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AVALIACAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LINHAGENS
MUTANTES DE RHIZOBIUM TROPICI

RESUMO

O feijoeiro desenvolve associacdo simbiotica nas raizes com a bactéria Rhizobium
tropici, naturalmente ou via inoculacdo, propiciando a infeccdo das raizes da
planta hospedeira e provocando a formacdo de nddulo onde ocorre a fixacdo do
N.. Os genes bacterianos envolvidos na formac¢éo dos nddulos estédo divididos em:
1) genes que especificam a composicdo bioquimica da superficie celular
bacteriana e 2) genes relacionados a producdo de polissacarideos. Estirpes de
rizobio séo eficientes produtores de EPS, tais moléculas estdo envolvidos nos
processos de infeccdo e fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN). Estirpes mutantes
dessa bactéria tém um papel importante ndo s na fixacdo bioldgica do nitrogénio,
como também, biotecnologicamente. Neste trabalho foi realizada a caracterizacéo
do potencial biotecnoldgico de microrganismos mutantes em relagdo a sua estirpe
selvagem SEMIA 4080, por meio da analise de expressao génica, por PCR em
tempo real, dos genes fixN, nifH, exoZ, exoR e phbC, relacionados ao processo de
FBN. Foram selecionados quatro mutantes construidos por insercdo de
transposons Tn5. Para a avaliagdo da expressao génica, o RNA foi extraido nas
fases lag, log e estacionaria de crescimento bacteriano e também na fase de
bacteridides, isolados de nédulo de feijoeiro inoculados com as estirpes mutantes
e selvagem. Os dados de sequienciamento revelam que a mutagcdo nao ocorreu no
gene exoZ, gene para 0 qual a mutacdao foi direcionada. A mutacéo
aparentemente ndo alterou a expressdo dos genes relacionados a FBN, no
entanto, os mutantes apresentaram menor eficiéncia na simbiose. Sendo assim,
tais mutantes sdo recomendados na utilizacdo biotecnologica, uma vez que
apresentam maior producdo de exopolissacarideos em relacdo a sua estirpe

selvagem

Palavras chave: qPCR, fixac&o biolégica do nitrogénio, exopolissacarideos.
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EVALUATION OF THE BIOTECHNOLOGICAL
POTENTIAL OF MUTANT STRAINS OF RHIZOBIUM TROPICI

SUMMARY

Plant bean develops symbiotic association with Rhizobium tropici bacteria both
naturally or through inoculation, enabling the infection of roots of the host plant and
triggering nodule formation where N, fixation takes place. The bacterial genes
involved in the formation of the nodules are divided into two classes: 1) genes that
specify the biochemical composition of the bacterial cell surface and 2) genes
related to the production of capsular polysaccharides. Rhizobia strains are efficient
producers of exopolysaccharides and such exudates present complex structure
involved in processes of infection and biological nitrogen fixation (BNF). This work
focused on the characterization of the biotechnological potential of mutants in
relation to their wild type SEMIA 4080, through gene expression analysis by real
time PCR, gene fixN, nifH, exoZ, exoR and phbC, related to the process of BNF.
Four mutants selected were constructed by insertion of transposons Tn5. For the
evaluation of gene expression, RNA was extracted phases lag, log and stationary,
bacterial growth phase and also in bacteroids isolated from nodules of bean plants
inoculated with the mutant strains and wild type. The sequencing data revealed
that the mutation not occur in exoZ gene, the gene to which mutation was directed.
The mutation apparently did not alter the expression of genes related to BNF,
however, the mutants were less efficient in symbiosis. Thus, these mutantes are
recommended in the biotechnological utilization since a higher production of

exopolysaccharides in relation to their wild type strain.

Keywords: gPCR, biological nitrogen fixation, exopolysaccharides.



1. INTRODUCAO.

Nos ultimos anos, o Brasil tem ocupado o primeiro lugar na producdo e
consumo mundial de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), considerado um dos alimentos
basicos e uma das principais fontes de proteina na alimentacdo da populacdo
brasileira. Entre os diversos tipos de grdos do feijoeiro, merece destaque o tipo
carioca, que representa 70% do mercado consumidor brasileiro (DEL PELOSO &
MELO, 2005). A producédo nacional de feijao Primeira Safra, alcancou 1.374,2 mil
toneladas, um pouco menor que a safra de 2010. A instabilidade dos precos, a
baixa liquidez, os estoques do produto e os problemas climaticos, fizeram os

produtores migrarem parte da lavoura para outros cultivos (CONAB, 2010).

Em razdo da importancia econdmica e social do feijoeiro no Brasil e da
potencialidade e necessidade de incrementar sua produtividade, estudos visando
a otimizacdo do processo de nodulacdo, e, consequentemente, da fixacao
biolégica do nitrogénio, como forma de melhorar a disponibilidade de nutrientes as
plantas, € uma prética de grande importancia e muito necessaria (FRANCO et al.,
2001).

O género Rhizobium esta descrito na Classe das a-Proteobactérias, da
ordem Rhizobiales e na familia Rhizobiaceae, segundo a edicdo de 2003 do
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. O Género Rhizobium é definido como
um grupo de espécies que podem ter tanto flagelos peritriquios ou subpolares,
rapido crescimento, producdo de acido em meio YMA, e incluem estirpes que
possuem a habilidade de fixacdo simbidtica de nitrogénio. Vinte e uma espécies
estdo atualmente descritas no Género Rhizobium: R. Arachi, R. daejoenense, R.
etli, R galegae, R. gallicum, R. giardinii, R. hainanense, R. huautlense, R.
indigoferae, R. leguminosarum, R. loessense, R. lupini, R. lusitanum, R.
mongolense, R. sullae, R. phaseoli, R. Sullae, R. taenense, R. tropici, R. undicola
e R. yanglingense (KUYKENDALL et al., 2003). R. etli, R. gallicum, R. giardini, R.
leguminosarum, R. tropici podem ainda ser divididos em varios subgrupos e

variedades com base na especificidade pelo hospedeiro (SAWADA et al., 2003).



Inicialmente, a simbiose com o feijoeiro era considerada bastante restrita,
sendo relatado que ocorreria apenas com um grupo de bactérias classificadas
inicialmente como Rhizobium phaseoli (FRED et al.,, 1932) e, posteriormente,
reclassificadas como Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (JORDAN, 1984).
Contudo, o avanco nas metodologias de biologia molecular e a coleta desses
microrganismos em varios locais do mundo indicaram que essa leguminosa pode
ser bastante promiscua em suas associa¢gfes simbiéticas (HERNANDEZ-LUCAS
et al., 1995; MICHIELS et al., 1998), resultando na descricdo de quatro novas
espécies: R. tropici (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), R. etli bv. phaseoli
(SEGOVIA et al., 1993), R. gallicum (bv. gallicum e bv. phaseoli) e R. giardinii (bv.
giardinii e bv. phaseoli) (AMARGER et al., 1997).

Dentre as espécies de Rhizobium fixadores de nitrogénio, a maioria das
estirpes isoladas nos solos brasileiros pertence a espécie R. tropici, demonstrando
sua enorme adaptabilidade as condi¢cfes destas regides (HUNGRIA et al., 2000).
Esta espécie € mais estavel metabolicamente e mais tolerante a estresses, como

por exemplo, temperatura elevada e acidez do meio (GRAHAM, 1992).

Para que ocorra a invaséo bacteriana e a forma¢ao dos nédulos contendo os
bacteridides fixadores de N, resultado do fenotipo Fix*, € necessario que haja
uma perfeita interacdo entre a planta hospedeira e o micro-simbionte durante uma
série de etapas sequenciais. Inicialmente o rizObio é atraido até as raizes da
planta hospedeira, numa série de eventos pré-infec¢cdo. Neste estagio inicia-se a
comunicacdo molecular entre a planta e bactéria, quando sdo decifrados pela
bactéria os cddigos enviados pela planta hospedeira. Este codigo é composto de
diferentes substancias exsudadas pelas raizes das plantas, como carboidratos,
aminoéacidos, além de compostos fenolicos (flavonoides) que irdo compor um
gradiente quimico na rizosfera, resultando na atracdo da bactéria até a superficie
radicular e na inducdo dos fatores de nodulacdo bacterianos (FRAYSSE et al.,
2003).

Embora uma série de etapas sequenciais venha sendo estudada ha

décadas, recentemente, foi elucidado que uma infeccdo com sucesso requer uma



complexa troca de moléculas de carboidratos produzidos pelo microssimbionte,
incluindo o exopolissacarideo (EPS), lipopolissacarideo (LPS), o lipo-
oligossacarideo (LOS) ou oligossacarideos lipoquitinicos (LCOs), denominados de
Fatores Nod, incluindo ainda outros do tipo polissacarideo capsular (CPS),
polissacarideo nodular (NPS) e a B-glucana ciclica (BECKER & PUHLER, 1998;
FRAYSSE et al.,, 2003; SHORUPSKA et al., 2006). Dentre estes, os EPSs ou
oligossacarideos derivados dele sédo constituintes normais de todas as células
microbianas, sendo fundamentais durante os eventos de pré-infeccdo e formacéo
dos nédulos radiculares (BECKER & PUHLER, 1998).

Em trabalho anterior, mutantes no gene exo envolvidos na sintese das
subunidades repetitivas do EPS de Rhizobium tropici, foram construidos no
Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento
de Tecnologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FAPESP, Processo 2007/57586-6) e foram gentilmente cedidos para este estudo.
No presente estudo foi realizada a caracterizagdo molecular de mutantes em
relacdo a sua estirpe selvagem SEMIA 4080, por meio da avaliagcdo da expressao
génica por PCR em tempo real, de alguns dos genes relacionados ao processo de

nodulacéo e fixacdo biolégica do nitrogénio.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da Fixac&o Biol6gica do Nitrogénio para a cultura de feijao.

O feijdo Phaseolus vulgaris (L.) é originado provavelmente da regido do
continente Americano, de onde se espalhou para outros continentes no século XV,
logo apds o descobrimento da América (GALLO & MIYAZAKA, 1961). Atualmente,
o Brasil é o maior produtor mundial. Estima-se que a producdo nacional deve
chegar a 3,8 milhdes de toneladas na safra 2010/2011 (MAPA, 2011). O feijdo é
uma boa fonte de calorias, vitaminas e minerais, como fésforo, potassio, calcio e
magnésio (SGARBIERI, 1987).

Apesar da producdo do feijdo apresentar grande importancia econbmica,

pouco se sabe sobre a taxonomia das estirpes utilizadas para a inoculacdo desta



leguminosa (FUKAGAWA et al., 1975; SCAMPARINI et al., 2000). Em relacdo a
classificacdo taxondmica do rizébio do feijoeiro, até 1984, estava definida uma
Gnica espécie, Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (JORDAN, 1984). Desde
entdo, com o0 avanco nas técnicas de biologia molecular, foi possivel constatar
uma grande diversidade genética entre 0os micro-simbiontes, permitindo, assim, a
definicdo de novas espécies: R. tropici (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991) R. etli
(SEGOVIA et al., 1993), R. gallicum e R. giardinii (AMARGER et al., 1997),
existindo, ainda, diversas estirpes sem posi¢do taxondmica definida, que podem

representar novas espécies (EARDLY et al., 1995).

