopicas

Aliquotas dos materiais provenientes das diferentes condicbes de cultivo
também foram analisadas através de microscopia ética de contraste de fase.

Quando as culturas aerobicas foram analisadas, a intensidade de acumulo de
INT-Formazan intracelular é mais evidente em 48 horas (FIG. 7), ja que 0 nimero
de células e o extrato etandlico indica este aumento. A diferenca na intensidade dos
“spots” fica ainda mais evidente quando sdo comparadas todas as amostras
crescidas 24 horas (FIG. 7A, 8A e 9A) na qual existe um decréscimo comprovado
pela andlise do extrato etandlico. Algo semelhante ocorre quando analisadas as
amostras de 48 horas (FIG. 7B, 8B e 9B), nas quais ocorre queda na intensidade da
marcagdo em células do cultivo aerébico para o microaerdbico, e depois um
aumento nesta intensidade na amostra anaerdbica. Estas informagdes de
intensidade visual sdo importantes para comparagdo com os outros métodos de
analise como UFC e absorbancia das culturas e extratos etandlicos, os quais
apontam para a mesma informagao de crescimento celular e taxas respiratérias

baseadas nos ensaios de reducéo de INT.

A B

Figura 7: Andlise microscopica das amostras da cultura aerdbica fixada com
Formaldeido evidenciando o acumulo intracelular de INT-Formazan. A — amostra
cultivada por 24h e em B — amostra cultivada por 48h (microscopia de contraste de
fase)



36

Figura 8: Analise microscopica das amostras da cultura microaerébica fixada com
Formaldeido evidenciando o acumulo intracelular de INT-Formazan. A — amostra
cultivada por 24h e em B — amostra cultivada por 48h (microscopia de contraste de

fase)

A B

Figura 9: Analise microscépica das amostras anaerobicas fixada com Formaldeido
evidenciando o acumulo intracelular de INT-Formazan. A — amostra cultivada por 24h
e em B — amostra cultivada por 48h (microscopia de contraste de fase)

A B

Figura 10: Analise microscépica das amostras fixadas com Formaldeido,
evidenciando o acumulo intracelular de INT-Formazan. A — amostra de B. elkanii
SEMIA 587 sem INT-Formazan e B — amostra de B. elkanii com acumulo intracelular

caracteristico.
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4. Perfil de qualidade do RNA total bacteriano

Uma vez que RNAs integros sao requeridos para a obtengdo de cDNAs
eficientes para a quantificacdo da expressao génica através de PCR em Tempo
Real, o perfil de qualidade (Figura 11 e 12) e rendimento do RNA (Tabela 3) de B.
elkanii foi verificado durante o crescimento em diferentes concentragées de oxigénio
em meio TY. A relacédo entre as absorbancias 260/280 nm estima o grau de pureza
do RNA. Esta relacao é influenciada pelo pH e concentracdo de sais da solucéo na
qual o RNA foi diluido. RNAs diluidos em agua mantém uma relagdo na faixa entre
1,5 e 1,9, enquanto RNAs diluidos em tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, mantém a
relacdo entre 1,8 e 2,1 (SAMBROOK & RUSSELI, 2001) Por sua vez, o perfil
eletroforético do RNA total integro, em gel de agarose, deve mostrar um
bandeamento dos RNAs ribossomais 23S e 16S correspondente aos tamanhos 2,9 e
1,5 Kb, respectivamente.

123 45 6 7

Figura 11: Perfil de qualidade do RNA total de B. elkanii SEMIA 587 cultivada em
meio TY, durante 24 horas em diferentes condigbes de oxigenacdo avaliado por
eletroforese em gel de agarose 1,2% desnaturante. 1. Marcador de tamanho
molecular (0,24 — 9,4 kb Invitrogen); 2 e 3 amostras crescidas aerobicamente sem
restricdo de oxigénio; 4 e 5 amostras crescidas em atmosfera de microaerofilia ;6 e 7
amostras crescidas em anaerobiose.
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Figura 12: Perfil de qualidade do RNA total de B. elkanii SEMIA 587 cultivada em
meio TY, durante 48 horas em diferentes condigbes de oxigenacdo avaliado por
eletroforese em gel de agarose 1,2% desnaturante. 1. Marcador de tamanho
molecular (0,24 — 9,4 kb Invitrogen); 2 e 3 amostras crescidas aerobicamente sem
restricdo de oxigénio; 4 e 5 amostras crescidas em atmosfera de microaerofilia ;6 e 7
amostras crescidas em anaerobiose.

Tabela 3: Rendimento médio de RNA total obtido de células de B. elkanii SEMIA
587, cultivada em meio TY, durante 24 e 48 horas em diferentes condigbes de
oxigenacao

Relacao
Amostra Rendimento pug/ 25 ml de cultura
260/280 nm
Aerdbico 24h 1,60 82
Microaerdobico 24h 1,55 66
Anaerdbico 24h 1,55 92
Aerdébico 48h 1,50 117
Microaerobico 48h 1,65 113

Anaerdbico 48h 1,55 92
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Parte Il: Analises bioquimicas e fisioléogicas para os inoculantes a base de
bradirrizobios.

1. Analises das caracteristicas dos inoculantes em diferentes idades.

Assim como descrito anteriormente, os inoculantes utilizados neste ensaio
foram submetidos a contagem de células através de diluicdo seriada para
determinagdo do numero de células por mililitro (TAB. 4). As diluigdes foram
realizadas em triplicatas para 10>, 10°® e 107. Apds seis dias de incubacdo das

placas em B.O.D. as UFC foram contadas.

