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PERFIL TRANSCRICIONAL DE Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 “IN VITRO” E
EM SIMBIOSE COM SOJA (Glycine max L. Merrill) ATRAVES DE MICROARRANJO
DE DNA

RESUMO - O nitrogénio é o nutriente requerido em maior quantidade para a cultura da
soja. Avangos nas pesquisas de melhoramento genético vegetal e microbiologia do solo
permitiram expandir o uso de inoculantes comerciais contendo estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii. Estas bactérias infectam as raizes
da planta e induzem a formacdo de ndédulos, que abrigam a forma bacteridide,
diferenciada da bactéria, responsavel pela fixacao simbidética do nitrogénio. Informacgdes
sobre processos bioquimicos envolvidos no metabolismo da relagdo simbidtica podem
ser adquiridas através de andlises globais de expressado génica. Para esta finalidade,
destaca-se a tecnologia de microarranjo de DNA para deteccdo de genes
diferencialmente expressos em larga escala. O objetivo geral deste trabalho foi
identificar genes diferencialmente expressos, por meio de microarranjos de DNA, em
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 cultivada em diferentes meios de cultura, RDM
(Rhizobia Defined Medium), TY (Triptone-Yeast Medium) e YMB (Yeast-Mannitol
Medium), e em bacteridides isolados de nédulos de soja em diferentes periodos de
desenvolvimento, 13, 28 e 48 dias apos inoculacdo. Para esta finalidade, a partir do
sequenciamento de DNA genbémico de B. elkanii, um microarranjo (Be587) foi gerado
contendo 2654 genes. Em meio RDM, a bactéria confrontou-se com a necessidade de
se adaptar e sintetizar suas subunidades formadoras de macromoléculas a partir de
uma unica fonte de carbono, refletindo em um metabolismo mais ativo nas fases lag e
log. Por outro lado, em meio TY, as células cultivadas na presenca de uma boa fonte de

carbono e energia cresceram rapidamente esgotando os recursos disponiveis no meio,



0 que pode ter causado uma situacao de estresse que se refletiu na identificacdo de um
maior numero de genes diferencialmente expressos. Em bacteridides das diferentes
fases analisadas, foram detectados mais genes envolvidos na regulacdo do processo
de nodulacao e fixacdo do nitrogénio do que genes estruturais. Adicionalmente, um
processo de ciclagem de nitrogénio organico pode estar envolvido nesta regulacao,
dado a deteccao de um numero de genes envolvidos em vias do metabolismo de

aminodacidos.

Palavras-chaves: bacteridide, Bradyrhizobium elkanii, expressao génica, microarranjo

de DNA, metabolismo bacteriano, perfil transcricional.



TRANSCRIPTIONAL PROFILE OF Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 “IN VITRO”
AND IN SYMBIOSIS WITH SOYBEAN (Glycine max L. Merrill) ANALYZED BY DNA
MICROARRAY

SUMMARY - Nitrogen is the most required nutrient by soybean culture. Advanced
researches in genetic plant breeding and soil microbiology allowed the expansion in
commercial inoculants applications containing strains of Bradyrhizobium japonicum and
Bradyrhizobium elkanii. These bacteria infect plant roots and induce nodule formation
which home the differentiated bacteria, named bacteroid. The bacteroid in turn is
responsible for symbiotic nitrogen fixation. Biochemical knowledge about processes of
symbiotic regulation can be acquired by global analysis of gene expression. To achieve
such information, the DNA microarray technology, used for detection of differentially
expressed genes in large scale, was used. The purpose of this work was identificate
differentially expressed genes of Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587, grown under
different media conditions, such as RDM (Rhizobia Defined Medium), TY (Triptone-
Yeast Medium) and YMB (Yeast-Mannitol Medium), and in bacteroids from soybean
nodules at different developmental stages, 13, 28 e 49 days after inoculation. For this
purpose, the DNA microarray Be587 with 2654 genes was generated from B. elkanii
genomic DNA. In RDM medium the bacterium was confronted with the need of
adaptation and building of macromolecules subunits from a single carbon source, what
was reflected in a more active metabolism in lag and log phases. In turn, in TY medium
with good carbon and energy sources the cells grew fastly and exhaust the medium
sources available. Such condition can submitted the bacterial cells to a stress condition
that reflected in the identification of higher number differentially expressed genes. At
different bacteroids stages, the analysis detected genes related to nodulation and
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nitrogen fixation regulation more than structural genes. Inasmuch, an organic nitrogen
recycle might be involved on such regulation processes, based in detection of a

significant number of genes involved in amino acid metabolism ways.

Key words: bacteroid, Bradyrhizobium elkanii, genic expression, DNA microarray,

bacterial metabolism, transcriptional profile.
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l. INTRODUGAO.

A soja [Glycine max (L.) Merrill], familia Fabaceae (DELORIT & GUNN, 1986), é
considerada uma das mais importantes fontes de proteinas e 6leo vegetal, constituinte
de seus graos. O cultivar, somado as condicoes ambientais, determina o teor da
composicao destes constituintes na semente da planta. Ambos tém importancia
nutritiva, colocando a soja como uma das culturas significativas para o suprimento de
alimentos para a crescente populacdo mundial (PANIZZI & MANDARINO, 1994). No
Brasil, a safra 2004/2005 atingiu uma producao de 51.451.5 mil toneladas em uma area
plantada equivalente a 23.301.1 mil hectares (CONAB, 2006).

Devido ao elevado teor protéico que algumas sementes atingem
aproximadamente 42% (PANIZZI & MANDARINO, 1994), consequentemente, um alto
indice de nitrogénio é demandado pela cultura da soja. Uma das vantagens da cultura
da soja, no Brasil, consiste na sua independéncia da adubacao nitrogenada gracas a
sua inoculagao com rizébios, os quais tém o potencial de se estabelecerem no solo e
suprir as necessidades da planta através da fixacdo simbidtica do nitrogénio
(CATTELAN & HUNGRIA, 1994). A préatica da inoculagao com bactérias fixadoras de
nitrogénio traz grandes beneficios, reduzindo significativamente os custos de producgéo
da soja em até um bilhdo de ddlares, além de ndo promover poluigdo do meio
ambiente. Cerca de 50% de adubos nitrogenados aplicados ao solo sao perdidos por
desnitrificacdo e lixiviacdo, podendo acarretar problemas relacionados a reducdo na
camada de ozénio e eutrofizacdo de rios e lagos (MENDES & HUNGRIA, 2001).

Atualmente, quatro estirpes sdo recomendadas oficialmente para a utilizacao nos
inoculantes comerciais: Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019,
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e SEMIA 5080. Diferengas entre o genoma de
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B. japonicum e B. elkanii devam existir, uma vez que a especificidade destas duas
bactérias para hospedeiros mostra grande diferenca.

Durante seu ciclo de vida, o rizdébio confronta-se com diversos desafios que
refletem na regulacdo da expressao génica. A bactéria de vida livre, no solo, existe
como um saprofito competindo com outras bactérias para a sua subsisténcia. Quando
encontra a rizosfera de uma planta, embora rica em nutrientes, a bactéria deve avaliar a
compatibilidade do hospedeiro e competir com outros rizébios, ou membros da propria
espécie, para se introduzir na raiz e estabelecer a simbiose através da nodulacéo e
fixacdo biolégica do nitrogénio. Nesta etapa, seu ambiente muda rigorosamente e a
bactéria deve adaptar-se a um novo estilo de vida intracelular na planta hospedeira
(OKE & LONG, 1999; LOH & STACEY, 2003). Esta sucessiva alteragao de ambientes,
refletindo em alteracbes metabdlicas, faz com que os estudos ecoldgicos e fisioldgicos
de rizébios sejam de grande interesse para a pesquisa pratica, aplicada a industria
comercial de inoculantes. A competicdo com bactérias indigenas no solo, para a
nodulacao, é considerada o principal fator limitante na exploracado do uso de inoculantes
na agricultura. Mesmo bactérias inoculadas previamente e naturalizadas, podem dar
origem no solo a populagdes com baixa eficiéncia de fixacdo do nitrogénio (LOPEZ-
GARCIA et al., 2002).

Além das diferencas genéticas, o estado fisiolégico do rizébio na formulagdo do
inoculante parece ser diferente do estado correspondente no solo, entre as diferentes
populagcdes. Por exemplo, em culturas de B. japonicum de alta titulagdo, um fator
quorum-sensing produzido inibiu a expressdo dos genes nod através da indugdo de
nolA (LOH et al., 2001). LOPEZ-GARCIA et al. (2001) apresentaram evidéncias de que
condicbes de cultura privadas em nitrogénio, para B. japonicum, acentuam
caracteristicas iniciais de infeccdo e nodulacdo, no que se refere a eficiéncia de
nodulagdo e competitividade contra culturas sem privagao.