A maioria dos rizébios isolados nos solos brasileiros pertence a espécie R.
tropici, e demonstra sua enorme adaptabilidade as condi¢cdes edafoclimaticas
destas regides (HUNGRIA et al., 2000). Esta espécie é mais estavel
metabolicamente e mais tolerante a estresses, como, por exemplo, temperatura
elevada e acidez do meio (GRAHAM, 1992), frequentemente utilizada na
fabricacdo de inoculantes para a cultura de feijdo e recomendada pelo Ministério

da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA.

No processo de fixagdo do nitrogénio, as plantas, em sua grande maioria
leguminosas, estabelecem uma relacdo simbionte com bactérias fixadoras de
nitrogénio para converter o nitrogénio molecular (N2) em amoénia (NH3) (TAIZ &
ZEIGER, 2004). A demanda de nitrogénio para as plantas depende da
decomposicdo da matéria organica ou da adubacdo nitrogenada, no entanto o
processo de fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico ocorre naturalmente no
solo com microrganismos de vida livre ou em associacdo com espécies vegetais.
A simbiose de plantas leguminosas com os diferentes géneros de rizébios parece
ser o0 sistema que mais contribui em termos de incorporacdo do N, fixado a
rizosfera (YAMADA et al., 1988).

O processo de assimilagcdo do nitrogénio, por absorgéo radicular, requer uma
série complexa de reacdes bioguimicas, que estdo entre as rea¢bes de maior
demanda energética dos organismos vivos. Na assimilacdo do nitrato (NO3), 0

nitrogénio desse composto € convertido em uma forma mais energética, o nitrito



(NO,) e, entdo, em uma forma ainda mais energética, o amoénio (NH;), e
finalmente em nitrogénio-amida da glutamina. Por outro lado, a FBN renova todo o
nitrogénio contido na biosfera, compensando as perdas que ocorrem com a
desnitrificacdo e o torna disponivel para ser metabolicamente utilizavel (BERKUN
& BOHLOOL, 1980).

O complexo enzimatico denominado nitrogenase € responsavel pela fixacao
do nitrogénio (POSTGATE, 1982). Este complexo e formado por duas
metaloenzimas com caracteristicas estruturais diferentes (DIXON & KAHN, 2004)
e sdo denominadas de acordo com sua composicdo metalica: a proteina ferro, ou
dinitrogenase redutase (subunidades codificadas pelo gene nifH), e a proteina
ferro-molibdénio ou dinitrogenase (subunidades codificadas pelos genes nifD e
nifkK) (EADY et al.,, 1986). O processo de fixacdo de nitrogénio é altamente
regulado: tanto na atividade da nitrogenase, como na expressao de seus genes
em resposta a disponibilidade de nitrogénio e oxigénio do meio (POSTGATE,
1982; DIXON & KAHN, 2004).

O feijoeiro desenvolve associacdo simbidtica quando a bactéria esta
presente no solo, naturalmente ou via inoculagédo, a qual reconhece e infecta as
raizes da planta hospedeira provocando a formacdo de nddulos, onde ocorre a
fixacdo do N, (HUNGRIA et al., 1997). O processo de nodulacdo pode ser

simplificadamente ilustrado por meio da Figura 1.

Dentro do nédulo as bactérias transformam-se em bacteridides. Estes tornam
0 nitrogénio disponivel as plantas, através da reducdo do nitrogénio atmosfeérico,
catalisada pela enzima nitrogenase. A nitrogenase € considerada a enzima mais
estudada nos nodulos, estando diretamente relacionada com a eficiéncia da FBN,
e ocorre somente em organismos procariotos. Portanto, a atividade da
nitrogenase, assim como rendimento de grdos, conteddo de proteinas e
aminoacidos sédo parametros monitorados para avaliar a eficiéncia da fixagéo por
bactérias (ALBERHEIN et al., 1967; GIDLEY et. al., 1991).



Figura D1: Fases do estabelecimento da simbiose
entre leguminosas [} rizdbios. Fonta:
www.plantphys.net

1. Liberacio de flavondides pelas raizes da planta;

2. Quimiotaxia do rizdbio em direcio a superficie
das raizes;

3. Proliferagdo do rizdbio na rizosfera e indugdo da

diferenciagio do primérdio do nddulo;

4. Aderéncia do rizdbio as raizes;

nddulo [conexdo vascular);

via de Infecclo;

crescimento do nadulo;

nitrogénio,

5. Diferenciagio do meristema secunddrio do

B. Encurvamento do pélo radicular e formagdo da

7. Miktipla infeccldo das células do nodulo e

B. Crescimento do nddulp, diferenciacdo dos
bacterigides e comego da fixagdo simbidtica de

Figura 1. Fases do estabelecimento da simbiose entre leguminosas e

rizébios.

Os genes bacterianos envolvidos na formac¢do dos nodulos estdo divididos
em duas classes. A primeira corresponde aos genes que especificam a
composi¢do bioquimica da superficie celular bacteriana, tais como o0s que
determinam a sintese de exopolissacarideos e lipopolissacarideos, genes exo e
Ips, respectivamente, e polissacarideos capsulares, antigenos K e (-1,2-glucanos
e genes ndv “nodule development”. Estes genes estdo envolvidos na
determinacéo da especificidade ao hospedeiro e formacéo do cordéo de infeccao.
A segunda classe consiste nos genes envolvidos diretamente na infeccédo e
nodulacdo, genes nod, nol e noe, os quais, além do reconhecimento ao
hospedeiro, sdo responsaveis pela sintese enzimatica de fatores Nod que
induzem a formacéao do nédulo (LONG, 1996).

Com a ativacdo dos genes nod dos rizébios, ocorre uma troca de sinais
moleculares, onde as bactérias emitem sinais especificos para o hospedeiro, que
induz algumas modificacbes radiculares, como a deformacéo e o aumento no

namero dos pélos radiculares, levando a formacdo de nodulos. Apds as



modificagOes radiculares, ocorre a dissolugédo das paredes celulares, formando um
cordao de infeccdo que propicia a entrada das bactérias nos nédulos, as quais se
diferenciam, transformando-se em bacterdides. Atuam, entdo, as enzimas
relacionadas com a quebra da tripla ligacdo do N, e com a assimilacdo do
nitrogénio fixado (CRAWFORD & GLASS, 1998).

Outro conjunto de genes, relacionados a fixacao bioldégica do nitrogénio, e
que estdo presentes em rizobios sdo denominados fix e nif. Estes genes estdo
envolvidos na resposta ao oxigénio, controle transcricional dos promotores nif,
sintese e regulagédo da atividade nitrogenase, cofatores e transporte de elétrons
(FISCHER, 1994). Contudo, uma cascata de genes esta relacionada nos eventos

de simbiose e fixacao biolégica de nitrogénio.

Vérias consideracdes apontam a pratica da fixagcdo biolégica do nitrogénio
(FBN) como alternativa para reduzir os custos de producéo e para diminuir o uso
de insumos nitrogenados. Além de financeiramente atraente, tal técnica oferece
uma alternativa ecoldgica na reducdo dos impactos adversos causados pela
aplicacéo excessiva de fertilizantes (BROEK et al., 1998; BECKER et al., 1995;
GIDLEY et al., 1991).

2.2. Exopolissacarideos (EPS) de origem rizobiana.

A industria do ramo de alimentos e farmacéuticos vem h& varios anos,
utilizando alguns EPS produzidos por bactérias no desenvolvimento de produtos
com caracteristicas de origem biolégica de obtencdo rapida e barata
(SUTHERLAND, 1998). Estirpes de rizébio sao eficientes produtores de
exopolissacarideos (CASTELLANE & LEMOS, 2007) que podem ser aplicados na
industria de alimentos e farmacéutica, e de polihidroxialcanoatos (TRAINER &
CHARLES, 2006), polissacarideos que tem aplicacdo na producdo de plasticos

biodegradaveis.

Rhizobium e outros géneros de bactérias podem sintetizar dois ou mesmo
trés polimeros extracelulares, juntamente com oligossacarideos intracelulares,

ainda que a sintese dessas moléculas possa nao ser expressa simultaneamente.



As espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio sdo geralmente produtoras de
EPS (BECKER & PUHLER, 1998). Dentre essas, as espécies pertencentes as
familias Rhizobiaceae e Phyllobacteriaceae sintetizam grandes quantidades de
polissacarideos extracelulares (BECKER & PUHLER, 1998; CASTELLANE, 2004;
CASTELLANE, 2007).

Como a maioria das pesquisas com esses microrganismos restringe-se a
estudos de genética e a interacdo simbidtica, ndo ha um produto comercial dos
polimeros de origem rizobiana, apenas ha relatos de producdo de
exopolissacarideos com o nome de succinoglicana (também denominado como
EPSI) e galactoglicana (denominado como EPSII) produzidos pela espécie
Sinorhizobium meliloti (SUTHERLAND, 2001).

A composicao quimica de um numero consideravel de EPS rizobianos ja foi
determinada (REINHOLD et al., 1994; BECKER & PUHLER, 1998; CASTELLANE,
2004; CASTELLANE, 2007). Entretanto, a heterogeneidade da composicdo de
EPSs produzidos por rizobios ficou demonstrada em estudos com 26 estirpes
padrdes de rizobio pertencentes a diferentes espécies (CASTELLANE, 2004).
Como o EPS varia muito em sua composi¢do, conseqlientemente, varia em suas
propriedades fisicas, quimicas e estruturais (SUTHERLAND, 2001).

A diversidade de estruturas apresentadas pelas moléculas de
exopolissacarideos é refletida pela diversidade de enzimas responséaveis pela sua
sintese (SHORUPSKA et al., 2006). Com o surgimento das técnicas de biologia
molecular, e 0 avanco no sequenciamento de genomas, uma nova abordagem na
elucidacéo de funcdes génicas foi contemplada. A eliminacdo de um determinado
gene no genoma é uma estratégia muito Gtil para estudar a funcao biolégica desse
mesmo gene na célula. A eliminacdo de um gene e a subsequiente analise da
alteracdo do seu fenotipo original € uma pratica comum em rizébios, com base na
recombinagcdo homodloga, um mecanismo que ocorre naturalmente in vivo
(MOREIRA et al., 2000; SHORUPSKA et al., 2006).



Na literatura ha poucas informacdes sobre o processo de biossintese dos
diferentes tipos de EPS. Contudo, diversos estudos demonstraram que nas
bactérias Gram-negativas os EPSs sao sintetizados intracelularmente, utilizando
acucares difosfato nucleotideos, que fornecem as formas ativadas de
monossacarideos, fornecendo a célula bacteriana um meio de interconverséo dos
varios monossacarideos através de reacdes de epimerizacdo, desidrogenacao e
descarboxilagdo (SUTHERLAND, 2001). Este processo é muito complexo,
regulado tanto por niveis transcricional como pdés-traducional, e dependente da
atividade de um complexo de proteina, ambos localizados nas membranas interna
e externa, abrangendo o espaco periplasmético entre elas (MOREIRA et al., 2000;
SHORUPSKA et al., 2006).