Tabela 04: Numero de células/ml para amostras de inoculantes em diferentes idades

Amostra | Inoculante 12 meses | Inoculante 27 meses | Inoculante 48 meses

Céls/ml 1,43 x 10° 3,32 x 10° 4x10°

O valor minimo requerido para manutencao do numero de células viaveis até
o prazo de validade é de 1x10°. Os inoculantes de 12 e 27 meses apresentaram
namero de células viaveis considerado dentro dos padrbes das entidades
fiscalizadoras de controle de qualidade destes produtos (TAB. 4). O inoculante
estocado 27 meses apresentou um numero acima do exigido. Sendo assim,
verificou-se que estes periodos de estocagem, 12 e 27 meses, ndo afetaram o
numero minimo de células viaveis nesses dois produtos. Por outro lado, o inoculante
estocado durante 48 meses apresentou um nuamero de células inferior ao
recomendado. Assim, um periodo extremamente prolongado de estocagem (4 anos)
influenciou diretamente o numero. Este efeito pode ser devido a exaustdao dos
nutrientes contidos na formulagao, refletindo o nimero de bactérias encontradas no
mesmo. Adicionalmente, o acumulo de compostos téxicos originados da morte e
degradacéo celular, por um periodo prolongado, tendem a inibir o0 desenvolvimento e
manutencao das células viaveis.

Quanto ao pH destes produtos, também foram analisados e podem ser
observados na (FIG. 13). O pH registrado para a formulagédo (formulagdo comercial
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sem incoulagao) foi inferior ao encontrado nos inoculantes analisados, uma vez que
rizobios de crescimento lento tendem a alcalinizar o0 meio de cultura devida a
liberacdo de compostos nitrogenados oriundos do consumo de agUcares da
formulagdo e, consequentemente, liberagdo de cétions (TAN & BROUGHTON,
1981). Porém, ndo foram observadas alteragbes significativas de pH. Maurice et al
(2001), relatam um processo de intensas alteracdes nas propriedades fisiologicas e
bioquimicas nas células estocadas a longo prazo com base na relacédo
carbono/nitrogénio/proteinas. Um pequeno decréscimo no pH do inoculante de 48
meses de idade pode ser atribuido ao fato de que a quantidade de células vivas no
meio € menor que nos anteriores, assim, a producao dos compostos que alcalinizam

0 meio se encontrarem em quantidade um pouco menor.

Analise de pH dos Inoculantes
Formulagdo sem 6.2

Idade dos Inoculantes

Figura 13: pH dos inoculantes analisados nos ensaios biologicos

Os mesmos inoculantes ainda foram submetidos a andlise da densidade
Optica em um comprimento de onda de 600 nm em biofotdmetro. Um processo de
aumento gradual da DO pode ser observado quando os inoculantes sdo analisados
em relacao a idade dos mesmos (FIG. 14). Na maior parte das estirpes a quantidade
de muco produzida é proporcional ao tempo de crescimento (MARTINS et al., 1997).

Quanto maior o periodo de estoque dos inoculantes maior a producdo de
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exopolissacarideos (EPS) produzido pelas bactérias no meio. E possivel que o
aumento da DO seja reflexo da producédo de EPS. Este mesmo efeito também pode
ser atribuido ao acumulo de células mortas. Algumas leituras podem ultrapassar o
limite de deteccao da absorvancia 600 nm.

Densidade 6ptica dos Inoculantes

7 4 7.246
6 -
g 5 189
4
8 3 1 -088
2 -
1 -
0
12 meses 27 meses 48 meses

Idade dos Inoculantes

Figura 14: Andlise da densidade éptica, através da absorbancia a 600 nm
em biofotdmetro dos inoculantes estocados por diferentes periodos.

2. Ensaio bioquimico da atividade respiratoria através da reducao de INT a INT-
Formazan dos inoculantes

A densidade Optica das amostras foi determinada em espectrofotémetro a 480
nm de comprimento de onda e apresentaram os seguintes valores: 0,230 para
inoculantes 12 meses; 0,411 para inoculantes de 27 meses, e finalmente, 0,121 para
inoculantes de 48 meses (FIG.15).
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Densidade Optica do Extrato Etanélico INT-
Formazan
0.5

E 0.4 - 0.411

§ 0.3 -

o 0.2 -23

g 54 0.121

0
12 meses 27 meses 48 meses

Idade dos Inoculantes

Figura 15: Densidade Optica do extrato etandlico proveniente dos inoculantes em
diferentes tempos de estoque.

Os dados obtidos pelo ensaio de reducao corroboram os dados obtidos com a
contagem de células dos mesmos inoculantes ilustrados na Tabela 4, em que
ocorre um aumento de células principalmente no inoculante de 27 meses de idade.
Um grande decréscimo na densidade ética ocorreu em 48 meses, inoculante que
apresentou menor numero de células. Os mesmos resultados também podem ser

observados na andlise dos extratos etandlicos na Figura 16.

A B C

Figura 16: Extratos etandlicos INT-Formazan dos inoculantes estocados por:
A) 12 meses, B) 27 meses e C) 48 meses.
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Uma vez que o ensaio de reducao da cadeia respiratéria marca as células que
estdo respirando, estas acumularam intracelularmente o INT-Formazan que depois
foi extraido para obtencido deste extrato. Conforme observou-se, o inoculante de 27

meses foi 0 que apresentou maior indice respiratério.