Uma vez que altas titulagcbes de células viaveis sado requeridas para a
composi¢ao de inoculantes comerciais de rizébios, o estado fisiolégico dos inoculantes
esta préximo da fase estacionaria e os mesmos sao obtidos por meio de culturas ricas,

na maioria das vezes. Os inoculantes comerciais podem ser turfosos ou liquidos,
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embora haja uma tendéncia a utilizacdo dos inoculantes liquidos, apresentado em
embalagens que consistem de frascos plasticos, em formulacées que mantém as
células viaveis durante o periodo de armazenamento. O periodo de validade dos
inoculantes comerciais € de no minimo seis meses apos a fabricacao, definido pela
instrucdo normativa n® 5 de agosto de 2004 (MAPA, 2006). O procedimento de
inoculacao é realizado por aplicacéo direta na semente ou via sulco de plantio, tornando
a aplicacao mais pratica e segura para o produtor. Em solos isentos de bradirrizobios, a
aplicacdo de inoculantes para a cultura da soja deve ser realizada anualmente, pelo
menos nos primeiros anos da cultura. Para que a fixacao simbidtica seja eficiente,
recomenda-se inocular as sementes todos 0s anos, em cada plantio, de forma que a
nodulacdo ocorra com as estirpes presentes no inoculante e ndo com aquelas
estabelecidas no solo, as quais podem apresentar baixa eficiéncia (JARDIM-FREIRE et
al., 2006).

O acompanhamento do estado fisiologico de rizébios de vida-livre, para a
composigdo de inoculantes comerciais, ou durante o estabelecimento da simbiose
torna-se importante para avaliagao da eficiéncia dos processos de nodulacao e fixacao
bioldgica do nitrogénio. Neste contexto, estudos genéticos de expressao génica
baseados em microarranjos de DNA podem ser muito Uteis, dada a possibilidade de se
observar um perfil genético com multiplas marcas. O fato do seqlenciamento do
genoma de B. elkanii 587 ainda estar em andamento, ndo impediu a construcdo de um
microarranjo parcial de DNA genémico desta bactéria, para finalidades de andlises de
transcriptoma parcial e outras prospeccoes. Os resultados obtidos, até o momento,
permitiram a selecao de 3104 clones de bibliotecas de “shotgun” de DNA gendmico,
para o desenvolvimento de um microarranjo parcial de DNA contendo 2654 genes. O
grupo do LBMP (Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas), sob chefia
da Dra. Eliana G. M. Lemos, tem concentrado esforcos neste projeto de
seqlenciamento. Este interesse se da devido a importancia de B. elkanii 587 na
composigao de inoculantes comerciais para a cultura da soja (MAPA, 2006).

O objetivo deste trabalho foi identificar genes diferencialmente expressos em
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587, por meio de microarranjos de DNA. Abordagens
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gendmica e transcriptbmica foram utilizadas para investigagdo do comportamento
metabolico de Bradyrhizobium elkanii SEMIA587 em duas condi¢cdes diferentes de
cultivo. As respostas as diferentes condi¢des nutricionais foram observadas nas fases
lag, logaritmica e estacionaria em meio complexo TY (“Triptone-Yeast Medium”) e meio
definido RDM (“Rhizobium Defined Medium”). Adicionalmente, as respostas as
condi¢cdes de simbiose durante os periodos de 13, 28 e 48 dias apds inoculacao foram
avaliadas utilizando bacteridides de nédulos soja (G. max), inoculados com uma cultura

bacteriana em meio YMB (“Yeast-Mannitol Medium”).
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Il. REVISAO DE LITERATURA.

1. Estirpes de importancia para inoculacao da soja e levantamento taxonémico de
rizébios.

O século XX foi marcado por um crescimento populacional sem precedentes na
histéria da humanidade. Segundo a ONU, a cada ano somam-se 86 milhdes de novos
habitantes ao planeta, e até 2015 a populacdo mundial tera atingido entre 7,10 — 7,18
milhées de habitantes. A densidade populacional no Brasil serd de aproximadamente
33 habitantes por Km? em meados deste século. Com esta densidade populacional e a
extensao de terras cultivaveis que apresenta, o Brasil pode assumir importante posicao
como supridor de alimentos para o mundo, além de atender sua demanda interna. No
entanto, para que esse potencial venha a ser aproveitado, a pesquisa e a tecnologia
aplicada a area agricola devem ser exploradas (PAVAN E FILHO, 1997).

A cultura da soja, durante a safra 2004/2005, ocupou 47,5% da area cultivada do
pais, tendo grande destaque no contexto agroeconémico atual (CONAB, 2006). Entre
os fatores responsaveis pela expansdao e competitividade desta cultura, destaca-se a
sua capacidade em fixar nitrogénio atmosférico quando em simbiose com bactérias
pertencentes as espécies Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii,
dispensando a utilizagdo de adubos nitrogenados (ARAUJO, 1997).

A selecao das estirpes que devem compor 0s inoculantes comerciais para soja
foi derivada do trabalho de muitos pesquisadores, em diversas instituicdes. A partir de
1985, um grupo formado por pesquisadores do Rio Grande do Sul fundou uma
congregacao que agrega também produtores de inoculantes e representantes do
Ministério da Agricultura. Esta congregacado tem se expandido e reune-se, entdo, a

cada dois anos, para analisar os resultados das pesquisas em selecao, recomendacao
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de estirpes, controle de qualidade e outros temas de interesse da rizobiologia. Em
1992, este grupo foi reconhedico pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) e definido como RELARE (Rede de Laboratérios para
Recomendacao, Padronizacédo e Difusado de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de
Interesse Agricola). Desde entdo, a FEPAGRO (Fundacdo de Pesquisa
Agropecuaria/RS) € a instituicdo respdnsavel pela manutencdo e distribuicdo das
estirpes recomendadas, enquanto o MAPA legaliza e rege a legislacédo para a producao
de inoculantes comerciais, em ambito federal. Desde 1979, as estirpes de
Bradyrhizobium SEMIA 5019 (29W) e SEMIA 587, e depois de 1992, as SEMIA 5079
(CPAC 15) 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).

Os solos de Cerrado, que representam porcao consideravel da area de cultivo
para soja, ndo possuiam estirpes de rizdbios capazes de nodular eficientemente esta
cultura naquela regido. Isto foi influenciado por diversos fatores abio6ticos e bidticos que
modificavam os padrées de competitividade das estirpes de Bradyrhizobium spp..
Estirpes de baixa eficiéncia simbiotica interferiam no estabelecimento de outras estirpes
nos nédulos, inoculadas através da semente, enquanto a acado de actinomicetos
produtores de antibidticos, nativos nos solos de cerrado, alterava o percentual das
populacdes de rizébios resistentes a antiboticos (VARGAS et al., 1992; VARGAS et al.
1994). Por isso, a inoculacdo da cultura da soja com as estirpes atualmente
recomendadas de bradirrizébios foi imprescindivel para o bom desempenho da lavoura
da soja, na regidao de Cerrado (MENDES & HUNGRIA, 2001).

O primeiro rizébio isolado, de um ndédulo, e cultivado foi Rhizobium
leguminosarum. Esta bactéria, que mantém o seu nome desde sua descoberta por
Frank, em 1889, também foi denominada Bacillus radicicola por Beijerinck, que a isolou
quase que simultaneamente em 1890. Assim, surgiu o género Rhizobium que
englobava todos os rizobios conhecidos até 1982, quando ocorreu a identificagcdo do
género Bradyrhizobium (JORDAN, 1982). Em seguida, surgiram o0s géneros
Azorhizobium (DREYFUS et al., 1988), Sinorhizobium (CHEN, 1988), Mesorhizobium
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(JARVIS et al., 1997) e Allorhizobium (DE LAJUDIE et al., 1998). Todas as espécies de
rizébios, a principio, eram classificadas dentro da familia Rhizobiacea baseado na
habilidade em fixar nitrogénio. Atualmente, segundo o Manual de Bacteriologia
Sistematica de Bergey (GARRITY, 2005), baseado na analise filogenética da seqliiéncia
do 16S rDNA os seis géneros de rizdbios estao distribuidos em quatro familias, a saber:
Rhizobiaceae (Rhizobium, Allorhizobium e Sinorhizobium), Phyllobacteriaceae
(Mesorhizobium),  Bradyrhizobiaceae  (Bradyrhizobium) e  Hyphomicrobiaceae
(Azorhizobium). A base para os estudos de genética da fixagdo bioldgica do nitrogénio,
nas associag¢des simbioticas, foi constituida por bactérias destes géneros descritos.