Os EPS exsudados pelas células rizobianas apresentam estrutura complexa
e também estdo envolvidos nos processos de infeccdo e FBN. A formacédo do
biofilme é fundamental para o sucesso do processo de infeccdo e depende dos
exopolissacarideos rizobianos. GONZALES et al.(1996) demonstraram que
mutantes de Sinorhizobium meliloti que eram incapazes de produzir EPS, néo
eram capazes de infectar a Medicago sativa. WANG et al.(2008) avaliando
diversas linhagens de mutantes obtidos através da insercdo de transposon Tn5,
em Mesorhizobium tiashanense, demonstraram que as linhagens incapazes de
produzir EPS abundantemente também n&o formavam biofiime e ndo eram

capazes de nodular a sua hospedeira de origem.

Mutantes de Rhizobium sp. NGR234 deficiente na sintese de EPS formam
goma em colbnias crescidas em placas de Agar, no entanto perderam a
capacidade de induzir a formac¢do de nddulos fixadores de nitrogénio em
Leucaena leucocephala (fenétipo Fix). Em vez disso, pequenos nodulos vazios
(pseudo-nddulos) foram formados (CHEN et al., 1985). Um determinado nimero
de genes de NGR234 envolvidos na sintese de EPS tem sido identificado em um
cluster exo (CHEN et al.,, 1988; GRAY et al.,, 1990; ZHAN et al., 1990), ja
sequenciado (STREIT et al., 2004).
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As leguminosas apresentam mecanismos de defesa a infeccdo de células
rizobianas similares aqueles apresentados pelas plantas quando infectadas por
bactérias patogénicas. Os EPSs de membrana desempenham a funcdo de
proteger as células bacterianas dos danos causados pelos mecanismos de defesa
além de ser capaz de proporcionar o papel de reconhecimento da célula
bacteriana pelo vegetal (MORGATE et al.,, 2005; MORGANTE et al., 2007;
STAEHELIN et al., 2006). Rizdbios deficientes na capacidade de produzir EPS de
membrana apresentam deficiéncia na capacidade de infectar o hospedeiro, além
de serem mais susceptiveis aos danos celulares causados pelos mecanismos de
defesas vegetais (MORGANTE et al., 2007; STAEHELIN et al., 2006).

2.3. Transposons.

Os transposons sao elementos genéticos capazes de se movimentar de um
lugar para outro no DNA, por um mecanismo denominado transposi¢cdo. Uma vez
que o transposon codifica suas préprias enzimas envolvidas no evento de
transposicao, este elemento ndo perde sua capacidade de movimentacdo ao se
deslocar (GREEN, 2012). Existem em praticamente todos 0s organismos, porém,
a acdo dos transposons € melhor compreendida em bactérias, organismos cuja
evolucdo se deve, em grande parte, a estes elementos (SNYDER &
CHAMPNESS, 2003; LEWIN, 2009; SIEFERT, 2009).

Ha dois tipos basicos de transposons: o primeiro tipo foi descrito por
Barbara McClintock na década de 1940; os elementos dessa categoria foram
denominados Ac/Ds codificam um ou dois genes necessarios para o elemento
transponivel. Eles também contém sequéncias repetidas invertidas de
aproximadamente 10 pb que flanqueiam as sequéncias codificadoras. Estes
elementos repetidos invertidos sao reconhecidos pela transposase, uma enzima
codificada por certos elementos transponiveis. Os transposons se ligam com
essas sequéncias repetidas invertidas e integram os elementos transponiveis no
sitio alvo. A segunda categoria consiste principalmente dos retrotransposons, que
provavelmente tém origem viral. Eles se parecem com estruturas deixadas por

tumores de virus de RNA e fazem a transposicdo como um intermediario de RNA.
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Uma das proteinas codificadas pelo retrotransposon € a transcriptase reversa, que
€ a enzima necessaria para sintetizar o DNA tendo como molde RNA
(BUCHANAN et al., 2000; SOUSA et al., 2010).

A insercdo de um transposon em um gene pode impedir sua expressao,
principalmente se essa ocorre em um gene codificador de uma proteina. A
expressao desse gene € normalmente bloqueada. Se a insercdo de um
transposon ocorrer nas regides reguladoras de um gene, essa insercao pode
ocasionar mudancgas nos locais onde esse gene € normalmente expresso, em
diferentes tecidos ou 6rgaos, ou ela pode afetar o nivel de expressao desse gene
(LORENZO et al., 1990; AHMED, 2009).

Do mesmo modo € importante o fato de que, ao inserir-se em um novo local
do genoma, o mecanismo utilizado na transposicao promove a duplicagdo de uma
pequena regido do DNA - alvo nas duas regifes adjacentes as repeticdes
terminais. Essas sequéncias duplicadas normalmente permanecem no DNA apés
a excisdo do transposon. Se 0 elemento de transposicdo esta inserido em uma
regido codificadora de um determinado gene, a presenca dessas sequéncias
duplicadas pode interferir na fase de leitura ou adicionar cédons extras a
sequéncia génica, causando mutagcdes (AHMED, 2009).

A insercdo de um transposon em um gene, entretanto, frequentemente
impede a expressdo do mesmo por uma questdo probabilistica ligada a
degeneralidade do cddigo genético. Porém, pode também ocorrer a geragcédo de
novas copias génicas, repetidas in tandem, de acordo com o comportamento do
transposon no genoma, ocasionando ganhos de fungcao génica.

No sistema replicativo de transposicdo Tn5 uma nova copia do elemento
transponivel € gerada no evento da transposicao, o resultado é que uma cépia
permanece no local original do elemento, enquanto a outra é integrada em uma
nova posicao genémica (AHMED, 2009).

2.4. PCR em tempo real.

As técnicas de biologia molecular e a engenharia genética progrediram muito
nas ultimas décadas, em especial a partir da década de 60, apods a descricdo da
estrutura tridimensional do DNA por Watson e Crick (FAPESP, 2003).
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A reacdo em cadeia de polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) é
uma técnica muito empregada nos estudos da biologia molecular, utilizada para
amplificar um fragmento de acido nucléico especifico. A especificidade da PCR é
baseada no uso de oligonucleotideos iniciadores, também denominados de
oligonucleotideos iniciadores, que sdo complementares as regides que flanqueiam
o fragmento a ser amplificado.

A PCR foi inicialmente proposta por GHOBIND KHORANA et al. (1971), mas
diversos elementos necessarios para a reacdo, em particular a DNA Polimerase

termoestavel, ainda néo tinha sido descoberta naquela época.

Em 1985, Kary Mullis (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004) desenvolveu a
estratégia para se amplificar um alvo genémico mediante a replicacdo do DNA in
vitro. Esta técnica, denominada PCR, € executada inteiramente in vitro sem o uso
de células, possibilitando a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima Taq
DNA polimerase. Quando um par de oligonucleotideos iniciadores se liga ao DNA
alvo, a enzima Taqg-DNA polimerase sintetiza uma sequéncia complementar de
DNA, a partir da extremidade 3'-OH livre do oligonucleotideo iniciador. Os
iniciadores definem a sequéncia a ser replicada e o resultado obtido é a
amplificacdo de uma determinada sequéncia de DNA com bilhdes de cépias
(NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

Muitos métodos tém sido descritos para a analise quantitativa de seqiéncias
de acidos nucléicos (SHARP et al., 1980; THOMAS, 1980). Recentemente, a PCR
tem se mostrado uma ferramenta poderosa para analise de acidos nucléicos
quantitativos. PCR e transcriptase reversa ((RT)-PCR) permitiram a analise de
guantidades minimas a partir dos acidos nucléicos, isso, tem possibilitado muitas
experiéncias que nado poderiam ter sido realizadas com métodos tradicionais
(VALASEK & REPA, 2005).

Em 1992, HIGUCHI e colaboradores adaptaram e desenvolveram a técnica
de PCR em tempo real. Com este avanco biotecnolégico, analises clinicas,

agropecuarias e cientificas podem ser realizadas com maior rapidez e preciséo.
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Esta técnica difere da PCR convencional por utilizar sondas marcadas com
fluoréforos que emitem uma fluorescéncia durante as amplificacbes, e o sinal é
detectado por um laser do termociclador. O resultado pode ser visualizado em
uma tela de computador. As sondas mais utilizadas sdo TagMan®, Molecular
Beacons e o corante intercalante SYBR® Green (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004;
BIEDERMANN et al., 2004)

A PCR convencional pode ser considerada o método mais sensivel
disponivel. Devido a alta sensibilidade do método de PCR podem ocorrer
resultados falso-positivos ocasionados por contaminacdo do ambiente de trabalho
por DNA amplificado (PALAZZI et al., 2000). Esta restricdo pode ser evitada com o
uso da PCR em tempo real (BIEDERMANN et al., 2004; NELSON et al., 2000). A
técnica PCR em tempo real realiza a quantificacdo dos &cidos nucléicos de
maneira precisa e com maior reprodutibilidade, possibilitando maior facilidade na
quantificagdo, maior sensibilidade, precisdo e maior velocidade na anélise
(NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Diante do panorama apresentado, este trabalho teve como obijetivo realizar a
avaliacdo do potencial biotecnolégico de microrganismos mutantes em relagéo a
sua estirpe selvagem SEMIA 4080, avaliando-se a expressédo génica por meio de
PCR em tempo real, de alguns dos genes relacionados ao processo de fixagcao

biolégica do nitrogénio.
3.2. Objetivos especificos.

- Determinar a curva de crescimentos das estirpes selvagens e mutantes de R.
tropici SEMIA 4080;

- Avaliar por meio do método da extingdo por diluicdo (NMP) a presenca ou
auséncia dos micro-simbiontes em plantas de feijoeiro inoculadas com as

respectivas estirpes selvagens e mutantes;
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- Quantificacao relativa da expresséo génica por PCR em tempo real dos genes
exoZ, exoR, phbC, nifH e fixN;

4. MATERIAL E METODOS.
4.1. Amostras utilizadas.

Foram utilizadas as linhagens de Rhizobium tropici SEMIA 4080 e quatro
mutantes; 4080Q1, 4080Q2, 4080Q3 e 408004, pertencentes ao banco de
mutantes existente no Laboratorio de Bioguimica de Microrganismos e Plantas
(LBMP), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP),
Campus de Jaboticabal/SP, construidos por CASTELLANE (2011).

4.2. Cultivo Bacteriano.

As estirpes foram cultivadas em meio RDM “Rhizobium Definied Medium”
(BISHOP et al., 1976) modificado, com pH 6,8. Os meios de cultivo das estirpes
mutantes foram suplementados com antibiético Canamicina na concentracdo de
30 pg/mL.

RDM constituido por: K;HPO,4 — 0,23 g/L, MgS0,4.7H,O — 0,10 g/L, Glutamato
NayH,0 — 1,10g/L, Elementos tragos — 1000uL e Sacarose — 10g/L. Elementos
tracos: CaCl, — 5g/L, H3PO4 — 145mg/L, FeSO,4 7H,0 — 125mg/L, CaSO, 7H,0 —
70mg/L, CuSO4 7H,0 — 5mg/L, MnCl, 4H,0 — 4,3mg/L, ZnSO,4 7H,0 — 108mg/L e
NaMoO, — 125mgl/L.