3. Experimento de Nodulacao com plantas de soja inoculadas com Inoculante
liquido comercial

Sementes de soja foram inoculadas com inoculantes comerciais com
diferentes idades de fabricacdo (12 meses, 27 meses e 48 meses de fabricacdo
como descritos anteriormente), conforme instrugées do fabricante, visando analisar a
eficiéncia de nodulagdo apos estes periodos de estoque. O processo de nodulagao
mostrou-se eficiente neste sistema (FIG. 17), provavelmente gracas ao
estabelecimento de uma populacdo de bradirrizobios na rizosfera, utilizando a
vermiculita como suporte para a formacao de biofilmes.

Uma vez estabelecida esta populagédo, bactérias podem migrar para as
regides mais profundas do substrato conduzidas pela agua utilizada durante a
hidratagdo. Adicionalmente, exudatos das raizes das plantas, utilizados como
nutrientes pelas bactérias, ou como sinais para estabelecimento da simbiose, devem
se difundir de forma mais restrita a zona de interacdo dos pélos radiculares. Plantas

de soja sem inoculacéo foram utilizadas como controle.
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Figura 17: Nodulacdo de raizes de plantas de soja (Glycine max) utilizando
inoculantes comerciais. (A) Sistema de plantio em tubetes com vermiculita como
substrato (B) Plantas com 35 d.a.p. e (C) Detalhe da nodulacdo induzida pela
inoculagdo na semente como recomendado pelo fabricante (Inoculagcdo com
Inoculante estocado 27 meses)

4. Perfil de qualidade do RNA total isolado dos bradirrizébios presentes nos
inoculantes comerciais e de bacteridides isolados de plantas de soja.

Os inoculantes acima descritos foram submetidos a extragcdo de RNA, através
do método de Trizol®. A Figura 18 ilustra o perfil eletroforético e a Tabela 5 o
rendimento médio de RNA provenientes da extragdo de uma aliquota de 1,5 ml. As

maiores concentragcdes de RNA extraidos foram observadas para o inoculante de 27
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meses, decaindo no de 48 meses. Este resultado corrobora os dados obtidos para o
numero de células por mililitro. As andlises indicaram um RNA integro, com
bandeamento caracteristico para procariotos, contendo os RNAs 23S e 16S. Para
realizacao de sintese de cDNA e posterior quantificacdo, um RNA integro é uma pré-

requisito.

LA

2,37 kb—> <«— 238
1.35 kb—— <+“— 16S
0.24 kb——>

ol L

Figura 18: Perfil de qualidade do RNA total de inoculantes avaliado por eletroforese
em gel de agarose 1,2% desnaturante. 1 — Marcador de tamanho molecular: 0,24 —
9,4 kb Invitrogen ; 2 RNA inoculante 12 meses, 3 - 27 meses € 4 - 48 meses.

Tabela 5: Rendimento médio de RNA total obtido de células de B. elkanii SEMIA 587
e B. japonicum SEMIA 5079 presentes nos inoculantes.

Relacao
Amostra Rendimento (ug) / 1,5 ml
260/280 nm
Inoculante 12 meses 1,6 34
Inoculante 27 meses 1,8 37

Inoculante 48 meses 1,6 24
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O perfil de qualidade e o rendimento do RNA de bacteridides provenientes das
plantas inoculadas e cultivadas por 35 dias sdo mostrados na Figura 19 e na Tabela
6, respectivamente.

O numero médio de nddulos por planta variou de acordo com o inoculante
aplicado, e o rendimento em gramas de nddulo por experimento esta destacado na
Tabela 6. Ap6s a extragdo, as amostras de RNA foram estocadas a -80°C em ultra-
freezer para posteriores andlises de expressao génica através de PCR quantitativo.
As amostras que apresentaram contaminacdo com DNA foram tratadas com 5
unidades de RQ1 RNAse free DNAse da Promega conforme protocolo do fabricante.

. P < B
1,35 kp— . . P <« 165

Figura 19: Perfil de qualidade do RNA total de bacteridides provenientes de plantas
de soja 35 dias ap6s o plantio avaliado por eletroforese em gel de agarose 1,2%
desnaturante. 1 — Marcador de tamanho molecular: 0,24 — 9,4 kb Invitrogen ; 2 - RNA
bacteridides 12 meses, 3 - 27 meses e 4 - 48 meses.
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Tabela 6: Rendimento médio de RNA total obtido de bacteridides obtidos de plantas
inoculadas com inoculantes de diferentes tempos de estocagem. Plantas com 35 dap

Relacio Gramas de
Amostra Rendimento pg nédulo / 30
260/280 nm plantas
Bacteridide
12 meses 1,75 8,3 1,3
Bacteridide
27 meses 1,8 36 5,9
Bacteridide
48 meses 1,6 25 2,45

PARTE lll: Andlise da expressao de genes envolvidos no processo respiratorio
de bradirrizébio in vitro e in planta, por meio de quantificacao relativa em PCR

em tempo real.

1. Ensaio de validacao de Primers, eficiéncia de cDNA e ensaio de Dissociagao

Para ensaio de validagdo de primers e de cDNA, uma PCR quantitativa em
tempo real absoluta foi realizada. Nesta, uma grande variedade de concentracdes de
primers e quantidades de cDNA em diversas diluigdes foram utilizadas afim de se
verificar as melhores condicdbes para aumentar assim a eficiéncia e,
consequentemente, a especificidade da reagdo. Ao final deste processo as
concentragbes que apresentaram uma amplificagdo / emissdao de fluorescéncia
dentro dos mesmos padrbes para as amostras analisadas foram escolhidos para a
realizacdo da qPCR. A andlise dos primers se deu pela realizacdo de reagdes
contendo 200, 400 e 800 nM dos mesmos. A medida que a concentragdo de primers
aumentou, uma diminui¢do no Ct foi observada. Ap6s anadlise, a concentracao de 800
nM foi a que apresentou a melhor amplificacdo tendo em vista o Ct que ocorrem as
deteccoes.