A espécie Bradyrhizobium elkanii foi determinada por KUYKENDAL et al. (1992).
Esta bactéria, assim como B. japonicum, normalmente induz a formacao de nédulos em
espécies de plantas de soja (Glycine) e siratro (Macroptilium atropurpureum). Contudo,
B. elkanii também induz nédulos em plantas do fenétipo ndo nodulante de soja rjirj1,
“black-eyed peas” (Vigna) e “mungbean”. 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 e
reatividade de anticorpos contra sorogrupos de estirpes internacionais, USDA76 e
USDA 31. Estas linhagens de B. elkanii brasileiras atualmente levam o prefixo da Secao
de Micobiologia Agricola (SEMIA) e fazem parte da colecao de rizébios da FEPAGRO.
Assim, a classificagdo sistematica atual da estirpe SEMIA 587, utilizada neste estudo,
com a inclusao da nova familia Bradyrhizobiaceae (GARRITY et al., 2006), pode ser

observada no quadro abaixo:

Reino: Eubacteria

Filo: Proteobacteria

Classe:  Alpha Proteobacteria
Ordem:  Rhizobiales

Familia:  Bradyrhizobiaceae

Género:  Bradyrhizobium

Espécie: Bradyrhizobium elkanii
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2. Estruturas especializadas para a fixacao biolégica do nitrogénio.

A colonizacao de tecidos vegetais, estabelecimento de relacbes 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 infeccao de raizes de certas plantas leguminosas por bactérias fixadoras de
nitrogénio resulta na formacao de estruturas especializadas denominadas nddulos,
onde se estabelece a simbiose rizdbio/leguminosa. Nestes nédulos, o nitrogénio
atmosférico é reduzido as formas assimilaveis pela planta, as quais sao transportadas
para outros érgaos vegetais (KEEN, 1988). Os rizébios no solo sédo atraidos em direcéao
as raizes hospedeiras por um quimiotactismo positivo, devido a secrecéo de flavonoides
pela planta. Um conjunto de genes das bactérias, conhecido como genes nod, é
responsavel pela expressdo de fatores envolvidos no reconhecimento entre
carboidratos de superficie bacteriana e lectinas nos pélos radiculares de algumas
plantas, desencadeando o processo de nodulagdo (DAZZO et al., 1984; MYLONA et al.,
1995; DOWNIE, 1998) (Figura 1). Os fatores Nod sao derivativos de quito-
oligossacarideos, tetra ou pentametros de N-acetil-glicosamina. Eles agem como sinais
mitogénicos que induzem divisdes celulares no cortex da raiz levando a formagao do
meristema nodular (CRAWFORD et al., 2000; FERNANDEZ-PASCUAL et al., 2006).

Os pélos radiculares sdo extensdes unicelulares de células epidérmicas que se
desenvolvem proximo ao apice da raiz. A porcao posterior do pélo, sentido do
crescimento, apresenta alta atividade exocitética e sintese de parede celular. Na
rizosfera, os pélos jovens desempenham papel importante no reconhecimento
simbi6tico, uma vez que os fatores Nod secretados pelos rizdbios estimulam a
reorientacdo do crescimento da parede celular, resultando no seu encurvamento.
Dentro dos pélos encurvados, os fatores Nod promovem a formagao dos corddes de
infeccdo pelas quais as bactérias invadem as plantas. O corddo de infecgdo consiste
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em um tubulo formado pela continua coalescéncia de vesiculas derivadas do Aparelho
de Golgi. O cordao de infecgdo contendo um grande numero de células de rizébio
cresce em direcao ao primoérdio do ndédulo. 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 varias células do hospedeiro sejam colonizadas por rizobios (PERRET et
al., 2000; LODWIG & POOLE, 2003) (Figuras 2 e 3).

Ap6és o inicio do estabelecimento do nddulo radicular, e infecgao das células por
rizbbios, uma vesicula simbibtica organela-simile é subseqlientemente formada através
de divisdes e diferenciacées tanto da membrana vegetal como da bactéria. Esta
estrutura é denominada simbiossoma ou unidade peribacteridide, nas quais as
bactérias colonizadoras passam por um processo de diferenciacdo que gera a forma
especializada na fixacdo de nitrogénio, o bacteridide. Os bacteridides sao
fenotipicamente diferentes quanto a forma e tamanho, dependendo do género
relacionado ao rizébio. A unidade peribacteridide de n6dulos encontrados em raizes de
feijao e soja contém varios bacteridides, envolvidos por uma membrana peribacteridide.
Bacteridides maduros reduzem nitrogénio atmosférico através de um processo
intensivamente energético, suprido pela provisdo de carbono da planta. A regulacédo do
metabolismo do bacteridéide no ambiente nodular, com baixa tensdo de oxigénio, requer
um balanceamento preciso de energia, agentes redutores e “pools” de carbono para
permitir taxas 6timas de fixacao do nitrogénio (PAAU et al., 1980; VASSE et al., 1990;
LODWIG & POOLE, 2003).

A disponibilidade de carbono da planta para os bacteridides ocorre na forma de
acidos dicarboxilico. Tanto a membrana bacteridéide, como a membrana peribacteridide,
regulam a troca de metabdlitos, enquanto estes organismos passam a sintetizar
nitrogenase e outras proteinas acessorias, como citocromos que atuam no ambiente de
baixa tensdo de oxigénio do nddulo, permitindo a fixagdo biolégica do nitrogénio (OKE
& LONG, 1999; CRAWFORD et al., 2000; LODWIG & POOLE, 2003).

Bacteridides sintetizam a enzima nitrogenase para catalisar a reducdo do
dinitrogénio através da reacao descrita no quadro a seguir (BURKS & BURRIS, 1941;
BURRIS, 1974).
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N, + 8H* + 16ATP — 2NH," + H, + 16ADP + 16P]

Diferencas entre os genomas de rizébios distintos tém corroborado a enorme
diversidade metabdlica apresentada por eles. Isto inclui um grande nimero de genes
metabdlicos, alguns dos quais ligados a regides ou ilhas simbidticas. O papel da
maioria destes genes permanece desconhecido, enquanto investigacbes de
transcriptoma e proteoma irdo revelar mapas poderosos de expressdo génica. A
diversidade metabdlica de rizébios provavelmente esta relacionada a sobrevivéncia,
crescimento e colonizagdo da rizosfera da planta, assim como do desenvolvimento do

cordao de infecgao.
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Figura 1: Fases do estabelecimento da simbiose entre leguminosas e rizdbios

(www.plantphys.net).

1.
2.

© N o O &

Liberacao de flavondides pelas raizes da planta;

Quimiotaxia do rizébio em direcao a superficie das raizes;

Proliferacao do rizébio na rizosfera e inducao da diferenciacdo do primérdio do
ndédulo;

Aderéncia do rizobio as raizes;

Diferenciacdo do meristema secundario do nédulo (conexao vascular);
Encurvamento do pélo radicular e formacao da via de infeccao;

Multipla infecgédo das células do nédulo e crescimento do nédulo;

Crescimento do nédulo, diferenciagdo dos bacteridides e comeco da fixagdo

simbiética de nitrogénio.
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Figura 2: Detalhes das fases de infeccdo da raiz de uma planta pelo rizébio

(www.plantphys.net).
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Figura 3: Células vegetais colonizadas por rizébios. (A) e (B) Micrografias eletrbnicas
de varredura de nédulos “freeze-fractured” formados por B. japonicum em soja,
mostrando a forma bastonete da bactéria em seu interior (KUYKENDAL, 2005). (C)
Seccdao transversal de um ndédulo determinado de feijao, como o de soja, mostrando a
formacao do simbiossoma. B - bacteridide; Y - espaco peribacteridide; M - membrana
peribacteridide; W - parede celular vegetal, P - granulo de PHB, S - amido
(CRAWFORD et al., 2000).

3. Simbiose: Genes envolvidos na nodulacao e fixacao biolégica do nitrogénio

por rizobios.