Os meios de cultivo foram esterilizados por meio de vapor Umido (em

autoclave) a temperatura de 121°C por um periodo de 20 minutos.

As coldnias foram repicadas em placas de Petri semanalmente, através de
passagens para placas contendo meio fresco. Para preservar as estirpes foram
preparados criotubos, contendo 800 pL de in6culo e 200 pL de glicerol
armazenados em freezer -80°C. Todos os procedimentos foram realizados de

forma asséptica.
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Para a realizagdo da curva de crescimento e extragdo do RNA as estirpes
foram cultivadas em erlenmeyers de 125 mL, contendo 60 mL de meio de cultivo
RDM e 60 uL de in6culo bacteriano. O in6culo foi padronizado com DO (densidade
Optica) referente a 0,25 nm para a inoculacdo no meio. As culturas foram

submetidas & agitac&do constante a 160 rpm, 28°C.
4.3. Analise da curva de crescimento.

Para andlise do desenvolvimento da cultura bacteriana foi realizada a curva
de crescimento das bactérias monitorando-se seu cultivo por meio da leitura da
absorbancia na densidade ¢ptica de 600 nm em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-
1000 (Uniscience).

Esta andlise foi realizada em triplicata a partir do preparo de um pré-inéculo
inicial de cada estirpe. Para a diminuicdo dos efeitos de possiveis células mortas,
as bactérias cultivadas em meio soélido foram recuperadas durante a fase
exponencial de crescimento, 03 dias apos plagueamento inicial, através da
raspagem da massa bacteriana com o auxilio de alca de platina. A massa
bacteriana correspondente a uma algada foi recuperada da placa e diluida em 15
mL de meio TY “Triptone-Yeast Medium” (BERINGER, 1974), constituido de: 5 g/L
de Triptona, 3 g/L de Extrato de Levedura, 0.87 g/L de Cloreto de Célcio
Dihidratado e pH ajustado para 7.0. O meio de cultivo das estirpes mutantes foi
suplementado com canamicina em uma concentracdo de 30ug/mL. A turbidez do
pre-inéculo foi registrada através da leitura da absorbancia, em espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (Uniscience) correspondente a DO 600 de 0, 250 nm. A leitura

do branco foi feito com o TY puro.

Aos 60 mL de meio RDM foram inoculados com 60 pL do pré inoculo e a DO
600 da cultura foi medida neste primeiro instante (tempo zero). Apés a inoculacao,
os frascos foram mantidos sob agitacdo constante, em um agitador orbital, a 140
rpm por 192 horas a 28°C. Para avaliar o estabelecimento inicial, foi feita a
verificacdo de crescimento a cada hora (até aproximadamente 6h), e para a curva

total, a cada 12 horas de cultivo.
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Para estudo da curva de crescimento, foi utilizado um modelo matematico descrito

abaixo:
P, + exp (P, + P.x + P x?)
y —
1+eP,
onde:

y: representa o crescimento das estirpes;
P1, P2, P3, P4, Ps e Pg: s80 0s parametros utilizados em cada curva,
X: tempo em horas.

As curvas foram geradas utilizando o programa Origin verséao 6.0 (Microcal
Software Inc., 1999).

4.4, 1solamento de RNA total e sintese de cDNAs.

Para extragdo do RNA bacteriano, as células foram coletadas a partir das
condicOes cuja expressdo génica se quer avaliar, seja “in vitro” ou isolados de
nédulos de feijoeiro inoculados. A suspenséao de células foi centrifugada a 4600xg,
10 min, 4°C. As células foram lisadas com solucdo contendo SDS 1,4%, EDTA 4
mM e lisozima 3 mg/mL, durante 10 min a 37°C. Apés a lise das células, foi dado
prosseguimento as extracdes com trizol (Invitrogen) e cloroférmio, conforme
descrito pelo fornecedor. O RNA foi precipitado com isopropanol e redissolvido em
agua. A avaliagdo da qualidade do RNA isolado foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,2% desnaturante, contendo 18% (v:v) de
formaldeido 37%. A pureza do RNA foi verificada por meio da leitura das

absorbancias 260/280 no espectrofotdmetro NanoDrop.
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Para obtencdo dos cDNAs, 2 ug de RNA total de cada amostra foi misturado
a 4 unidades de RNAsin (Promega), inibidor de RNAse e 1,5 ug de “randon
hexamer oligonucleotideos iniciadores”, pd(N)s (Amershan Bioscience). A mistura
foi incubada a 70°C por 10 min e rapidamente resfriada a 4°C. A amostra de RNA
foi misturada com 4 uL de tampao de reacéo [5x] (Promega), 2,4 uL de MgCl, 25
mM, 2 uL de dNTP mix 5 mM e 1 uL da transcriptase reversa ImProm Il
(Promega), em reacdes de 20 pL. A sintese do cDNA foi efetuada a 40°C durante
1:30h.

4.5. Isolamento de Bacteridides para extragcdo do RNA

O isolamento de bacteridides dos nddulos foi efetuado conforme metodologia
descrita por CHOHAN & COPELAND (1998), na presenca 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 nédulos maduros, correspondendo a
aproximadamente 35 dias ap0s a semeadura. A extracdo de RNA procedeu-se
com 4 gr. de nédulo por amostra, seguiu-se o protocolo de extracdo ja descrito no
item 4.

4.6. PCR em tempo real - Construcdo dos Oligonucleotideos iniciadores e
descricdo dos genes alvos e do controle enddgeno utilizados na
quantificacao relativa.

Foram selecionados cinco genes relacionados a fixacdo biolégica do
nitrogénio para analise. As sequéncias FASTA foram obtidas do banco de dados

do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), contendo sequéncias gendmicas de

organismos  filogeneticamente  proximos ao  Rhizobium  tropici. Os
oligonucleotideos iniciadores foram construidos pelo alinhamento das sequéncias
com o programa Clustalx. Foi gerada uma sequéncia consenso e parte desta foi
selecionada e submetida ao programa “Oligonucleotideo iniciador Express
software”, versdo 2.0 (Applied Biosystems Foster City, EUA). Os oligonucleotideos
foram sintetizados pela “Bioneer Oligo Synthesis”. As sequéncias dos

oligonucleotideos iniciadores para cada gene estao ilustradas na Tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores.

Gene Sequéncia do oligonucleotideo
iniciador
nifH F-5'GATGCCCCTGGCGATATTG3'

R-5'CGTCATGTCCGGCGAGAT3'

fixN F-5’GCCAAGGTGCGTACGAAAAZ’

R-5’ACCTCTGGCTCGTGATCGTT3’

phbC F-5TGTGGGTTGGTAGCGATGAA3Z'

R-5'GCGGGATTCTACGTGAAGCAZ

exoZ F-5'CCATCATCCTTTTCTGCCGTAT3

R-5’ATGATCGGATCGCCGTAGAATS

exoR F-5’AGGTGGCGTCAGCAAGGA3’

R-
5'GCTTTGAAGCCGAACTTGAAGAZ

sigmaA F-5’AGGCGAAGGACAAGGAAAAAGS3’

R-5"GGCGCGTCCTGGGAATZ

O fator sigma A (fator sigma primario da RNA polimerase) foi utilizado como
controle enddgeno, uma vez que a expressado deste gene constitutivo mostra-se
praticamente invaridvel, servindo de padrdao normalizador para analise
comparativa das variagcbes de expressdo dos outros genes. O sistema SYBR

Green foi usado como repérter nas analises de PCR real time.
4.7. Validacao dos Oligonucleotideos iniciadores

A andlise dos oligonucleotideos iniciadores deu-se pela realizacdo de
reacdes contendo 200, 400, 800 e 1000 nM dos mesmos. ApoOs analise, a
concentracdo de 1000 nM foi a que apresentou a melhor amplificacdo tendo em

vista o Ct que ocorrem as deteccoes.
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Para a validacdo da concentracdo do cDNA, foi efetuada uma titulagdo nas
concentragoes [1x], [0,75x], [0,5x], [0,25X] e [0,1x] por meio da diluicdo seriada da
amostra original da transcricao reversa, sendo que a quantidade de 3 pyL do cDNA
sintetizado sem diluicdo foi o que apresentou melhores resultados associados a
1000 nM de oligonucleotideo iniciador. A normalizacdo dos titulos se deu em
funcdo da concentracao inicial de RNA utilizado para confec¢gdo do cDNA, como

indicado para andlises de expressao génica pela técnica relativa.

Foi entdo realizada uma reacdo quantitativa absoluta em tempo real, os
cDNAs obtidos foram utilizados em uma reacdo de 25 uL, na presenca de 1000
nM dos pares de oligonucleotideos iniciadores e SYBR Green Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems).

4.8. Reacao de PCR guantitativa.

O experimento de quantificacdo relativa foi executado em placas Gticas e
conduzido em um aparelho ABI 7500 (Applied Biosystems), seguindo as
condicbes térmicas de ciclagem automaticamente determinadas pelo
equipamento: 1) 2 minutos / 40°C (ativacdo da AmpErase UNG); 2) 10 minutos /
95°C (ativacdo da AmpliTag Gold DNA polimerase); 3) 40 ciclos de 15 segundos /
95°C (dissociacdo) e 1 minuto / 60°C (pareamento / extensdo e captacdo da
fluorescéncia). A reacdo quantitativa relativa em tempo real foi realizada com 3L
dos cDNAs obtidos em uma reacao de 25 uL, na presenca de 1000 nM dos pares
de oligonucleotideos iniciadores e SYBR Green Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems). As reacOes independentes foram realizadas em triplicata.
Foram realizadas as reacdes nas mesmas condi¢des tanto para os genes alvo

como para o controle endégeno, de forma independente.
4.9. Andlise dos dados e estudo da quantificacédo relativa.

A andlise dos dados gerados e quantificacdo relativa dos niveis de expressao
génica foram executadas através do programa RQ Study (Applied Biosystems),
inerente ao equipamento ABI 7500. O programa utiliza o método comparativo do

Ct (threshold cycle) de quantificacéo relativa baseada no algoritmo 2!, que gera
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o valor da expressdo do gene alvo, normalizada pelo calibrador endégeno (ABI
Prism 7700 Sequence Detection System User Bulletin #2). O ajuste da linha de
base e do threshold podem ser automaticamente determinados. Para construgéo
dos graficos dos niveis de expressdo gerados pelo RQ Study, foi utilizado o

programa “GraphPad Prism versao 5.01".
4.10. Avaliacdo da estimativa do numero mais provavel.

A avaliagéo foi realizada em condigBes axénicas, isto é, na auséncia de
outros microrganismos, em casa de vegetacdo, no Departamento de Tecnologia
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP. As
sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris), cv. IAC - Carioca foram desinfectadas
superficialmente pela acdo de etanol 95%, durante 1 minuto e agua sanitaria 1,5%
por 6 minutos. Apos sucessivas lavagens em agua destilada esterilizada, em torno

de seis vezes por 1 minuto cada, as sementes entdo foram semeadas.

O cultivo das plantas foi realizado em tubetes contendo vermiculita como
substrato de plantio. O substrato foi previamente esterilizado em autoclave a uma
temperatura de 121°C e pressdo de 1,5 atmosferas, durante 40 minutos. A
semeadura ocorreu na densidade de trés sementes por tubete. Sete dias apos a

semeadura, foi feito o desbaste, deixando-se uma plantula por tubete.