A andlise para determinacao da concentracao de primers esteve diretamente
relacionada com a quantidade de cDNA na reagdo. O mesmo procedimento de
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variacdo de concentracao foi adotado para o cDNA, sendo que a quantidade de 1l
do cDNA sintetizado como descrito no item 2a dos Materiais e Métodos foi o que
apresentou melhores resultados associados a 800 nM de primer.

A quantificacdo génica por PCR quantitativo em tempo real € uma técnica
bastante rapida, reprodutivel e de grande confiabilidade. Entretanto, a escolha do
ensaio a ser utilizado influencia na estratégia a ser utilizada nas reacdes. Quando a
quantificacdo estd associada a SYBR Green, é necessario que seja avaliada a
especificidade da reacdo em relagdo ao mesmo. Este fluoréforo, por se tratar de um
intercalante de fitas duplas, emite fluorescéncia inclusive quando se liga a moléculas
nao alvo como dimeros de primers amplificados ou algum produto inespecifico. Esta
fluorescéncia proveniente da interacdo com moléculas ndo alvo € detectada
alterando os valores da quantificacdo. Para solucao destes problemas, deve-se
proceder a andlise de dissociagdo. Curvas de dissociagéo (FIG. 19) sdo geradas no
fim da PCR quantitativa absoluta, por aumento progressivo na temperatura da
reagdo, calculando uma propor¢do na diminuicdo da emissdo de fluorescéncia.
Quando um unico pico é observado na dissociacao, indica que apenas um Unico
produto esta presente.
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A B
C D
E F
G H

Figura 20: Curvas de dissociacao geradas para validagao da eficiéncia dos primers:
A — fixL; B- fixJ; C — fixKo; D- rpoN1; E — sigA; F — nifA; G - fixN; H— nifH
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2. Analise da expressao génica relativa por PCR PCR em tempo real

Analise quantitativa de acidos nucléicos tem um importante papel em diversos
campos de pesquisa. A quantificacdo da expressdao génica tem sido extensamente
utilizada no monitoramento de respostas biologicas a varios estimulos (TAN et al.,
1994; HUANG et al., 1995A,B; PRUD'HOMME et al., 1995).

Mudangas celulares relativas a sobrevivéncia, crescimento e diferenciagéo,
refletem em alteracbes nos padrdes da expressdo génica e a capacidade de
quantificar os niveis de transcricdo de genes especificos sempre foi fundamental
para qualquer investigacao de funcao genética (ZAMORANO et al., 1996).

A andlise da expressdo dos genes relacionados a cascata responsiva a
ambientes com baixa tensdao de O, e que, consequentemente ativam os genes
responsaveis pela fixagao biolégica de nitrogénio e processos relacionados, mostrou-
se bastante variavel quando comparada as diferentes condi¢gdes analisadas neste
trabalho.

A Figura 21 mostra a expressao relativa do gene fixL que codifica a proteina
sensora FixL, que ativa, através de um evento fosforilativo, a proteina FixJ, dando
inicio a uma cascata de transducgao de sinal em resposta a concentracées em torno
de 5% de oxigénio na forma gasosa (NELLEN-ANTHAMATTEN et al., 1998;
SCIOTTI et al., 2003, HAUSER et al., 2006)
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Figura 21: Taxas de Expressao do gene fixL por qrPCR

Quando observamos os niveis de expressao de fixL, nota-se um evento de
expressao negativa do mesmo na condicao de aerobiose, expressado essa suprimida
pelo excesso de oxigénio na atmosfera do meio. Ao analisarmos as culturas
crescidas em atmosfera isenta de O, o nivel de expressdo do mesmo torna-se
positivo, principalmente em 24 horas de cultivo (0.54 contra 0.23 para 48h). Na
andlise para bacteridides, a condicdo em que o gene fixL foi mais expresso foi na
inoculagdo com inoculante de 12 meses de idade, dado que corrobora com a
expressao do préprio inoculante de 12 meses, seguido do inoculante de 48 meses.
Por fim em microaerobiose, a cultura de 48h apresentou nivel de expressdao mais
elevado em relacao a 24h.

Os genes fixL e fixJ de Ensifer ((Sino) rhizobium) meliloti (DAVID et al, 1988)
foram originalmente identificados por seu papel na ativacdo dos operons fixNOQP e
fixGHIS, bem como para a ativacdo do nifA sob condicdes de baixa tensdo de
oxigénio. Subsequentemente, estes genes foram identificados em B. japonicum
(ANTHAMATTEN et al., 1991) e A. caulinodans (JOERGER et al., 1986), além de
fixadores do género Frankia (MURRY et al., 1993). Andlise de sequéncias de DNA
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dos genes fixLJ de Ensifer meliloti, B. japonicum e A. caulinodans mostraram fortes
indicios de que eles estao organizados em um operon nas trés espécies (FISCHER,
1994).

Em Bradyrhizobium japonicum, o operon fixLJ aparece expresso tanto em
condigbe microaerdbicas quanto anaerdbicas, embora em niveis ligeiramente
diferentes (ANTHAMATTEN et al.,, 1991), o que corrobora os dados obtidos em
nossos experimentos. Mutagées em fixL ou fixJ de Ensifer meliloti e A. caulinodans
resultaram na formagao de nodulos simbioticamente ineficientes (Fix). A atividade da
nitrogenase em A. caulinodans, mutantes de vida livre, é drasticamente reduzida. Do
mesmo modo, mutantes fixLJ de B. japonicum mostram uma perda de cerca de 90%
da atividade simbidtica de fixacdo de nitrogénio, tornando-se incapazes de crescer
anaerobicamente utilizando nitrato como aceptor final de elétrons na cadeia
respiratoria. Estes dados sugerem a participagdo de FixLJ na respiragdo através de
nitrato (ANTHAMATTEN et al., 1991).