A expressdo de genes especificos participa do desenvolvimento da simbiose
planta/bactéria. Os genes envolvidos na formacdo dos nodulos radiculares séo
coletivamente chamados de genes de nodulinas, e estdo divididos em duas classes. A
primeira engloba genes que especificam a composi¢éo 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 f-1,2-glucanos e genes ndv. Estes genes estdo envolvidos na
determinagé&o da especificidade ao hospedeiro e formagédo do corddo de infecgcdo. A
segunda classe consiste nos genes envolvidos diretamente na infecgdo e nodulagao,
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genes nod, nol e noe, os quais, além do reconhecimento ao hospedeiro, sao
responsaveis pela sintese enzimatica de fatores Nod que induzem a formacao do
nédulo (BREWIN, 1991; LONG, 1996).

Em algumas espécies de rizdbios, os genes de nodulinas estdo intimamente
agrupados, enquanto em outras, eles podem estar dispersos por todo genoma, seja em
cromossomos ou plasmideos. Alguns destes genes sdo comuns para todas as espécies
de rizdbios, como os nodABC, essenciais para a formacdo dos nddulos, enquanto
outros sdo especificos para uma unica espécie. Genes nod envolvidos na nodulacao de
um hospedeiro particular sdo denominados hsn (“host-specific nod”) (DESHMANE &
STACEY, 1989; CAETANO-ANOLLES & GRESSHOFF, 1991).

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 genes bacterianos é regulada por um ativador
transcricional endégeno NodD, cuja inducédo se da através da acao de isoflavondides,
como genisteina e daidzeina no caso de B. japonicum (KOSSLAK et al., 1987; PERRET
et al., 2000).

Genes envolvidos na diferenciacao bacteridide tém sido identificados através da
analise de escrutinio de mutantes e estudos de expressdo génica. Entre eles,
destacam-se os genes hsfA, nolA e sipS em B. japonicum; os genes bacA, dctA,
nex18/7 e prsDE em Sinorhizobium meliloti; os genes gimS e prsDE em R.
leguminosarum viciae; € o gene inv em Mesorhizobium loti. Mutagbes nestes genes
impedem a formacao ou manutencao do bacteridide, resultando em ndédulos Fix’, cujo
fendtipo é ineficaz na fixacao do nitrogénio (OKE & LONG, 1999).

Um outro conjunto de genes, relacionados a fixacao biolégica do nitrogénio, e
que estao presentes em rizdbios sdo denominados fix e nif. Estes genes estao
envolvidos na resposta ao oxigénio, controle transcripcional dos promotores nif, sintese
e regulacao da atividade nitrogenase, cofatores e transporte de elétrons. Além dos 20
genes nif estruturalmente homélogos aos de Klebsiella pneumoniae, mais genes
diferentes foram identificados em rizdbios. Os genes fix foram assim denominados para

identificar genes essenciais para fixacdo do nitrogénio, porém, que nao apresentassem
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cépias homéblogas em K. pneumoniae. 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 simbiodtica do nitrogénio e, inclusive, presentes em organismos nao
diazotréficos (FISCHER, 1994).

Os genes fix e nif de rizobios estdo organizados em clusters distintos, cuja
estrutura e localizagdo genbmica sao espécie especificas (VAN RHIUN &
VANDERLEYDEN, 1995). Outros genes, envolvidos com fungdes do metabolismo
celular intermediéario central, também podem desempenhar papéis importantes durante
a simbiose, embora ndo tenham sido denominados fix. Estes genes incluem os genes
dct, envolvidos no transporte de acidos dicarboxilicos, e glyA descoberto em B.
japonicum, relacionado a biossintese de glicina (ROSSBACH & HENNECKE, 1991;
FISCHER, 1994).

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, sdo controlados pelos elementos regulatérios FixL, FixJ, FixK, NifA e
RpoN, através de cascatas de ativacao integradas de forma espécie-especifica
diferentes. O controle dos genes para expressado da nitrogenase e funcdes acessoérias
envolvem um tipo de promotor especializado, com sequéncias conservadas -24/-12,
uma RNA polimerase contendo um fator ¢°* tnico, codificado pelo gene rpoN, também
denominado nitrA, e uma proteina ativadora codificada pelo gene nifA (FISCHER, 1994).

Uma variedade de mecanismos evoluiram para regular a transcricdo do
regulador NifA, dependente da concentracao de oxigénio celular. Em R. meliloti (S.
melilot)) e Azorhizobium caulinodans este controle envolve um sistema regulatério de
dois componentes, FixL/FixJ, enquanto em B. japonicum a expressao nifA é autoativada
pela percepcao da baixa tensdo de oxigénio. Consequentemente, em S. meliloti e A.
caulinodans o controle dos genes da fixacao & exercido em dois niveis, FixL/FixJ e NifA,
enquanto em B. japonicum ele é limitado ao NifA (THONY et al., 1989). A proteina FixL,

uma hemo-proteina quinase oxigénio sensitiva, € autofosforilada na auséncia de O, e



26

fosforila Fixd, o qual, por sua vez, ativa a transcricado de outras proteinas regulatérias,
como FixK e NifA (DAVID et al., 1988).

No género Bradyrhizobium, os genes envolvidos no evento de nodulagédo (genes
nod), fixacdo do nitrogénio (genes fix) e sintese de nitrogenase (genes nif) estdo
localizados no cromossomo (DESHMANE & STACEY, 1989). Alguns dos genes de
rizbbios com fungdes especificas, conhecidas ou deduzidas, podem ser observados na
Tabela 1.
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Tabela 1: Relagéao de genes nod, nol, noe, nif e fix identificados em diferentes espécies
de rizébios (FISHER, 1994; HANCOCK, 2004; RHIZOBASE, 2006).

Genes nod

Genes nol (cont.)

nodA
nodB
nodC
nodD
nodE
nodF
nodG
nodH
nod/
nodJ
nodK
nodL
nodM
nodN
nodO
nodP
nodQ
nodR
nodS
nodT
nodU
nodV
nodW
nodX
nodY
nodZ

Aciltransferase

De-N-acetilase

Quitina sintase

Ativador transcricional da familia LysR
Beta-cetoacil sintase

Proteina Acil carreadora

Beta-cetoacil redutase

Sulfotransferase

Transporte de fatores Nod

Proteina de secregao de polissacarideo capsular
Desconhecida/Similar a nodY
O-Acetiltransferase

D-glicosamina sintase

Desconhecida/Sintese de fator Nod
Hemolisina/Proteina formadora de poro
ATP-sulfurilase/APS-quinse
ATP-sulfurilase/APS-quinse

Desconhecida

Metiltransferase

Proteina de membrana/Transporte de fatores Nod?
O-Carbamoiltransferase

Sensor, familia regulatéria de dois componentes
Regulador, familia regulatéria de dois componentes
Exopolissacarideo acidico codificado por exoZ
Desconhecida

Fucosiltransferase

Genes nol

nolA
nolB
nolC
nolD
nolE
nolF
nolG
nolH
noll

nolJ

nolK
nolL

nolM
nolN
nolO
nolP
nolQ
nolR
nolS
nolT
nolU

nolV

Regulador positivo da familia MerR
Sistema de secre¢ao?
Nodulagao

Regulador?

Proteina periplasmatica
Transporte

Transporte

Transporte

Transporte
Desconhecida
Epimerase/Desidrogenase?
O-Acetiltransferase
Atuagdo com nodZ
Desconhecida
O-Carbamoiltransferase
Desconhecida
O-Carbamoiltransferase
Repressor de genes nod
Desconhecida

Sistema de secregao?
Sistema de secregao?

Sistema de secre¢ao?

nolW Sistema de secregao?
nolX Sistema de secregao?
nolY Desconhecida
nolZ Nodulagdo normal
Genes noe
noeA Metil-transferase?
noeB Desconhecida
noeC Arabinosilagdo
noeD Desconhecida
noekE Sulfatagédo de fucose
noeF Desconhecida
noel O-Metiltransferase
noeJ Guanililtransferase
noeL Desidratase
noeK Fosfomanomutase
Genes nif
nifA Regulador positivos dos genes nif, fix e outros
nifB Envolvido a biossintese do FeMo-cofator
nifD Subunidade alfa da MoFe-proteina da nitrogenase
nifE Envolvido a biossintese do FeMo-cofator
nifH Fe-proteina da nitrogenase
nifk Subunidade beta da MoFe-proteina da nitrogenase
nifN Envolvido a biossintese do FeMo-cofator
nifQ Processamento de molibdénio
nifS Cisteina desulfurase
nifU Desconhecida
nifV Homocitrato sintase
nifW Desconhecida; requerido para completa atividade
da Fe-Mo-proteina
nitX Desconhecida
nitZ Envolvido a biossintese do FeS-cofator
Genes fix
fixABCX Requerido para atividade nitrogenase;
FixX similaridade com ferredoxinas
fixNOQP Induzido microaerobicamente; citocromo oxidase
ligada a membrana
fixGHIS Processo redox acoplado a bomba de cétion
fixLJ Sistema regulatério de dois componentes sensivel
ao oxigénio
fixK/fixk2 ~ Regulador transcricional
Rm fixK' Copia funcional de fixK
Bj fixK1 Homoélogo fiK de fungdo desconhecida
nao essencial para fixagdo do nitrogénio
fixR Desconhecida e ndo essencial para fixagao
do nitrogénio
nfrA Regulagéao de nifA
fixT Regulador transcricional
fixU Desconhedica
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4. Caracteristicas estruturais e seqiienciais de genomas de rizébios.