A inoculagéo sucedeu-se no mesmo dia da semeadura, foi aplicado 1
mL/semente das suspensdes bacterianas em meio RDM (BISHOP et al., 1976)
nas diluicdes de 10, 10°, 107 e 10®. Todos os tratamentos receberam solucéo
nutritiva sem nitrogénio aplicada semanalmente (GIBSON, 1987), em volume de
10 mL por tubete, e a irrigacdo foi realizada com agua destilada. As plantas ndo

inoculadas foram utilizadas como controle.

Apés o periodo de 35 dias as plantas foram coletadas e lavadas. Foi
realizada a verificacdo de presenca ou auséncia de nodulos por meio de analises

visuais e contagem dos mesmos.
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4.11. Caracterizagcdo molecular da mutacéo.

Para a caracterizacdo da mutacao foi escolhido o mutante 4080Q3, o qual
obteve maior expressdo do gene para o qual a mutagcéo foi direcionada, o0 gene

exoZ.
4.12. Bactérias e plasmideos.

A estirpe Escherichia coli DH10B foi utilizada na clonagem de produtos de

PCR, utilizando vetor plasmidial pGEM T-Easy (Promega).
4.13. Meios de Cultura, condi¢des de cultivo das bactérias.

A bactéria de E. coli estirpe DH10B foi cultivada em meio liquido Luria-
Bertani Broth (LB) conforme descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2001).

A bactéria selvagem de R. tropici SEMIA 4080 e seu mutante 4080Q3 foram
cultivados em meio de cultura TY “Triptone-Yeast Medium” (BERINGER, 1974) a
29° C, durante 24 h. Ap6s este periodo foi retirada uma aliquota de 800 pl do
cultivado, sendo essa adicionada em 200 uL de glicerol. Tal amostra foi submetida
ao congelamento em nitrogénio liquido e posteriormente estocada a -80° C, sendo

esse 0 estoque definitivo.

Ap6s 0 preparo os meios foram autoclavados por 20 min a 120°C a 1 atm.
As solucdes de antibidticos utilizadas foram preparadas conforme descrito por
SAMBROOK et al. (2001). As solucdes estoque de canamicina (Kan) e ampicilina
(Amp) foram preparadas em &agua destilada nas concentracdes de 100 e 250
mg/mL respectivamente, e esterilizados por filtragcdo em filtro Millipore 0,22 pm.
Todos os antibidticos foram estocados a -20°C e adicionados aos meios de cultura
imediatamente antes do uso. As concentracdes usadas para cada estirpe foram:
Concentracdo final para culturas de E. coli - Ampicilina (Amp) 100 pg/mL -
Canamicina (Kan) 50 pg/mL. Concentragdo final para culturas de R. tropici -

Canamicina (Kan) 30 pg/mL.
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4.14. Construcdo dos oligonucleotideos iniciadores para isolamento do gene

exoZ.

A construcdo dos oligonucleotideos iniciadores exoZ-R e exoZ-F, utilizados
para isolar o gene exoZ, foi baseada na sequéncia homologa das espécies
(numero de acesso entre parenteses): Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841
(RLO234); R. eti CFN 42 (RHE_CHO00226); R. etli CIAT 652
(RHECIAT_CHO0000269), que possuem o gene de interesse ja identificado e

sequénciado.

As sequéncias das ORFs relacionadas ao gene exoZ foram obtidas a partir
dos bancos de dados do Projeto Genoma R. leguminosarum
(http://lwww.sanger.ac.uk/Projects/R_leguminosarum) e do Projeto Genoma R. etli

(http://kinich.cifn.unam.mx/~retligen/).

A construcdo dos iniciadores para isolamento do gene de interesse foi feito

através do programa “Gene Runner versédo 3.05” (Hastings Software, Inc).

Os oligonucleotideos iniciadores foram diluidos em TE 1X (constituido de
50 pL Tris-HCI 2M, 20 uL EDTA 0,5M e 9,93 mL H20 milli-Q, pH final da solugéo
7,4) no qual foram obtidas solu¢cbes estoque com concentracéo de 100 pmoles/uL.
Deste estoque foi retirado volume necesséario para obtencdo da solucdo de

trabalho na concentracdo de 5 pmoles/uL.
4.15. Extracdo de DNA gendmico.

A extracdo do DNA gendmico das bactérias selvagem e mutante foi
realizada segundo o método de MARMUR (1961) modificado.

As células foram cultivadas em meio liquido TY a 29°C, com agitacéo de
140 rpm por 32 h, a suspenséao celular foi centrifugada a 4500 x g durante 20 min
a 4°C, descartando o sobrenadante. O sedimento foi lavado duas vezes com 1000
ML de solugdo salina (NaCl 0,85%) para remocdo de polissacarideos
extracelulares e possiveis residuos do meio de cultivo. O “pellet” foi ressuspendido

em 500 pL de solucéo salina (NaCl 0,85%). Em seguida foram adicionados 40 yL
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de lisozima (20 mg/mL), 13 yL de RNAse (10 mg/mL) e deixadas no banho-maria
a 37°C por 2 h. Posteriormente foi adicionado 44 uL de SDS 20%, para lise da
parede celular e da membrana plasmatica e a degradacdo de RNA. Apds, 160 L
de Acetato de sédio 3M foi adicionado, seguido pela extragdo com 650 pL da
mistura de 24:1 de cloroférmio e &lcool isoamilico. A precipitacdo do DNA ocorreu
adicionando-se, posteriormente, dois volumes de etanol absoluto (4°C) & amostra.
As amostras foram centrifugadas a 15.600 x g por 30 min a 4°C, e em seguida
lavadas com 1000 pL de etanol 70%. O DNA obtido foi seco a temperatura

ambiente e dissolvido em 50 yL de agua ultra-pura estéril.
4.16. Quantificagdo em NanoDrop e eletroforese de DNA.

Os DNAs gendmicos foram quantificado por meio de visualizagcdo apés
eletroforese em gel de agarose e, também, através do aparelho espectrofotbmetro
NanoDrop ND-1000 (Uniscience). Para eletroforese foi utilizado gel de agarose 0,8
% acrescidos em brometo de etidio (0,5 pg/mL). A eletroforese do DNA genémico
foi realizada em uma cuba horizontal contendo tampé&o TEB 1x [Tris 89 mM, Acido
Bdrico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3]. As amostras foram diluidas em tampéo de
amostra (Tris-HCI 65 mmol/L pH 8,0, EDTA 1,75 mmol/L, FicollR 10%, SDS 1%,
azul de bromofenol 0,02%) e foram aplicadas no gel. A voltagem e o tempo de

corrida variaram conforme a amostra que estava sendo analisada.

O marcador de tamanho molecular utilizado para servir como referéncia de
migracao eletroforética para calculo dos tamanhos dos fragmentos foi 0 1 kb DNA

“Ladder” (Fermentas).

A revelacao do gel foi realizada sob luz UV e a imagem foi documentada
em um aparelho foto-documentador (Bio Rad — Universal Hood Il), através do

“software” Image Lab™.
4.17. Amplificacdo do gene exoZ

A amplificacdo dos genes de interesse foi realizada pela técnica da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) como descrito por KOCHER & WILSON (1991).
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A padronizacao da reacao de amplificagcdo do gene exoZ foi realizada em
termo gradiente (COBBERT), determinando-se a temperatura de pareamento ideal
para o iniciador. As reactes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador
de gradiente de temperatura, com 0s seguintes ciclos: 3 min de desnaturacao
inicial a 94°C; 35 ciclos constituidos de: 40 segundos de desnaturacdo a 94°C, 1
min de pareamento com a temperatura variando a partir do ponto médio de
60,7°C, 1,5 min de elongacdo a 72°C. Ap6s os ciclos, as reacdes foram
submetidas a uma extens&o final por 7 min a 72°C e 4°C até a retirada dos micro-

tubos do termociclador.

Apés cada reacdo de amplificacdo, os fragmentos amplificados foram
analisados em gel de agarose a 1,0% em tampdo TBE 1X, por eletroforese e o

seu tamanho foi estimado por comparacao com padrdes lineares de DNA.
4.18. Purificagéo e clonagem dos insertos em vetor.

Os produtos da amplificacdo do gene exoZ foram purificados, segundo
protocolo do kit de purificacdo Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) para eliminar fragmentos de DNA néo especificos e evitar clones falso-

positivos.

Os produtos de PCR foram ligados ao vetor comercial pGEM T-Easy
(Promega) para transformar E. coli DH10B conforme descrito em SAMBROOK &
RUSSEL (2001). Este vetor possui 3.015 pares de bases (Figura 2). Entre as
caracteristicas especificas deste vetor, podemos citar: origem de replicacao f1 ori
para crescimento em E. coli; resisténcia a ampicilina; e sistema de sele¢do de

colonias baseado na expressao do gene lacZ.

A ligacéo foi realizada mantendo uma relacdo de concentracdo de insertos
de DNA da amostra em estudo com DNA vetor na proporcédo molar [1:3], relacéo

esta exigida pelo kit.

A reacéo foi executada em um volume de 20 pL contendo: 1 pL da amostra

amplificada (inserto a 12,5 ng), 2 yL de agua Milli-Q estéril, 5 yL de tampé&o de
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ligacdo 2 X, 1uL de pGEM T-Easy (50 ng /pL) e 1 pyL da enzima T4 DNA ligase (3

unidades/pL). Essa reacéo foi mantida a 4°C durante 16 h.

Figura 2: llustracdo do vetor pPGEM-T EASY (Promega).

4.19.Transformacao de células competentes de E. coli

As células competentes de E. coli estirpe DH10B, foram gentilmente
fornecidas pelo Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, da FCAV/UNESP, Campus de
Jaboticabal. E nos experimentos de transformacéo, foi utilizado o seguinte
protocolo: Tubos plastico tipo “eppendorf” (1,5mL) contendo aliquotas de 200 pL
células competentes de E. coli, estirpe DH10B, foram removidos do freezer — 80°C
e mantidos no gelo para descongelamento lento. Posteriormente, os 10 pL da
reacdo de ligacdo foram misturados aos 200 uL de células competentes,
seguindo-se agitacdo suave. Os tubos foram mantidos em gelo por 30 min. Apos
esse tempo, a suspensao de células foi submetida a tratamento de choque térmico
pela transferéncia do tubo para o banho regulado a 42°C por 90s, transferindo-o

novamente para o gelo e mantendo-o por 2 min.

A estes foram adicionados 800 pL de meio SOC e incubados a 37°C, com

agitacdo de 220 rpm, durante 1 h e 30 min em agitador rotativo. Decorrido esse
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tempo, uma aliquota de 100 pL da cultura foi transferida para placas de Petri
contendo meio LB, constituido de 100 uL de IPTG (0O, 240 g dissolvidos em 5 mL
de agua, esterilizado por filtracdo) e 100 yL de X-GAL (0,05 g dissolvidos em 1 mL
de Dimetil-formamida), contendo ampicilina a fim de se selecionar o0s
transformantes, contendo o plasmideo que ancora o0 gene de resisténcia ao
antibiético. As placas foram incubadas em estufa do tipo BOD (Biological Oxygen
Demand) por 18 h a 37°C.