Saito et al. (2003), em estudos com mutantes de Ensifer meliloti mutados na
regido sensora ao oxigénio (FixLJ), verificaram que o processo de autofosforilacdo
de fixL e posteriormente fostorilacdo de fixJ n&o ocorria. Adicionalmente verificaram
alteracdes na conformacdo das proteinas FixLJ purificadas. A expressao de fixL
(FIG. 21) apresentou-se elevada para os inoculantes de 12 meses e de 48 meses de
fabricacdo, demonstrando que a expressao deste gene ocorre em periodos iniciais e
tardios de estoque, podendo estar relacionado com a deplecdo do oxigénio gasoso
na embalagem dado a atividade celular inicial que levou a seu esgotamento.

O gene fixJ (FIG. 22) apresentou maior expressdo quando estava a condicao
de bacteridide de plantas inoculadas com Inoculante de 27 meses, valor inverso ao
obtido para fixL, sugerindo que no momento experimental, a autofosforilagdo de fixL
ja teria ocorrido, sendo assim e a ativagao de fixJ foi mais proeminente no momento
da coleta ou mesmo através de modificacdes pds-transcricionais. Os niveis de
expressao referem-se aos transcritos de RNA produzidos em cada situagdo. Para os
inoculantes e culturas crescidas microaerobicamente, os niveis de expressao

decresceram bastante quando comparados com fixL.
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Figura 22: Taxas de Expressao do gene fixJ por qrPCR

A expressao dos genes envolvidos na fixagao de nitrogénio e na simbiose em
B. japonicum, como ja descrito, estdo fortemente relacionados com duas cascatas
regulatérias (Fischer, 1994). Em cada cascata, 3 niveis de controle podem ser
observados: | — sistemas regulatérios de dois componentes sensiveis ao oxigénio
(FixLd e RegSR); Il — um regulador chave (FixKo e NifA) e Ill - o regulon alvo. A
primeira cascata € composta pelo sistema regulatério FixLJ, pelo regulador chave
FixKz e pelo regulon alvo que contém os genes relacionados as condi¢cdes de vida
microaerdbicas e anaerdbicas.
Apoés a fosforilagcdo de ambos, FixLJ, é ativada a transcrigdo de fixKo. Este ultimo
regulador, transcricional relacionado a expressao dos operons fixNOQP e fixGHIS na
presenca de condicdes inadequadas de oxigénio (> 5%), que por sua vez, tem
funcdes relacionadas com a sintese de uma citocromo oxidase com altissima
afinidade ao oxigénio e adicionalmente, ativacdo de rpoN1 codificador do fator
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transcricional sigma® especializado (SCIOTTI et al., 2003). A proteina FixK regula
negativamente a expressao de fixK> em Ensifer meliloti, pela ativagdo do gene fixT,
cujo produto inibe o sistema FixLJ (FOUSSARD et al., 1997).

A andlise através da qrPCR demonstrou maiores niveis de expressao de fixKs
em bacteridides de 12 meses e 48 meses, respectivamente. Além desses,
apresentaram aumento em sua expressao as ceélulas em condicdo anaerdbica, por
24 horas, e microaerdbica cultivada por 48 horas. Em todas as outras situacgoes, a
expressdo do gene apresentou baixos niveis, sendo que nos inoculantes a
expressao em todas as idades mostrou niveis parecidos (FIG. 23).
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Figura 23: Taxas de Expresséo do gene fixK, por grPCR

Nellen-Anthamatten et al, (1998), descreveram a proteina FixKy como sendo
crucial para o controle dos genes induzidos sob baixa tensdo de oxigénio, papel este
que pode ser observado na Figura 24.
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Figura 25: Taxas de Expressao do gene rpooN; por qrPCR

Quando analisamos a expressdo do gene rooN; (6> (FIG. 25), que codifica
uma subunidade da RNA polimerase, o nivel de expressdo observado em
bacteridides provenientes de inoculacées com inoculantes de 12 meses foi 0 mais
proeminente para o grupo dos bacteridides, sendo observado uma queda nos
bacteridides inoculados com inoculantes estocados por maior periodo de tempo (27
meses e 48 meses). Contudo, os inoculantes de 12 meses e 48 meses apresentaram
o mais alto nivel de expressado dentre todas as condigbes experimentais. Nota-se
uma expressado discreta deste gene em anaerdbico 24 horas e microaerdbico 48
horas. O fato dos inoculantes apresentarem expressao elevada para este gene,
corroboram com a expressao encontrada para o sensor fixL, que apresenta 0s
mesmos padroes de expressao.