O genoma de Rhizobium sp. NGR234 consiste de trés replicons: um plasmideo
simbidtico de 536 Kb (pNGR234a), um megaplasmideo de mais de 2 Mb (pNGR234b),
e um cromossomo de aproximadamente 3,5 Mb. Além do completo seqlienciamento de
pNGR234a, uma colecdo de seqiéncias randémicas dos outros replicons tem sido
coletada. Em pNGR234a foi identificada a presenca de 416 genes funcionais, incluindo
26 genes para nodulacédo e 26 genes para fixagdo do nitrogénio. A comparacao com
outros genomas revelou que 19 clusters génicos compartilhados, com alta similaridade,
com R. meliloti (S. meliloti) sugere que pelo menos 28% da informacao genética pode
ter sido adquirida a partir de um ancestral comum. Adicionalmente, foram identificadas 9
regides altamente conservadas, com alta similaridade, entre Agrobacterium tumefaciens
C58, B. japonicum USDA110, e M. loti MAFF303099, assim como 2 clusters altamente
homélogos a regides similares do fitopatbgeno Erwinia carotovora (FREIBERG et al.,
1997; STREIT et al., 2004).

GONZALEZ et al. (2003) revelaram o seqlenciamento completo e a anotacao do
plasmideo p42d de Rhizobium etli CFN42. Este plasmideo de aproximadamente 371,2
Kb contém 359 seqlUéncias codificadoras. Genes para nodulacdo e fixacdo do
nitrogénio, comuns a outros rizébios, estdo agrupados em uma regido de 125 Kb.
Comparagbes com outras seqiéncias revelaram uma falta de colinearidade entre os
genomas de rizébios, exceto para algumas unidades transcricionais. Existem apenas 20
genes simbidticos que foram compartilhados por todos os rizébios, cujas seqiéncias
foram comparadas.

O primeiro rizébio, ou bactéria do solo membro da classe Alpha-Proteobacteria, a
ter sua estrutura genémica inteira determinada foi Mesorhizobium loti MAFF303099. A
sequéncia completa mostrou que seu genoma consiste em um unico cromossomo de 7
Mb e dois plasmideos, pMLa de 351,9 Kb e pMLb de 208,3 Kb. O cromossomo contém
6752 genes codificadores de proteinas, além dos genes para RNAs ribossémicos e
transportadores. Dos genes funcionais, 54% mostraram similaridade com genes de
fungbes conhecidas. Um segmento de DNA de 611 Kb foi identificado como uma
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possivel ilha simbibtica, contendo 30 genes para fixagcao de nitrogénio e 24 genes para
nodulacédo. Os genomas dos plasmideos pMLa e pMLb contém, respectivamente, 320 e
209 genes potenciais para diferentes fungdes biolégicas. Contudo, apenas um Unico
gene plasmideal para nodulagéo foi identificado (KANEKO et al., 2000).

O genoma de Sinorhizobium meliloti 1021 também foi completamente
sequenciado, consistindo em um cromossomo de 3,7 Mb e dois plasmideos, pSymA de
1,4 MB e pSymB de 1,7 Mb. Foram estabelecidos 6204 genes funcionais, sendo que
59,7% podem ter suas funcdes determinadas por comparag¢des em bancos de dados. O
cromossomo de S. meliloti é tipico de bactérias aerdbicas heterotroficas. O plasmideo
pSymB amplia os potenciais metabdlicos permitindo que a bactéria metabolize uma
variedade de pequenos compostos encontrados no solo ou na rizosfera da planta, além
de permitir a sintese de polissacarideos envolvidos na colonizagdo do hospedeiro. O
plasmideo pSymA contém a maioria dos genes relacionados a nodulagéo e fixagdo do
nitrogénio, conferindo a capacidade para a bactéria colonizar ambientes de baixa
tensdo de oxigénio e metabolizar uma variedade de formas quimicas de nitrogénio,
inclusive a forma molecular N> (GALIBERT et al., 2001).

A comparagao entre os genomas de S. meliloti e M. loti, a regido cromossomal
de 410 Kb de B. japonicum e o plasmideo simbiético de 536 Kb de Rhizobium sp.
permite algumas conclusdes, a saber: 1) 35% dos genes de M. loti ndo apresenta
equivalentes em S. meliloti; 2) as informacdes genéticas carregadas nos plasmideos
pSymA e pSymB em S. meliloti encontram-se dispersas no genoma de M. loti; 3) M. loti
contém ilhas simbidticas, além dos genes de nodulacédo e fixacdo de nitrogénio, que
nao tém equivalente em S. loti; 4) S. meliloti nao apresenta um sistema de secrecao do
tipo Ill, comum aos outros géneros; e 5) 54% dos genes no plasmideo simbidtico de
Rhizobium sp. ndo apresentam equivalentes em S. meliloti. Tomadas juntas, estas
observagdes indicam que rizobios diferem significativamente quanto ao conteudo e
organizacao génica, independente de suas relacdes taxonbmicas e habitos simbibdticos
(GALIBERT et al., 2001).

O mapa genético e fisico parcial do genoma de B. japonicum USDA110 foi

estabelecido, mostrando que os genes nod e nif estdo agrupados em uma regiao



30

cromossdmica de 410 Kb (KUNDING et al., 1993). Posteriormente, esta porcéo
cromossdmica teve sua seqUéncia de nucleotideos revelada confirmando que nela
estavam contidos todos o0s genes para nodulacdo, exceto nodM, e fixacdo de
nitrogénio. Nesta regiao, 388 ORFs foram selecionadas como regides codificadoras de
proteinas, das quais 35% mostraram similaridade com proteinas de rizobios. Foram
encontrados genes que codificam sistemas de transporte de citrato férrico, molibdato e
fontes de carbono, além de proteinas externas de membrana, sistemas de secrecao do
tipo Ill e enzimas modificadoras da parede celular (GOTTFERT et al., 2001).

Bradyrhizobium japonicum USDA110, originalmente isolada de nodulos de soja
(Glycine max) na Florida, EUA, em 1957, teve seu genoma completamente
sequlenciado em 2002. Seu genoma consiste de um Unico cromossomo circular de
9.105.828 pb de comprimento, com um conteddo médio de GC de 64,1%. Nenhum
plasmideo foi detectado. O cromossomo contém 8317 genes codificadores de
proteinas, um conjunto de genes rRNA e 50 genes tRNA. Dos potenciais genes
codificadores de proteinas, 52% mostraram similaridade de sequiéncia com genes de
fungcdo conhecida, enquanto 30% com genes hipotéticos. Os 18% restante
aparentemente nao apresentaram similaridade com genes descritos (KANEKO et al.,
2002a; KANEKO et al., 2002b).

Andlise comparativa de genomas revelou que 34% dos genes de B. japonicum
USDA110 mostraram similaridade de sequéncia significativa tanto com M. loti como S.
meliloti, enquanto 23% foram Unicos para B. japonicum. Uma presumivel ilha simbidtica
de 681 Kb foi identificada. Esta regido inclui uma porcdo de 410 Kb descrita por
GOTTFERT et al. (2001), que contém 645 genes codificadores de proteinas, dos quais
301 tiveram suas fungdes deduzidas incluindo aqueles relacionados a fixacao
simbiética do nitrogénio (KANEKO et al., 2002a).

A identificacdo de genes e a elucidagdo de mecanismos envolvendo os
processos de infeccdo e nodulacado por rizébios, a diferenciacdo em bacteridide e
fixacdo biolégica de nitrogénio tém grande interesse agronémico. Este conhecimento,
associado a visao futurista da biotecnologia de plantas, gera uma perspectiva excitante
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para o aproveitamento de plantas refratarias a nodulacdo, através da engenharia
genética e transformacéao de plantas.