4.20. Selecéao dos clones.

Apoés o periodo de incubacéo, foram selecionadas as colonias de coloragcéo
branca. A insercdo do fragmento de DNA se da na regido do gene lacZ,
responsavel pela sintese de B-galactosidase que quebra o substrato X-gal,
originando coloracdo azul. Portanto, as células que receberam o inserto formam
colénias brancas e as que nao receberam, formam colbnias azuis. Os clones
transformados que formaram col6nias bem isoladas foram transferidos com auxilio
de um palito de madeira estéril para tubos Falcon contendo 5 mL de meio LB
liquido com ampicilina (100mg/mL) e foram incubadas com agitacdo 220 rpm, a
37°C, por 22 h.

4.21. Extracdo de DNA plasmidial de E. coli.

Foram coletados 10 clones transformados com o gene exoZ originado da
linhagem selvagem e 4 clones transformados com exoZ originados da mutante.
Apoés o periodo de incubacédo, os palitos foram retirados com o auxilio de uma
pinca esterilizada e a cultura foi utilizado para extracao de DNA plasmidial. O
isolamento do DNA plasmidial foi realizado segundo a metodologia descrita no

protocolo do kit de extracdo “Wiz Plus SV Minipr DNA Purif Sys”, (Prodimol).
4.22. Sequénciamento e analise de DNA

As reacdes de sequénciamento foram realizadas segundo o método de

terminacado da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). Apés reacdo
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de PCR de sequénciamento, as amostras foram submetidas ao sequienciamento

por capilar utilizando o aparelho ABI 3100 DNA Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo “Sequencing Analysis 3.4” e a
montagem da sequéncia, Vverificagdo da qualidade das bases dos
eletroferogramas e arquivos gerados no formato FASTA foram realizados pelo
pacote de programas “Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al., 1998).

As sequéncias confirmadas nos sentidos 3' e 5' foram submetidas para
buscar alinhamentos significativos, utilizando-se os algoritmos Blastn (para
sequéncias de nucleotideos) ou Blastp (para sequéncia deduzida de aminoacidos)
através de sequéncias depositadas no banco de genes ("GeneBank database") do
National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequéncias deduzidas de aminoacidos

obtidas neste estudo foram alinhadas no programa ClustalW, para analisar a

homologia entre as mesmas.
5. RESULTADOS
5.1. Curva de Crescimento

A curva de crescimento permite determinar qual € o tempo necessario para
que o numero de bactérias de uma determinada cultura duplique e pode ser

calculado pelo tempo de geracao de cada estirpe.

Para alcancar o escopo proposto na realizacdo da curva é necessario
garantir o ambiente, os nutrientes e as condi¢cdes adequadas, assim, as bactérias
irdo absorvé-los e transforma-los para que cumpram suas funcbes basicas do
metabolismo (SCHAECHTER et al., 1958).

O metabolismo de uma célula é a soma do seu catabolismo e anabolismo e
depende ndo s6 do meio de cultura utilizado, embora ndo necessariamente em
proporgcéo de sua composi¢cdo exata como da fase de crescimento na qual a célula

se encontra. Grande parte dos processos metabolicos celulares requer ATP, o
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qual, em geral, é produzido a custa da oxidacdo de uma fonte de carbono
(DARNELL et al., 1990).

A fase Lag consiste em um periodo de adaptacdo, de baixa intensidade no
crescimento celular e, muitas vezes, nem ocorre. Nesta andlise a fase lag foi
alcancada em 24 horas por todas as estirpes (Figuras 3, 4, 5, 6 e 7 ). A fase
exponencial de crescimento, por exemplo, € uma fase de intenso metabolismo
celular, porque durante multiplicagcdo exponencial, as células consomem muita
energia, a qual deve ser gerada pelo metabolismo celular aerdbico ligado a
sintese de ATP pela cadeia respiratoria (BARNETT, 1976). Na curva de
crescimento obtida, a fase exponencial foi alcancada em 84 horas pela estirpe
selvagem (Figura 3) e 96 horas pelas estirpes mutantes (Figura 4, 5, 6 e 7). A
fase de declinio de crescimento da cultura e/ou morte celular é denominada
Estacionaria, esta foi alcancada em 168 horas por todas as estirpes (Figuras 3, 4,
56e7).

Durante a fase estacionaria, em virtude da privacdo de nutrientes, que
foram esgotados durante o crescimento exponencial, e o acumulo de produtos
toxicos do metabolismo, as células cessam a divisdo e destinam-se a morte
celular. Este destino é evitado no caso de células que sejam capazes de entrar em
estado de esporos ou outras fases do ciclo vegetativo/reprodutivo. Durante o
acompanhamento do cultivo celular, os dados de leitura da densidade 6ptica — 600

nm — foram plotados (Tabela 2).
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Figura 3: Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici SEMIA 4080,

mantidas em meio liquido RDM, com os respectivos parametros utilizados no

modelo de equacédo, dada pela leitura da turbidez em relacédo ao tempo.

Tabela 2: Densidade optica 600nm das estirpes selvagem e mutantes.

Tempo (horas) DO. 4080 DO. M1 DO. M2 DO. M3 DO. M4
0 0, 001 0, 001 0, 001 0, 001 0, 001
24 0, 022 0, 019 0,02 0, 018 0, 019
48 0, 073 0, 055 0, 061 0, 046 0, 056
72 0, 167 0, 092 0,1 0, 091 0, 096
96 0, 332 0, 191 0,221 0, 201 0,171
120 0, 500 0, 394 0,411 0, 394 0, 378
144 0, 623 0, 513 0, 537 0,51 0, 477
168 0,576 0, 504 0, 553 0, 563 0, 493
192 0, 551 0, 585 0, 594 0,55 0, 495
216 0, 487 0, 621 0, 584 0, 558 0, 567
240 0, 453 0, 548 0,571 0, 523 0, 589
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Figura 4: Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici Mutante 1, mantidas

em meio liquido RDM, com os respectivos parametros utilizados no modelo de

equacao, dada pela leitura da turbidez em relacéo ao tempo.
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Figura 5: Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici Mutante 2, mantidas

em meio liquido RDM, com os respectivos parametros utilizados no modelo de

equacao, dada pela leitura da turbidez em relacdo ao tempo.
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Figura 6: Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici Mutante 3, mantidas

em meio liquido RDM, com os respectivos parametros utilizados no modelo de

equacéo, dada pela leitura da turbidez em relacéo ao tempo.
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Figura 7: Curva de crescimento da estirpe Rhizobium tropici Mutante 4, mantidas

em meio liquido RDM, com os respectivos parametros utilizados no modelo de

equacéo, dada pela leitura da turbidez em relacdo ao tempo.
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5.2. Qualidade do RNA total.

A verificacdo da qualidade do RNA extraido das fases lag, log, estacionaria
e bacteridides foi por meio de leitura de densidade oOtica em espectrofotdmetro
NanoDrop, a pureza dada pela relagdo 260/280 do aparelho est4 descrita na
Tabela 3. A concentracdo em ng/uL(Tabela 3) também foi aferida para iniciar a
sintese do cDNA (Tabela 8).

Tabela 3: Pureza (valor da relacdo 260/280) e concentracdo do RNA.

Estirpe Relacéo Concentragao de
260/280 RNA ng/ulL
SEMIA 4080 Lag 2,00 23014
Mutante 4080Q1 Lag 2,00 352,3
Mutante 4080Q2 Lag 1,70 1604,4
Mutante 4080Q3 Lag 1,94 1186,1
Mutante 4080Q4 Lag 2,00 2181,1
SEMIA 4080 Log 1,91 3317,4
Mutante 4080Q1 Log 1,89 3471,9
Mutante 4080Q3 Log 1,65 41349
Mutante 4080Q4 Log 1,95 3135,4
SEMIA 4080 Estacionéria 1,90 3616,2
Mutante 4080Q1 Estacionéria 1,95 3255,8
Mutante 4080Q2 Estacionaria 1,93 3035,3
Mutante 4080Q3 Estacionaria 1,99 2270,7
Mutante 4080Q4 Estacionaria 1,96 2894,3
SEMIA 4080 Bacteridide 1,86 792,9
Mutante 4080Q1 Bacteridide 1,94 272,5
Mutante 4080Q2 Bacteridide 1,91 304,5
Mutante 4080Q3 Bacteridide 1,79 932,2
Mutante 4080Q4 Bacteridide 1,81 586,8
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Figura 8: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos cDNAs das estirpes
SEMIA 4080 e mutantes 4080Q1, 4080Q2, 4080Q3 e 408004 nas fases log,

estacionaria e bacterioide.

5.3. PCR Real Time - Validacdo dos oligonucleotideos iniciadores, eficiéncia

de cDNA e curva de Dissociacao
Para ensaio de validacédo dos oligonucleotideos para os genes em estudo e
dos cDNAs obtidos (Figura 8), realizou-se a PCR absoluta em tempo real. Dentre
as diversas concentracdes de oligonucleotideos iniciadores e de cDNAs testadas,
0s parametros com maior eficiéncia foram de 1000 nM (Figura 9) para os
oligonucleotideos iniciadores e de 3 ul de cDNA. Tal combinacdo apresentou

melhores condi¢cbes na amplificacdo / emissdo de fluorescéncia da reagéo,

garantindo eficacia e especificidade da mesma.
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Figura 9: Perfil da amplificacdo do gene exoZ fase lag com 1000nM de

oligonucleotideo iniciador.

De acordo com os valores do Ct (Cycle threshold) pode-se detectar o limiar
onde a fase exponencial da curva de amplificacdo se inicia; este ponto permite a
quantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia, exemplificado na
Figura 9 e Figura 10 (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

Figura 10: Curva de amplificagdo do PCR em Tempo Real. Linha de base: ndo
houve produtos da PCR suficiente para detectar a fluorescéncia; Ct inicio da fase
exponencial, onde a quantidade de produtos da PCR dobra a cada ciclo (NOVAIS
& PIRES-ALVES, 2004).
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Nas reacdes de PCR utilizou-se o SYBR Green (fluoréforo), esta molécula
absorve e emite luz em um comprimento de onda especifico. Tal reagente
proporciona 0 acompanhamento da reagao ao longo dos ciclos, por se tratar de
um intercalante de fitas duplas que emite fluorescéncia, inclusive quando se liga a
moléculas ndo-alvo, como dimeros de oligonucleotideos iniciadores amplificados
ou algum outro produto nado especifico. Portanto, é necessario avaliar a
especificidade da reacéo. Para solucdo destes problemas, realiza-se a analise de

dissociacéo.

A inclusdo da curva de dissociagdo € essencial para verificar se houve
formagcdo de um udnico produto ou se produtos inespecificos também foram
formados. O aparecimento de um Unico pico na curva sugere a existéncia de um
anico produto (Figura 11 e 12), porém, se for observado o aparecimento de varios
picos na curva, pode-se considerar a hipdtese de formacdo de produtos
inespecificos na reacdo ou a eventual formacéo de dimeros de oligonucleotideos

iniciadores.