Outro ativador transcricional de papel fundamental na cascata de ativacdo de
genes envolvido no processo de fixagdo do nitrogénio é o gene nifA. O gene nifA de

B. japonicum e A. caulinodans foram primeiramente identificados por sua homologia
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com o nifA de Klebsiella pneumoniae e Ensifer meliloti sendo que sua fungao
regulatéria foi confirmada por andlise mutacional (EVANS et al., 1988). NifA atua em
B. japonicum conjuntamente com o fator 6°*, assim, o fator RpoNy, representa uma
ligagao entre as duas cascatas regulatérias, FixLJ e RegSR

A andlise quantitativa de nifA (FIG. 26) demonstrou uma forte expressao do
mesmo em bacteridides 12 meses, seguido de microaerdbico 48 horas e anaerdbico
24 horas. Niveis transcricionais mais discretos foram observados para bacteridide 48
meses e microaerdbico 24 horas. As andlises de inoculantes, independente da idade,
mostraram-se reguladas negativamente.
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Figura 26: Taxas de Expressao do gene nifA por qrPCR

Como ja extensamente citado, as espécies fixadoras de nitrogénio necessitam
de um ambiente com condigdes restritivas em oxigénio para funcionamento e
ativacao do processo de fixacdo, uma vez que a enzima que realiza este processo é

extremamente sensivel ao oxigénio. Sendo assim, diversos mecanismos estao
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envolvidos no processo de formacao de um ambiente apropriado. Além das barreiras
fisicas fornecidas pelo ambiente do nédulo fixador, e substancias como a
leghemoglobina que carrega oxigénio, um terceiro processo remete a sintese de uma
citocromo oxidase com altissima afinidade ao oxigénio, codificada pelo gene fixN.
Nossos resultados mostraram atividade intensa do gene responsavel pela
sintese dessa citocromo c-oxidase terminal (FIG. 27). O nivel de expressdo mais
notavel foi para ambiente microaerdbico de 48 horas. As condigbes de anaerobiose
sejam para 24 horas, ou 48 horas, apresentaram niveis consideraveis de expressao,
uma vez que esse gene, assim como todos os outros citados, se expressa em
condi¢des de baixa tensdo de oxigénio. Além disso, este gene estd sob controle da
cascata FixLJ, que € ativada a uma concentragdo de 5% de oxigénio. Um baixo nivel
de expressao de fixN foi observado nos inoculantes, apesar do fato destes estarem

nas embalagens com uma baixa tensdo de oxigénio.
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Figura 27: Taxas de Expressao do gene fixN por qrPCR
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Toda a cascata regulatéria e a quantidade de genes envolvidos nesse
processo estdo relacionados a uma regulagdo génica do processo de fixacao,
finamente controlado. Como este € bastante custoso energeticamente, deve se fazer
ativo apenas em condi¢oes totalmente controladas e em momentos propicios. O
gene nifH relacionado com a sintese de uma das subunidades do complexo
nitrogenase, que € altamente labil a presenca de oxigénio, € um dos genes cuja
expressao depende de muitos outros genes e fatores, dos quais alguns ja foram
descritos anteriormente.

Os dados encontrados em nossos experimentos direcionam a expressao
génica as condi¢gdes endossimbiontes (bacteridides), uma vez que é neste que
estara ocorrendo o processo de reducao do nitrogénio atmosférico. A expressao
mais acentuada foi nos bacteridides isolados de plantas inoculadas com o inoculante
de menos idade (12 meses), seguido dos bacteridides 27 e 48 meses,
respectivamente (FIG. 28). Um pequeno nivel de expressado pdde ser observado na
cultura crescida microaerdbicamente durante 48 horas.
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Figura 28: Taxas de Expressao do gene nifH por grPCR
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3. Fisiologia de bradirrizébios in vitro e in planta

E importante ressaltar que a analise por qrPCR esta fundamentada em
transcritos de RNA expressos, € nao em proteinas que refletem
funcionalidade/fenétipo de determinado gene. Assim, pode ocorrer um “lag” entre
momento celular de expressao de determinado gene, quando o RNA foi isolado, e a
proteina correspondente expressa.
Adicionalmente, um controle pds-traducional é normalmente utilizado por rizébios
para controlar o metabolismo respiratério e de fixagdo de nitrogénio (FISCHER,
1994; CRAWFORD et al., 2000).

Para um melhor entendimento dos fenémenos fisiolégicos relacionados a cada
condicao, a saber, cultivo “in vitro”, restritivo em oxigénio (FIG. 29), inoculantes com
diferentes idades (FIG. 30) e bacteridides (FIG. 31), os dados foram agrupados

conforme observado.

Taxas de Expressao em Cultivo Restritivo de Oxigénio
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Taxas de Expressao Génica em Diferentes Inoculantes
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Figura 30: Taxas de expressao génica para inoculantes em diferentes idades

Taxas de Expressao Génica em Bacteridides
(Soja inoculada com inoculantes diferentes idades)
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Os genes acima discutidos até o momento estdo todos relacionados com
mecanismos regulados em fungdo do oxigénio. Porém, deve-se considerar outros
fatores limitantes aos processos de estabelecimento do processo simbiotico, e
consequentemente a reducado do nitrogénio atmosférico. Um desses fatores é a
presenca de nitrogénio em formas assimilaveis no solo. Uma vez que o processo de
fixacdo é bastante custoso energeticamente, apenas na auséncia deste nutriente o
processo ocorre. Outros genes considerados reguladores também atuam impedindo
o funcionamento da cascata de ativacdo de genes da fixacdo em resposta ao
nitrogénio, principalmente o regulador nifA.

A maior expressdo de fixL foi encontrada para condi¢des microaerdbica 48
horas de cultura e anaerdbica 24 horas. Entretanto, todos os analisados sob
condi¢cdes microaerdbicas ou anaerdbicas apresentaram expressao aumentada. O
gene fixJ apresentou queda na expressdo para microaerdbicos e anaerdbicos 24
horas, e um aumento da expressdo do mesmo quando analisado em 48 horas.