5. Analise da expressao génica e microarranjos de DNA.

Varios métodos para a analise de expressao génica, relacionada a identificacao
de transcritos de RNA, tém sido descritos, destacando-se: “Northern blot” (ALWINE et
al., 1977); anélise de protecdo contra RNAse (ZINN et al., 1983); “Differential Display”
(LIANG & PARDEE, 1992); RNA “fingerprinting” por PCR (WELSH et al., 1992); RDA
(“Representational Difference Analysis”) (LISITSYN et al., 1993); SAGE (“Serial Analysis
of Gene Expression”) (VELCULESCU et al., 1995); producédo em larga escala de ESTs
(“Expressed Sequence Tag”) a partir de bibliotecas de cDNA (HILLIER et al., 1996); e
RT-PCR quantitativo em tempo real (“Real time” RT-PCR) (LEE et al., 1993; LIVAK et
al., 1995).

A tecnologia dos macro e microarranjos de DNA consiste em uma forma de
analise de transcritos de genes especificos nas populacdes de mRNAs expressos,
usando o principio da hibridizagdo. Esta técnica de alta densidade de genes,
preparados por impressao robdtica de DNAs sobre membranas de nylon
(macroarranjos) ou laminas de vidro (microarranjos), prevé a hibridizacdo dos mesmos
com cDNAs marcados radioativamente ou fluorescentemente. Assim, torna-se possivel
monitorar a expressao diferencial de genes em populacdes ou condicdes diferentes.
Uma vez que milhares ou dezenas de milhares de fragmentos génicos podem estar
presentes, informacdées para genomas inteiros podem ser adquiridas em um Unico
experimento de hibridizacdo (SCHENA et al., 1995; LOCKHART et al., 1996; LIPSHUTZ
et al., 1999). A Figura 04 ilustra um processo experimental basico de microarranjo de
DNA.

O potencial dos microarranjos de DNA para estudos de resposta transcricional de
muitos organismos, em resposta a alteracdes genéticas e ambientais, tem sido
eficientemente demonstrado nos ultimos 5 anos. O emprego desta técnica tem

mostrado grande avanco nos estudo de expressdo génica em vegetais, humanos,
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diversos géneros de bactérias e leveduras. Em relagdo a sistemas microbianos, areas
como fisiologia, patogénese, epidemiologia, ecologia, filogenia, vias de manipulacao e
otimizacao da fermentagao tornaram-se topicos comuns de aplicacao de microarranjos
de DNA (YEO et al., 2001). O uso de microarranjos de DNA vem se expandindo para
novos campos e novas aplicacdes, especificamente no que se refere a microbiologia
ambiental (LETOWSKI et al., 2003). DHARMADI & GONZALEZ (2004) apresentaram
uma revisdo das aplicagdes de microarranjos de DNA nos estudos de sistemas
bacterianos, focando as areas de: resposta bacteriana a mudangas ambientais;
identificacdo génica, organizacao gendémica e regulacao transcricional; e engenharia
genética e metabdlica.

A validacdo dos dados obtidos em andlises de microarranjos torna-se cada vez
mais necessaria e criteriosa, uma vez que além do grande volume de dados obtidos, os
mesmos sado analisados de forma integrada fornecendo padrdes globais de
transcriptoma, para determinados sistemas biolégicos. A ferramenta de PCR
quantitativa em tempo real surgiu como uma tecnologia eficiente para validacao de
dados de arranjos devido algumas caracteristicas como, quantificacdo, rapidez e
economia de RNA, utilizando até 1000 vezes menos RNA que nos ensaios
convencionais (RAJEEVAN et al., 2001).

S. meliloti teve seu transcriptoma analisado através de macroarranjo, contendo
214 genes. Neste trabalho foram monitoradas dez condigbes ambientais, incluindo
condigbes aerdbicas e microaerdbicas de vida livre, adicdo do indutor simbidtico
luteolina e uma variedade de condi¢coes simbidticas. Macro e microssimbiontes
mutantes foram envolvidos neste estudo e os resultados permitiram a identificacéo de
novos genes, 5 induzidos por luteolina e 9 induzidos em bacteridides maduros. Varias
classes de genes foram diferencialmente expressas durante a simbiose. Estes genes
estavam relacionados a invasao, protecdo contra estresse oxidativo, mobilizacao de
ferro e sinalizagdo, enfatizando possiveis mecanismos comuns entre simbiose e
patogénese (AMPE et al., 2003). BECKER et al. (2004) também monitorou a expressao
génica de S. meliloti através de macro e microarranjos de DNA. Padrdes de

transcriptoma em resposta a limitacdo de oxigénio indicaram que até 5% dos genes
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estudados, em um total de 6046 ORFs, foram regulados pela concentracdo de oxigénio.
Transcriptomas de bacteridide e bactéria vida livre em condigdo microaerofilica se
sobrepuseram parcialmente, levando os autores a conclusdo de que O, contribui de
forma limitada para o controle da expressao génica simbiodtica.

Utilizando um macroarranjo de DNA para M. loti, UCHIUMI et al. (2004)
monitoraram e agruparam a dinamica transcricional da bactéria durante simbiose,
microanaerobiose e privacdo de nutrientes. Muitos genes para transposase, presentes
na ilha simbiotica, tiveram elevada expressao em bacteridides, assim como os genes
nif, fix, fdx e rpoN. A regido genO6mica contendo os genes fixNOPQ, fora da ilha
simbiotica foi marcantemente expressa tanto em microanaerobiose como em condi¢des
simbidticas. Os dados de simbiose mostraram ainda ativacdo do metabolismo de
aminoacidos e elevada expressao dos genes nif e fix. Em contraste, genes para sintese
de parede celular, divisdo celular, replicacdo do DNA e producdo de flagelo foram
fortemente reprimidos em bacteriéides diferenciados.

Recentemente, um microarranjo piloto do genoma parcial de B. japonicum foi
desenhado, para estudar padrdes transcricionais desta bactéria. Células selvagens em
aerobiose e microaerobiose, e mutantes regR e nifA, respectivamente em aerobiose e
microaerobiose, foram utilizados nesta investigacdo. Varios genes inéditos foram
identificados como membros dos regulons RegR e NifA (HAUSER et al., 2006).
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Figura 4: Esquema ilustrativo dos procedimentos da técnica de microarranjo de DNA

(http://phys.chem.ntnu.no/~bka/images/MicroArrays.jpg).
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lll. MATERIAL E METODOS.

Os protocolos, quando nao especificados pelo fornecedor dos Kits ou reagentes,
foram baseados em SAMBROOK et al. (1989). Os meios de cultura e algumas solugdes
sado apresentados no Apéndice deste trabalho. As técnicas empregadas neste projeto
nao ofereceram risco para o meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos

padrdes de biosseguranga (NB-1).

Parte | — Gendémica: Construcdao das bibliotecas plasmideais Be587 e

sequenciamento.

1. Estirpe bacteriana, cultivo e extracao de DNA genémico.

Foi utilizada a estirpe Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 como objeto de estudo.
As células foram cultivadas em meio complexo TY (“Triptone-Yeast Medium”) (Beringer,
1974) durante 48 hs a 28°C, sob agitacdo a 140 rpm. A suspensao contendo bactérias
foi centrifugada a 12000xg por 30 min, a 4°C. O sedimento foi lavado com solugcao
salina (NaCl 0,85%) para remocdo de polissacarideos extracelulares e possiveis
residuos do meio de cultivo. Em seguida, foram efetuados os processos de lise celular e
degradacao de RNA, através do tratamento com 500 uL de lisozima (5 mg/mL), 500 pL
de solugdo SDS 20% e 15 uL de RNAse (10 mg/mL). Para limpeza da fase aquosa,
contendo o DNA, foram realizadas extracbes com a mistura fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) e cloroférmio-alcool isoamilico, no volume 1:1 da amostra. O DNA
foi precipitado com 2 volumes de etanol 95% (gelado) e, ap6s sedimentacao a 5860xg
por 20 min, a 4°C, foi lavado com 1 mL de etanol 70% (gelado). O DNA obtido foi seco a

temperatura ambiente e ressuspendido em 250 ul de tampao TE (10 mM Tris-HCI; 1
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mM EDTA). Apds eluicado do DNA genbmico, o mesmo foi quantificado em
espectrofotbmetro e teve sua integridade avaliada em gel de agarose 0,8%. Estoques
de DNA foram mantidos a -20°C.