Figura 11: Curva de dissociacao do oligonucleotideo iniciador exoZ, demonstrando

gue nao ocorreram dimeros ou contaminacéo na reacao.
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Figura 12: Curva de dissociacéo do oligonucleotideo iniciador phbC demonstrando

que ndo ocorreram dimeros ou contaminagao na reagao.

5.4. Reacdo de PCR Real Time

Dos genes avaliados na condicdo simbiotica, relacionados a fixacéo
biolégica do nitrogénio, para os genes fixN e nifH (Figura 13 e 14), observou-se
gue os mutantes 4080Q2, 4080Q3 e 4080Q4 apresentaram um perfil de expressao
similar entre si, com nivel de expressao com valor aproximado a 0,50 fold change
(FC). O mutante 4080Q1 apresentou a menor expressao desses genes, sendo que
para fixN, o valor foi de 0,01(FC), em relacdo a estirpe selvagem.

Gene Expression

——

05+

00

Log 4, (Relative Quantification)

054

Figura 13: Niveis de expressdo do gene nifH em condi¢cdes de bacteridide (em
simbiose) das estirpes selvagem SEMIA4080 e mutantes 4080Q1, 4080Q2,
4080Q3 e 408004.
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Figura 14: Niveis de expressdo do gene fixN em condi¢cdes de bacteridide (em
simbiose) das estirpes selvagem SEMIA4080 e mutantes 4080Q1, 4080Q2,
4080Q3 e 4080Q4.

Em relacdo ao gene phbC os niveis de expressdo génica observado nas
diferentes fases de crescimento da cultura bacteriana foi demonstrado na Figura
15. Na fase lag de crescimento ndo houve expressdo deste gene no mutante
4080Q1 e no mutante 4080Q2, enquanto os mutantes 4080Q3 e 4080Q4
apresentaram niveis de expressao entre 0,39 e 0,97 (FC) respectivamente. Na
fase exponencial, o gene phbC nao foi expresso. Ja na fase estacionaria, a
estirpe mutante 4080Q2 apresentou maior taxa de expressao em relacédo as outras

estirpes, as quais obtiveram niveis de expressado do gene phbC semelhantes.
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Figura 15: Niveis de expressdo do gene phbC em condi¢Bes “in vitro” nas fases

de crescimento Lag, Log e Estacionaria das estirpes selvagem SEMIA4080 e
mutantes 4080Q1, 4080Q2, 4080Q3 e 4080Q4.
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Figura 16: Niveis de expressédo do gene exoR em condi¢des “in vitro” nas fases de

crescimento Lag, Log e Estacionaria das estirpes selvagem SEMIA4080 e
mutantes 4080Q1, 408002, 4080Q3 e 4080Q4.
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Para o gene exoR (Figura 16), na fase lag a estirpe com melhor nivel de
expressdo foi a mutante 4080Q2, sendo que as estirpes mutantes 4080Q3 e
408004 apresentaram expressao negativa do gene. Na fase exponencial néo
houve expressdo génica. O perfil da expressdo na fase estacionaria foi negativo
para a estirpe mutante 4080Q1, as estirpes mutante 4080Q2 e 4080Q3
apresentaram niveis de expressao entre 0,01 e 0,08 (FC) respectivamente e a
estirpe mutante 4080Q4 apresentou maior nivel de repressdo génica na fase,
referente a 0,57(FC).
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Figura 17: Niveis de expressao do gene exoZ em condi¢cdes “in vitro” nas fases de
crescimento Lag, Log e Estacionaria das estirpes selvagem SEMIA4080 e
mutantes 4080Q1, 4080Q2, 4080Q3 e 4080Q4.

Foi observado na fase lag uma superexpressédo do gene exoZ (Figura 17)
nas estirpes mutantes 4080Q1, 408002 e 4080Q3, e a mutante 408004
apresentou nivel de expressédo com valor de 1,41(FC). Em condi¢cdes de meio de
cultivo “in vitro”, a fase lag muitas vezes corresponde ao estabelecimento e

adaptacdo da cultura bacteriana. A maior expressdo do gene exoZ, responsavel
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por parte da biossintese de exopolissacarideos, se deu provavelmente pelo
estagio de adaptacao das estirpes ao meio. Com o0 estabelecimento da cultura ao
meio, na fase log, houve uma queda nos niveis de expressao do gene exoZ, onde
0s mutantes 4080Q2 e 4080Q3 foram 0os que apresentam maiores niveis de
expressao dentre as estirpes estudadas nesta fase. A expressao do gene foi mais
estavel na fase estacionaria, com valores proximos a 1,00(FC) dentre as estirpes.
O mutante 4080Q3 apresentou uma maior expressdo do gene exoZ, com valor
referente a 1,58 (FC).

5.5. NUmero mais provéavel

No NMP a estirpe selvagem obteve presenca de nodulos em todas as
diluicbes, sendo a diluicdo 10 que apresentou menor nimero de nédulos por raiz.
As estirpes mutantes apresentaram resultados similares entre si, nas diluices 10®
observou-se auséncia de nddulos em pelo menos uma das repeticdes de cada
tratamento, com excecdo do Mutante 4080Q3 que apresentou auséncia de
nédulos em todas as repeticdes da diluicdo 108, Foram observadas diferencas na
coloragcdo dos nodulos, as estirpes mutantes possuiam nédulos com coloragtes
esverdeadas, demonstrando talvez uma possivel ineficiéncia na fixacdo do
nitrogénio, como demonstrado na Figura 18A. Isto pode ser evidenciado pelo
conhecimento de que a coloracdo avermelhada do nédulo é indicativa de
eficiéncia na atividade nitrogenase, considerando a presenca de leghemoglobina
nos mesmos. A leghemoglobina contém cluster metalicos que sdo oxidados

guando expostos ao ar atmosférico (CRAWFORD et al., 2000).
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Figura 18: A - Nodulos de plantas inoculadas com estirpe mutante 4, B - Raiz

planta inoculada com a estirpe SEMIA 4080, C - Nodulos desinfectados.

Seguindo os parametros da Tabela padrdo de NMP (HUNGRIA & ARAUJO,
1994) os resultados obtidos foram reproduzidos e plotados na Tabela 4. Estes
indicam o nimero de células viaveis por unidade de volume, baseado no nimero
de tubos que foram inoculados, e demonstra crescimento conforme metodologia
descrita anteriormente (HUNGRIA & ARAUJO, 1994). Na Tabela 4, a coluna
designada como NMP refere-se ao numero de células viadveis de rizobio
proveniente da solucdo matriz, a coluna designada como Prob (%) representa a
chance de ocorrer a combinacdo obtida se o experimento fosse repetido um

ndmero infinito de vezes, com a mesma solugéo matriz.

De acordo com os parametros alcancados, o NMP da estirpe selvagem
SEMIA 4080 foi superior ao descrito na Tabela de referéncia, todas as diluicbes
apresentaram nodulos e o numero de células viaveis na suspensao original é
>6,698. 10° células/g solo umido. As estirpes mutantes alcancaram valores com
referéncia na Tabela citada por HUNGRIA & ARAUJO (1994), sendo cada valor de

células viaveis de cada estirpe descrito abaixo:

e Mutante 4080Q1: 38,499 x 10°® células/g solo timido.
e Mutante 4080Q2: 138,569 x10° células/g solo tmido.



e Mutante 4080Q3: 11,45 x 10® células/g solo timido.

e Mutante 4080Q4: 70,197 x 10°® células/g solo tmido.

Tabela 4: NUmero mais provavel.

Estirpe

SEMIA 4080

Mutante
4080Q1

Mutante
4080Q2

Mutante
4080Q3

Mutante
4080Q4

Tabela 5: Numero de tubetes com presenca de nédulos.

NMP Prob (%)

> 6,698 0

38,499 36,95

138,569 42,197

11,45 25,514

70,197 37,36

IC (min)

3,528

16,169

52,601

4,428

37,36

IC (max)

13,339

170,485

507,08

38,923

271,301

Estirpe 107 107° 107~ 107°
SEMIA 4080 4 tubetes | 4 tubetes 4 tubetes 4 tubetes
Mutante 4080Q1 4 tubetes | 4 tubetes 4 tubetes 1 tubete
Mutante 4080Q2 4 tubetes | 4 tubetes 4 tubetes 3 tubetes
Mutante 4080Q3 4 tubetes | 4 tubetes 3 tubetes 0
Mutante 4080Q4 4 tubetes | 4 tubetes 4 tubetes 2 tubetes
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A auséncia de nodulos nas plantas controle, ndo inoculadas, foi um

indicativo de que as condi¢Bes axénicas foram mantidas ao longo do experimento.
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5.6. Analise de DNA genémico e do produto exoZ

O perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose do DNA genbmico das
estirpes SEMIA 4080 e 4080Q3 esta apresentada na Figura 19. O DNA gendmico
nao apresentou contaminacdo por RNA e mostrou-se integro, apos o processo de

extracdo. A pureza e a concentracao do DNA foi plotado na Tabela 7.

A amplificacdo da regidao do exoZ foi realizada com uma solucdo de DNA
gendmico na concentracdo de 25 ng/pL. O produto da PCR obtido foi uma banda
Unica de 750 pb e foi purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). A purificacdo ndo apresentou restos de reacdo como dimeros
e fragmentos inespecificos (Figura 20). A sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a amplificacdo da regido do gene exoZ esta

demonstrada na Tabela 6

Tabela 6: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para o gene exoZ.

Iniciadores Sequéncias Temperatura
Anelgriento
exoZ-R 5'CGCCGCCGATTGACGACAGCAT 60° C
exoZ-F 5TGTCCTGAGGGGTTTCGTGAT3’ 60°C

Figura 19: A: Perfil eletroforético do marcador de tamanho molecular 1kb DNA

“ladder” (Fermentas), com as respectivas massas contidas em cada banda.
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B:Perfil eletroforético em gel de agarose 0.8% das amostras de DNA gendmico

das estirpes SEMIA 4080 e Mutantes 4080Q1, 4080Q2, 4080Q3 e 4080Q4.

Figura 20: Figura: A: Perfil eletroforético do marcador de tamanho molecular 1kb

DNA “ladder” (Fermentas), com as respectivas massas contidas em cada banda.

B: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,0% das amostras de produto de PCR
do gene exoZ das estirpes SEMIA 4080 e Mutantes 4080Q1, 4080Q2, 4080Q3 e

4080Q4.

Tabela 7: Quantificacdo DNA genémico em espectrofotdbmetro NanoDrop

Estirpe 260/280 ng/uL
SEMIA 4080 1,90 971,3
Mutante 4080Q1 1,88 187,0
Mutante 4080Q2 1,84 415,7
Mutante 4080Q3 1,86 794,7
Mutante 4080Q4 1,78 543,9
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5.7. Clonagem do exoZ em vetor plasmidial

Apoés purificacdo do produto de PCR, foi realizado uma ligacdo em vetor
pGEM-T Easy (Promega) e o produto ligado ao vetor foi inserido em célula
competente de E. coli DH10B. A transformacéo resultou em 10 clones para a
estirpe selvagem SEMIA 4080 e 04 clones da estirpe mutante 4080Q3, que foram
coletados e inoculados em tubos Falcon contendo 5mL de meio TY, sob agitacao
por 24h. Este inoculo foi utilizado para extracdo de DNA plasmidial. A qualidade
do DNA plasmidial foi analisada em gel de agarose 0,8%. A extracdo plasmidial

obteve éxito, sem contaminacdo de DNA gendmico e/ou restos de reacao.