O gene fixN apareceu altamente expresso em microaerébicos 48 horas,
enquanto em 24 horas a expressao foi reprimida. Isso pode ser devido a um periodo
de adaptacao as condigcdes em que foram submetidas as culturas. Por outro lado, o
anaerobico 24 horas apresentou expressao maior do que em 48 horas. O rpoN;
relacionado com a ativagdo dos genes nifA e nifH apresentou pequenas taxas de
expressao ou reprimida. Em duas condigbes, microaerébico 48 horas e anaerdbicos
24 horas, nota-se a proeminente expressao do nifA que atua somente em condicdes
altamente restritas de oxigenagédo, demonstrando que o processo de anaerobiose em
que foram realizados os experimentos foi eficiente. Um aumento da expressdo em
microaerobicos durante o cultivo de 48 horas pode ser atribuido ao consumo do
oxigénio antes encontrado pelos microrganismos presentes, colaborando assim para
a ativacao de nifA. Mas apesar da expressao de nifA, ndo foi verificada a expresséao
do nifH. Esses dados corroboram com os encontrados em inoculantes, em que 0s
mecanismos de ativagdo do processo, existem e estdo ativos até determinados

niveis, entretanto o processo nao ocorre a menos que esteja em simbiose.
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O gene sensor primario ao oxigénio, fixL, foi expresso em todos as condi¢coes
analisadas, exceto na cultura crescida aerobicamente. As culturas aerdbicas foram
utiizadas como controle, uma vez que todos os genes analisados requerem
ambientes com tensdo de oxigénio reduzido para se expressarem. Hauser e
colaboradores (2006) em um microarranjo piloto de B. japonicum, cultivado com
apenas 0,5% de oxigénio gasoso, observaram a expressao de diversos genes
responsivos a baixas concentracbes de oxigénio, tais como fixN (altamente
expresso), fixKz, rpoN; e até mesmo nifH. Resultados parecidos foram observados
em um macroarranjo realizado por Bergés et. al. (2003) para Ensifer meliloti, em que
0os genes fixKNP foram induzidos apds a redugcdo da concentracdo de oxigénio.
Souza (2006) em um microarranjo parcial de B. elkanii, detectou a presencga de fixN
em culturas liquidas, além da presenca de uma superdoxido dismutase e uma
catalase. Estes genes tém papel antioxidante relacionado a defesa celular e atuam
na decomposicao de radicais livres de oxigénio e do peroxido de hidrogénio gerado
durante atividade da dismutase. A presenca destes genes € indicativo de uma
situacdo de estresse, que foi observada nas fases de adaptacédo (fase lag) ou de
baixa disponibilidade de recursos, durante a fase estacionaria (SOUZA, 2006). Estes
dados corroboram os encontrados em nossas andlises, em que a simulacdo de um
ambiente com niveis reduzidos de oxigénio, é capaz de desencadear a expressao de
diversos genes.

Nos inoculantes analisados, o fixL foi altamente expresso naqueles estocados
durante 12 meses e 48 meses (maiores “fold-change”) sugerindo que uma reducgao
no oxigénio contido no interior da embalagem comercial ocorre. Estes dados
corroboram os dados encontrados para andlise da cadeira respiratéria através de
ensaio bioquimico, em que as menores taxas respiratérias foram encontradas para
0s mesmos inoculantes. O gene fixJ apresentou sua expressao conforme padrao
encontrado no fixL, exceto pela expressao reprimida em inoculante de 27 meses.

O gene fixK> esta diretamente ligado a ativacdo dos genes responsaveis pela
sintese da citocromo oxidase terminal produzida por fixN. Contudo, nossos dados
obtidos para andlise de fixN demonstraram que nos inoculantes de 12 meses e de 48
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meses houve uma expressdo aumentada e no de 27 meses expressao reprimida.
Como este gene depende da ativacdo de fixKo, e este ndo apresentar expressao
significativa, o0 mesmo pode ja ter sido expresso no momento experimental. Dados
que corroboram com a expressao encontrada para fixLJ. O fator trascricional rpoNs,
expresso na maioria das condi¢des, € o elo encontrado entre as duas cascatas que
envolvem 0s perceptores ao oxigénio e a cascata com os genes que codificam o
complexo enzimatico nitrogenase. O regulador transcricional nifA apresentou
expressao reprimida para todas as idades, assim como o outro gene chave para a
sintese do complexo enzimatico, o gene nifH.

Os dados acima descritos no permitem aferir que nas embalagens de
inoculantes comercias fabricados a base de bradirrizébios, ocorre uma diminuicao
drastica na tensdao de oxigénio, haja vista que os genes da cascata sensora FixLJ
apresentaram-se expressos, assim como os genes intermediarios, tais como o fator
transcricional rpoNs. H& de se ressaltar, a expressao aumentada do gene
responsavel pela sintese do citocromo acessério aos mecanismos de controle do
oxigénio, o fixN. Sendo assim, tudo indica que a maquinaria celular bacteriana esta
preparada para um possivel processo de fixagdo desencadeado pela diminuicdo da
tensdo de oxigénio; entretanto, este processo ndo ocorre, fato evidenciado pela
expressao negativa do regulador dos genes da fixacao nifA e do gene da
dinitrogensase.