2. Construcao da biblioteca plasmideal de “shotgun” Be587.

2.1. Fragmentacao mecanica, precipitacao e reparo “blunt-end” dos terminais dos
fragmentos gerados a partir do DNA genémico.

Foram utilizados 50 ug de DNA em solucao de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, MgCl, 15
mM e glicerol 25% (v:v) esterilizado, para ser nebulizado por gas nitrogénio sob
pressdo de 3 Kgf/cm?, durante 30 ou 40 seg. Em seguida, o nebulizador foi adaptado a
um tubo de centrifuga (GSA — Sorvall) e centrifugado por 2 min a 162xg, 4°C, para
concentrar a amostra no fundo do nebulizador e recupera-la. A amostra foi transferida
para microtubos de 1,5 mL, para proceder-se a precipitacdo do DNA fragmentado na
presenca de 0,1 volume de Acetato de sédio 3M, pH 5,2, 4 uL de glicogénio (20
mg/mL), como carreador, e 1 volume de isopropanol absoluto (gelado). Apoés
sedimentacdo e lavagem do sedimento, 0 mesmo foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em agua ultra-pura. O DNA obtido foi analisado em gel de agarose 0,8%
para checagem do tamanho dos fragmentos obtidos e quantificacdo, na presenca de
pGEM 50 / 100/ 200 ng. Uma combinagdo das enzimas T4 DNA polimerase
(bacteriéfago T4) e Klenow DNA polimerase (E. coli) foi utilizada para o reparo “blunt-
end” dos fragmentos. Para cada 10 ug de DNA fragmentado, foram utilizados 20U de
cada enzima, acrescentando-se MgCl, 5 mM e dNTPs 500 uM. O tratamento com cada
enzima foi realizado sucessivamente, de forma independente, por 15 min para cada

reacdo, no mesmo tubo a temperatura ambiente.
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2.2 Modificacao dos terminais dos fragmentos para clonagem em vetor

plasmideal.

Tendo em vista a utilizacado de dois tipos de vetores de clonagem, a modificacdo
dos fragmentos de DNA se deu conforme o caso: 1) Desfosforilagdo para clonagem em
vetor pCR®4Blunt-TOPO (Invitrogen) e 2) Fosforilagdo para clonagem em vetor
pUC19DNA/Smal (Fermentas). No primeiro caso, desfosforilacao, foram utilizados 5U
da enzima CIP (Fosfatase alcalina intestinal de bezerro), que remove grupos 5’-P dos
fragmentos de DNA reparado. A reacao de desfosforilagcao foi realizada diretamente no
tubo contendo a reacdo de reparo “blunt-end”, uma vez que as reacdes Ssao
compativeis, segundo o fornecedor (Invitrogen). A reacgéo foi incubada a 37°C, durante
60 min, e a 65°C, por 5 min, para inativacao da enzima. No segundo caso, fosforilacao,
foram utilizados 10U de T4 polinucleotideo quinase, enzima que catalisa a transferéncia
de y-P do ATP (adenosina 5’-trifosfato) para o terminal 5’-OH dos fragmentos de DNA.
Neste caso, a reacao se deu apés precipitacdo dos fragmentos de DNA reparados, na
presenca de ATP 2,5 mM. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 min. A reagao

foi inativada por tratamento com calor a 65°C por 5 min.

2.3. Obtencao dos insertos no tamanho desejado, recuperacao e eluicao a partir

de gel de agarose.

Uma vez que os fragmentos de DNA foram reparados e modificados, 0s mesmos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose “Low Melt Point” 0,8%, com tampéo
TBE, isento de brometo de etidio, durante 2 hs a 90 V. Ao lado das amostras, das
reacdes de modificacdo, foram aplicados um marcador de tamanho do DNA (1 Kb DNA
“ladder” — Invitrogen) e uma aliquota da amostra de interesse para documentacao e
auxilio no processo de eluicdo. Apds a eletroforese, foi realizado um corte vertical no
gel de agarose resultando duas porcdes de gel, uma contendo os insertos a serem
recuperados e outra com o marcador € a amostra comparativa para corar. A porcao do
gel que contém o marcador foi corada com brometo de etidio e observada sob um
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transiluminador. O padrdo de bandeamento serviu como guia para obtencdo dos
insertos as partir da por¢do ndao corada do gel, colocando-se ambas as partes lado a
lado. A regidao do gel contendo insertos de tamanho desejado, 600 — 2000 pb, foi
marcada e cortada com o auxilio de uma lamina de bisturi, sendo depositada em
microtubos de 1,5 mL, aproximadamente 400 mg de gel/tubo. Os tubos contendo os
fragmentos de gel de agarose foram incubados em banho a 65°C, durante 15 min. Os
fragmentos selecionados de DNA foram eluidos do gel empregando-se o kit GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (Amershan Biosciences).

2.4. Clonagem dos insertos em vetores plasmideais e transformacao de células
competentes, hospedeiras de vetores recombinantes.

2.4.1. Reacoes de ligacao.

Foram utilizados os vetores pCR®4BIlunt-TOPO (Invitrogen) e pUC19DNA/Smal
(Fermentas). Entre as demais caracteristicas especificas de cada plasmideo, ambos
apresentam resisténcia a ampicilina e permitem a selecido histoquimica de
recombinantes. Para clonagem em pCR®4Blunt-TOPO foi efetuada reagdo contendo
aproximadamente 100 ng de DNA, 1 uL de solucédo salina (NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M) e
1 uL do vetor, misturados gentilmente. A reacgéo foi incubada a temperatura ambiente
(25°C) por no minimo 3 hs. Para clonagem em pUC19DNA/Smal foi efetuada ligacéo
com relagdo de concentracdo DNA insertos:vetor na proporcao [4:1]. A reagao foi
executada em um volume de 20 uL contendo 400 ng insertos Be587, 100 ng de vetor
(Fermentas), 2 uL de tampao ligase [10x] e 20 U de T4 DNA ligase (N.E. Biolabs),

misturados gentilmente, incubando-se a 16°C por aproximadamente 16 hs.
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2.4.2. Transformacao de células competentes por choque térmico, selecao e
estoque de clones recombinantes.

Em tubos (Falcon) de 15 mL, foram adicionados volumes entre 4 — 20 pL dos
produtos das reacdes de ligacdo. Foram acrescentados 50 uL de uma suspensao de
células competentes, Escherichia coli DH5a, aos produtos de ligacdo, misturando-se
gentilmente e incubando-se em gelo por 20 min. Os tubos foram entdo imediatamente
aquecidos em banho a 42°C, sem agitacdo, por 90 seg, para proceder-se o choque
térmico. Apds esse periodo, os tubos devem retornar rapidamente ao gelo e
permanecer por 2 min. Em seguida, foram adicionados 950 uL de meio SOC a
suspensao, incubando-a a 37°C, com agitagdo de 220 rpm, durante 1,5 h. As células
(100 uL/placa) foram entdo cultivadas em 10 placas preparadas com meio LB sélido,
acrescido com 50 ug/mL de antibiético ampicilina (Ap), 100 ulL/placa do indutor IPTG
(100 Mm) e 100 ul/placa do substrato X-Gal (40 mg/ml em dimetil-formamida). As
placas foram incubadas a 37°C por um periodo aproximado de 18 hs. Para
transformacdes envolvendo o vetor pCR®4Blunt-TOPO n&o ha necessidade do indutor.

Apo6s o periodo de incubacdo, foram selecionadas as colénias de coloracao
branca, recombinantes. Os clones transformados foram repicados com palitos de
madeira esterilizados para placas estéreis de poliestireno (96 “well assay plate”, 250 pL)
contendo 125 uL de meio CG (“CircleGrow”) + 50 pug/mL de Ap. As placas foram
incubadas em estufa B.O.D. a 37°C por 24 hs. Apds esse periodo, foram adicionados
125 uL de solucéo de glicerol 40% (v:v). Estas placas constituiram o estoque de clones
das bibliotecas Be587 que foram armazenadas a -80°C. Todos os clones oriundos de
uma mesma extragcdo de DNA constituem-se numa mesma biblioteca. Os clones
selecionados da biblioteca de “shotgun” foram submetidos ao seqlenciamento
automatico de DNA.
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3. Sequenciamento de DNA dos clones da biblioteca de “shotgun”.
3.1. Cultivo dos clones recombinantes e extracao de DNA plasmideal.