Dos 10 clones iniciais da estirpe selvagem SEMIA 4080, os clones 1, 2, 5,
6, 7, 8, 9 e 10 ilustrados na Figura 21, e todos os 4 clones da estirpe mutante

demonstrado na Figura 22, foram selecionados para seqiienciamento.

Figura 21: A - Perfil eletroforético do marcador de tamanho molecular 1kb DNA
“ladder” (Fermentas), com as respectivas massas contidas em cada banda. B -
Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% das amostras de DNA plamidial dos

clones 1 a 10 da estirpe selvagem SEMIA 4080.
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Figura 22: A - Perfil eletroforético do marcador de tamanho molecular 1kb DNA
“ladder” (Fermentas), com as respectivas massas contidas em cada banda. B -
Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% das amostras de DNA plamidial dos

clones 1 a 4 da estirpe mutante 4080Q23.
5.8. Sequénciamento e analise dos clones obtidos

A reacdo de PCR de sequenciamento foi realizada com o0s
oligonucleotideos iniciadores do vetor T7 e SP6. Por meio do programa Blastn,
que permitiu a comparacdo com sequéncias de nucleotideos j4 depositadas no
banco de dados, foi constatado que a sequéncia obtida tanto da estirpe selvagem
quanto da estirpe mutante, possuem 75% de identidade com Rhizobium

leguminosarium (Figura 23).
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Figura 23: ldentificacdo de similaridade de espécie das sequéncias das estirpes
selvagem e mutante com as sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI

através da ferramenta Blastn.

Os dados obtidos de sequénciamento confirmaram o gene em estudo, uma
vez que o DNA molde foi originado do gene exoZ (Figura 24). Os plasmideos
contendo o0 gene exoZ clonado foram denominados pGEMDNA4080 e
pGEMDNA4080Q3.

Figura 24: Comparacédo das sequéncias das estirpes selvagem e mutante com as

sequéncias depositadas no banco do NCBI através da ferramenta Blastx.
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A andlise de alinhamento entre a sequiéncia por meio da ferramenta Blastn
apresentou uma similaridade de 99% entre as sequéncias (Figura 26B). O
alinhamento das sequéncias também foi corroborado através do programa

Clustalw, gerando uma sequéncia consenso demonstrada na Figura 25.

Figura 25: Alinhamento das sequéncias das estirpes selvagem e mutante por meio
do programa ClustalW, juntamente com a sequéncia consenso. Contig4d—

sequéncia da estirpe selvagem e contigl - sequéncia da estirpe mutante.
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Figura 26: Alinhamento das sequéncias das estirpes selvagem e mutante através

da ferramenta Blastn.
6. DISCUSSAO

Os produtos dos genes nif sdo responsaveis pela estrutura, montagem e
biossintese do complexo enzimético da nitrogenase (MERRICK, 1992). O gene
nifH codifica para as subunidades y da proteina Fe-proteina e os genes nifD e nifK
codificam as subunidades a e B da proteina MoFe-proteina respectivamente
(SUR, 2010). Os resultados encontrados confirmam a expressao do gene para o
complexo da nitrogenase, codificada pelo gene nifH, nos mutantes em estudo.

O gene fixN é responsavel pela codificacdo da citocromo-c oxidase €
especificamente requerida para a respiracdo do bacteridide. Contudo, o baixo
nivel de expressdo de fixN pode indicar uma alteracdo nas condicdes
microaerofilicas ou, ainda, na cascata de regulacdo do operon para este gene.

Nestas condi¢cdes, embora 0s genes para nitrogenase tenha se expressado, sua
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atividade bioquimica pode estar comprometida, uma vez que o0s resultados
encontrados no ensaio de NMP corroboram o fato de os mutantes apresentarem
nodulacdo menos eficiente do que a encontrada na estirpe selvagem.
CASTELLANE (2011) constatou diferencas no teor de nitrogénio das folhas de
plantas inoculadas com os mutantes em estudo e confirmam-se menores taxas
guando comparadas com a estirpe recomendada. Os dados néo sao suficientes
para fenotipar os mutantes como Nod'/Fix, mas fica claro que o processo de

fixacdo bioldgica do nitrogénio foi a etapa mais prejudicada nesta simbiose.

De acordo com CASTELLANE (2011), muta¢gdes no sistema exo e phbAB
apresentaram alteracdes na capacidade de fixar nitrogénio em plantas, quando
comparada com a estipe selvagem Rhizobium tropici SEMIA 4080. Os resultados
dos dados de teores de nitrogénio nas folhas variaram bastante, tendo a estirpe
selvagem apresentado maior eficiéncia relativa em comparacdo aos seus

variantes.

Em relacdo ao gene phbC os niveis de expressao génica observado nas
diferentes fases de crescimento da cultura bacteriana foi demonstrado na Figura
15.

PAGANELLI (2011) encontrou resultados parecidos em Rhizobium
huautlense LMG 18254 que apresentou a maior expressao do gene nas mesmas
condi¢cbes analisadas, quando cultivada com sacarose em meio RDM como fonte
de carbono. Esses dados estdo de acordo com os resultados encontrados, porque
a expressao quantificada corresponde a enzima phbC sintase que sintetiza PHB e,
portanto, a sintese do PHB ocorre em fase de crescimento seguinte, depois da
expressdo génica do phbC. O acumulo de PHB na fase estacionaria, por

exemplo, é consequiéncia da expressao da enzima durante a fase log.

Os EPS participam da sinalizagdo molecular no processo de simbiose com
plantas de mecanismos de "quorum sensing" e de formacdo de biofilme
(FUJISHIGE et al., 2008; RINAUDI, 2010). A producéo de EPS estéa relacionada &

resisténcia microbiana em condicbes de estresses ambientais. Além disso,
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também estdo relacionados a papéis ecolégicos dos microrganismos, como a

infeccao de hospedeiros e expressao de viruléncia.

A maior expressdo do gene exoZ, responsavel por parte da biossintese de
exopolissacarideos, se deu provavelmente pelo estagio de adaptacdo das estirpes
ao meio, fase lag. Com o estabelecimento da cultura ao meio, na fase log, houve
uma queda nos niveis de expressdo do gene exoZ e nesta fase as rotas de
metabolismo de carbono s&o direcionadas &s vias de biossintese de esqueletos de

carbono que irdo compor as estruturas celulares em formacéo.

Exopolissacarideos sdo metabdlitos secundarios também produzidos
principalmente na fase estacionaria de crescimento microbiano (SUTHERLAND,

1998), corroborando o perfil da expressao encontrado no estudo.

Segundo SKORUPSKA (2006), mutacéo no gene exoZ em S. meliloti induz
a formacdo de nddulos ineficientes, sem bacteridides na regido intracelular do
nodulo. O encurvamento do pélo radicular pode ser atrasado e o processo de
infeccdo afetado. O gene exoZ codifica uma transferase e esta envolvido na
adicdo de residuos acetil, portanto, um mutante exo que produz succinoglicano
sem a modificacdo acetil, forma nodulos na planta, porém exibe uma eficiéncia
reduzida nos processos iniciais da simbiose, tais como o encurvamento do pélo

radicular e o processo de formacdo do cordéo de infeccéo.

Estudos em mutantes de R. leguminosarum bv. viciae e bv. trifolii mostram
que individuos que apresentaram maior producdo de EPS, afetam a capacidade
de induzir os processos de infeccdo e também afetam o desenvolvimento e a
liberacdo de bacteridides no processo de fixacdo (JANCZAREK et al., 2001;
NEERAJ et. al., 2009). Esses dados confirmam o encontrado, os mutantes em
estudo apresentam maior producdo de EPS e uma menor eficiéncia na nodulagéo

de feijoeiro.

De acordo com SKORUPSKA (2006), os genes exoR e exoS regulam
negativamente a sintese de succinoglicano. Mutantes nos genes exoR™ e exoS’

produziram mais succinoglicano do que estirpes selvagens, estes genes regulam
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a expressao de outros genes. Em Sinorhizobium meliloti, 0 gene exoR codifica o
componente protéico de ExoR, fato inicialmente descoberto com o isolamento do
mutante exoR95::Tn5 (LU & CHENG, 2010).

A etapa de encurvamento do pelo radicular e inicio do processo de infeccéo
na FBN, segundo LU & CHENG (2010) em S. meliloti requer a presenca do EPS
succinoglicano, que é regulado pelo sistema ExoR-ExoS/Chvl, este sistema regula
a expressao de centenas de genes, inclusive o gene exoR.

O gene exoR tem papel importante na regulacdo negativa na sintese de
succinoglicano, os resultados encontrados de expressao negativa podem ser
explicados, uma vez que os mutantes em estudo produzem mais EPS, e isto pode

ter afetado de forma negativa a expressao do gene exoR.

Os dados do sequénciamento comparativo foram indicativos que
possivelmente a mutacdo nao tenha ocorrido na regido correspondente ao gene
exoZ, uma vez que nao foram encontradas diferencas entre as sequéncias do
mutante em comparacdo com o0 selvagem. Apesar de a mutacdo ter sido
direcionada para este gene, o transposon pode ter se comportado de forma

inesperada no genoma, até mesmo se inserindo em outro gene.

Os transposons Tn s&o moveis tanto nos cromossomos bacterianos quanto
nos plasmideos, e podem causar mutacbes caso se insiram em genes ou em
regides reguladoras de genes (KLECKNER, 1990). De acordo com REZNIKOFF
(2008) os transposons tém grande variedade de efeito sobre a expressao génica,
eles podem desencadear duplicacdes, delecdes e translocacbes. Portanto, é
provavel que os resultados encontrados na expressdo do gene exoZ, como O
ganho de funcéo, deu-se pela mutacdo na regido promotora ou na geragdo de
novas copias génicas. A caracterizacdo genética desta mutacdo serd importante
na determinacdo dos aspectos funcionais observados nos mutantes adquiridos.
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7. CONCLUSOES

A técnica de qPCR se mostrou bastante eficiente na analise de expressao
dos genes relacionados a fixacdo biolégica do nitrogénio, em diferentes

condicdes.

A mutacao dirigida ao operon exo aparentemente ndo alterou drasticamente
a expressao dos genes nifH, fixN e phbC, os quais apresentaram niveis
positivos de expressdao na maioria das condi¢cées avaliadas, contribuindo

normalmente com o processo de fixacao biolégica do nitrogénio.

A expressao do gene exoR foi afetada nos mutantes. Este gene tem
participacdo na regulacdo de outros genes exo, no entanto, nos mutantes a

producéo do exopolissacarideo nao foi afetada pela repressao desse gene.

Considerando a superexpressao dos genes cuja mutacao foi direcionada,
devemos supor que o ganho de funcdo deu-se pela mutacdo na regido

promotora ou na geracao de novas copias génicas, repetidas in tandem.

Os mutantes sdo mais eficientes na producdo de EPS, sendo assim,

indicados para utilizacao biotecnoldgica.

Andlises de sequenciamento do gene exoZ demonstraram que este néo foi

alterado.
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