A andlise da expressao génica encontrada para bacterioides demonstrou um
grande aumento para fixL principalmente no de 12 meses, seguido por 48 meses e
27 meses (respectiva ordem de aumento). A expressdo de fixJ mostrou-se
inversamente proporcional, indicando o momento experimental em que o fixL ja
transmitiu o sinal através do processo fosforilativo para o gene subsequiente. O gene
fixK> apresentou-se bastante expresso também em 12 meses e 48 meses, sendo
expresso negativamente em 27 meses. O perfil transcricional dos genes da cascata
sensora ao oxigénio FIXLJ-FIXK> demonstra uma queda a niveis de oxigénio, uma
vez que se trata da forma endossimbionte, e no ambiente nodular a queda deve ser

um tanto quanto acentuada para o funcionamento do complexo nitrogenase. Outro
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gene que colabora para que este processo ocorra, o fixN, apresentou-se expresso
em todas as condi¢des, principalmente em bacteridides 12 meses uma vez que a
citocromo oxidase com afinidade por oxigénio precisa estar ativa no ambiente
nodular onde ocorre os eventos da reducao do nitrogénio. O fator trancricional rpoN;
apresentou alta expressdo em bacteridides produzidos com inoculantes de 12
meses, decaindo com o aumento da idade do inoculante utilizado. Assim como
aconteceu para os genes anteriormente descritos, a andlise de nifA apresentou um
aumento de expressado principalmente em 12 meses. Uma vez que este esta
expresso, evidencia-se a queda muito grande na tensdo de oxigénio no ambiente
nodular, pois o0 mesmo sé se expressa em tensdes de oxigénio inferiores a 0,5%
(HAUSER et al., 2006). Por fim, o alvo final da cascata de ativagao, o gene nifH,
apresentou-se expresso em todas as condicbes e bacteridides analisadas, indicando
assim que no momento da coleta experimental o processo de fixacdo estava
ocorrendo.

AplGs as analises de expressado descritas acima, ha de se evidenciar que os
genes analisados apresentaram padrao de expressao parecido, € na maioria, 0s
maiores niveis de expressao foram encontrados nos bacteridides isolados de plantas
inoculadas com inoculante de 12 meses de idade, seguido por 27 meses e
posteriormente por 48 meses (principalmente fixN, rooN1, nifA e nifH). Este perfil
pode ser indicativo de que, apesar dos inoculantes apresentarem numero de células
e eficiéncia de nodulacdo dentro de certos padrdes, o tempo de estocagem parece
afetar os genes envolvidos no processo de fixacdo. Sendo assim, o processo de
estocagem por longos periodos pode ser inviavel, uma vez que afeta a viabilidade
génica.

O fato de inoculantes com mais tempo de prateleiras terem causado eficiente
nodulacdo em raizes de soja pode estar relacionado ao fato de que durante o
armazenamento as células e o meio acumularam EPS e LPS (MARTINS et al.,
1997). Estes compostos sdo reconhecidos como moléculas importantes para o
fendbmeno de reconhecimento, interacdo e aderéncia dos rizobios nas raizes da
planta hospedeira (STOUGAARD, 2000). Esta interagao inicial dispara na planta



66

mecanismos de respostas que induzem a divisdo das células meristematicas no
coértex radicular, dando origem ao noédulo. Contudo, como nos inoculantes mais
velhos o numero de células fisiologicamente foi menor, a colonizagao destes nédulos
nao foi bastante eficiente. Ou seja, as células induziram a formagdo do nédulo
radicular, contudo, houve pouca infecgao. Este fenémeno de colonizagéo ineficiente
de nédulos seria responsavel pela deteccao de baixos niveis de expressao de genes
relacionados a respiragéo microaerofilica e fixagdo do nitrogénio.

Através dos dados obtidos no presente trabalho ha de se evidenciar que o
tempo de estoque dos inoculantes comerciais € de fundamental importancia para a
maximizagdo do processo de fixagdo bioldégica de nitrogénio hoje tdo difundido. E
que apesar da viabilidade em numero de células como observado para o inoculante
estocado durante 27 meses, a funcionalidade dos genes envolvidos no processo
podem estar comprometidos como indicado através das andlises de expresséo

génica.
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V. CONCLUSOES

1. As culturas crescidas em diferentes tensées de oxigénio, aumentaram o pH,
DO, e numero de células a medida que aumentou o de tempo de cultivo (de 24
para 48 horas), demonstrando que a mudanca na tensao de oxigénio afeta o
desenvolvimento e metabolismo nas primeiras 24 horas tendendo a aumentar em

48 horas (adaptacédo ao ambiente).

2. O processo de estocagem dos inoculantes até 27 meses n&o afetou o numero
de células, permanecendo dentro dos padrées recomendados pelas entidades
fiscalizadoras, mas decaindo apés este periodo.

3. A andlise da cinética respiratéria através do ensaio de redugéo do INT a INT-
Formazan indicam uma atividade respiratéria mais acentuada no inoculante de 27

meses que também é o que apresenta maior numero de células.

4. Os genes sensores iniciais fixLJ apresentaram-se expressos nas mais
diversas condigdes, inclusive em inoculantes comerciais, indicando uma queda na

tensao de oxigénio na embalagem de estoque.

5. A expressao do gene responsavel pela producdo de uma citocromo oxidase,
fixN, ocorreu em diversas condi¢des, indicando que a maquinaria celular
bacteriana esta preparada para um possivel processo de fixagdo desencadeado
pela diminuicao da tensao de oxigénio.

6. Analise da expressao génica dos bacteridides isolados de plantas inoculadas
com os inoculantes de diferentes idades evidenciou uma queda na expressao dos
genes intimamente relacionados com o processo de fixacao tais como fixN, rpoN;,
nifA e nifH, decaindo a expressao a medida que aumenta o tempo de estocagem.
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7. Alteracdes fisioldgicas podem ser responsaveis pela capacidade de
sobrevivéncia dos bradirrizébios nas embalagens comercias com oxigénio

limitado por longos periodos.

8. A estocagem dos inoculantes por longos periodos pode ser inviavel, pois a
idade do mesmo esteve diretamente relacionada com a capacidade de
funcionamento dos genes relacionados ao processo de fixacdo bioldégica do
nitrogénio.
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