O DNA plasmideal foi extraido da seguinte maneira. Foram inoculados 10 ul de
cada clone em 1mL de meio CG, contendo 50 ug/mL de Ap. As placas foram incubadas
com agitacdo de 230 rpm, a 37°C, por 24 hs. Apds a incubacgdo, as placas foram
centrifugadas por 5 min a 3220xg e o sedimento foi ressuspendido em 240 uL de
solucdo GTE (50 mM glicose; 23 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA). Foram
efetuados os processos de lise celular e degradacdo de RNA aplicando-se a solucao de
lise (NaOH 0,2 N/SDS 1%) e 50 ug de RNAse, seguido do tratamento com 80 uL de
Acetato de potassio 3 M e incubacgao por 10 min, a temperatura ambiente, e 30 min, a
90°C. Apos resfriamento das placas em gelo, as mesmas foram centrifugadas a
3220xg, a 20°C, por 10 min. Todo o lisado obtido foi transferido para placas Millipore,
providas de filtro, e acopladas em placas de polipropileno novas. Este conjunto foi
centrifugado por 10 min a 3220xg, a 20°C. Foram adicionados 110 uL de isopropanol
absoluto, gelado, a solucao filtrada, para precipitacdo do DNA. O material foi misturado
30 vezes por inverséo e as placas foram centrifugadas a 3220xg por 45 min, a 20°C. O
DNA precipitado foi lavado com 200 uL de etanol 70%, gelado. As placas foram
centrifugadas por 10 min nas mesmas condi¢des de rotacao e temperatura ja descritas.
Ap6s esse procedimento, o sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco em
temperatura ambiente por 60 min. O DNA foi ressuspendido em 30 uL de agua ultra-

pura e estocado a -20 °C.

3.2. Reacao de PCR, seqiienciamento e analise.

As reacoes de PRC para sequienciamento foram efetuadas em um volume de 20
uL contendo 100 ng de DNA, 2 ul de iniciador “forward” ou “reverse” (M13-pUC #1211-
F ou #1201-R), 1 ul de Big Dye (“Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
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Reactions” - Perkin Elmer Biosystems) e 2 uL de tamp&o de reacédo. A reagao foi
conduzida em termociclador com os seguintes ciclos: 2 min a 96°C para uma
desnaturagéo inicial e 40 ciclos de 10 seg a 96°C (desnaturagéo), 20 seg a 52°C
(pareamento) e 4 min a 60°C (amplificagdo). Apds a amplificagdo, as amostras foram
precipitadas com 80 pL de isopropanol 75% e lavadas com 150 uL de etanol 70%
gelado. Apos secarem em temperatura ambiente, as amostras foram ressuspendidas e
desnaturadas com 9 uL de Hi-Di-Formamida a 95°C, por 5 min, e submetidas ao
seqlenciamento automatico de DNA utilizando o aparelho 3700 DNA Analyzer ABI

Prism (Perkin EImer Byosystems).
4. Analise das seqliéncias geradas utilizando ferramentas de bioinformatica.

Apbs o seqlenciamento, os dados brutos dos eletroferogramas de seqiiéncias
de DNA foram analisados pelo programa PhredPhrap (EWING et al., 1998; EWING &
GREEN, 1998) e Consed (GORDON et al., 1998) a fim de gerar sequéncias FASTA e
avaliar a qualidade e alinhamento das mesmas. Valores de phred acima de 20 foram
considerados de alta qualidade. As seqliéncias FASTA foram submetidas ao “GenBank”
do “National Center for Biotechnolgy Information” (NCBI), através do programa
BLASTN, para comparacdo com sequéncias homélogas de nucleotideos depositadas
no banco de dados.

A biblioteca Be587 foi analisada em busca de possiveis ORFs, procurando os
melhores sequéncias para selecao de clones que foram utilizados na montagem do
microarranjo Be587. Durante este processo foi utilizado o programa desenvolvido no
LBMP pelo bioinformata Mauricio Egidio Cantdo (CANTAQO et al., 2006). O consenso
das seqgléncias foi comparado também com outros genomas de rizébios ja
sequenciados, depositados no RhizoBase.
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Parte Il — Microarranjos de DNA: Confeccao, hibridizacao e analise.

1. Construcao dos microarranjos de DNA.

Os clones da biblioteca de “shotgun” selecionados para composicao dos
microarranjos tiveram seu DNA independentemente amplificado por PCR. Para cada
clone, 20 uL de reacdo de PCR contendo 25 ng de DNA plasmideal molde, 200 uM
dNTPs, 5 pmoles de oligonucleotideos M13 “forward” e “reverse” (5-
CCCAGTCACGAGTTGTGTAAACG e 5-AGCGGATAACAATTTCACAGG,
respectivamente), MgCl, 1,5 mM, DMSO (Dimetilsulféxido) 0,5%, tampao de reacao [1x]
e 1,0 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen). Quarenta ciclos de desnaturacéo a 96°C
por 20 seg, pareamento a 50°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 4 min, seguido por 5
min de extensao final a 72°C, foram efetuados. Dos produtos de amplificacdo de cada
clone, 15 uL, correspondendo a cerca de 3 ug de DNA, foram dispostos em placas de
poliestireno de 96 pogos e misturados ao mesmo volume (1:1) com DMSO. As amostras
de DNA obtidas foram impressas em laminas de vidro CMT-GAPS2 (Corning) em
duplicata usando um GMS-417 Arrayer (Affymetrix).

Além dos genes de B. elkanii selecionados, o microarranjo que foi gerado
continha 05 controles negativos (Apéndice), genes humanos e de plantas gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Manoel Victor F. Lemos (FCAV/UNESP). O microarranjo também
continha controles experimentais do kit “Lucidea Universal ScoreCard” (Amershan
Biosciences), que consistem em 23 genes artificiais originados de sequéncias de DNA
de regides intergénicas de levedura. Estes controles servem para validacao, filtragem e

normalizacdo dos dados obtidos com o microarranjo.
2. Isolamento de RNA total.
Para obtengcdo do RNA bacteriano, as células foram coletadas a partir das

condicbes cuja expressdao génica se queria avaliar, seja vida livre ou simbiose. A

suspensao de células foi centrifugada a 4600xg, 10 min, 4°C. As células foram lisadas
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com solugéo contendo SDS 1,4%, EDTA 4 mM e lisozima 3 mg/mL, durante 10 min a
37°C. Apb6s a lise das células, foi dado prosseguimento as extracbes com trizol
(Invitrogen) e cloroférmio, conforme descrito pelo fornecedor. O RNA foi precipitado
com isopropanol, redissolvido com agua, tratado com DNAse | e re-purificado. A
avaliacdo da qualidade do RNA isolado deu-se através de eletroforese em gel de
agarose 1,2% desnaturante, contendo 18% (v:v) de formaldeido 37%.

3. Sintese de cDNAs fluorescentemente marcados.

Foi empregada a técnica de marcacdo direta do cDNA durante a transcricao
reversa, utilizando os fluoréforos Cy3 (verde) e Cy5 (vermelha). Para marcacao, 15 ug
de RNA total de cada amostra foi misturado a 40 U de RNAsin (Promega), inibidor de
RNAse; 15 ug de “randon hexamer primers”, pd(N)s (Amershan Bioscience); e 1 ul dos
controles de mRNAs sintéticos “spike” Ref ou Test (Amershan Biosciences), para
amostras de Cy3 ou Cy5, respectivamente. A mistura foi incubada a 70°C por 10 min e
rapidamente resfriada a 4°C. A amostra de RNA foi misturada com 4 pL de “first strand
buffer” [5x] (Invitrogen), 2 uL de DTT 100 mM, 2 uL de dNTP mix (5 mM dATP, dGTP,
dCTP; 2 mM dTTP), 1 uL de Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP 25 uM (Amershan Pharmacia
Biotech), e 200 U da transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen). A sintese do
cDNA foi efetuada a 37°C durante 3 hs, na auséncia de luz, e o RNA molde foi
posteriormente hidrolisado através da incubacdo com 5 uL de NaOH 1M a 37°C por 40
min. A reacao foi neutralizada pela adicado de 12,5 uL de Tris-HCI 1M, pH 7,5. A
amostra contendo cDNA marcado foi entdo purificada em coluna tipo Microcon YM-100
(Millipore).

4. Hibridizacoes.

Os pares de cDNA marcados foram misturados a 37,5 uL de solucao de
hibridizacao, contendo 8 uL de liquido bloqueador RPN3601 (Amershan), 19 uL de SSC
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[20x] e 5,5 ul de SDS 2%, e pré-desnaturados a 95°C por 2 min. A hibridizagao ocorreu
na estacdo “GeneTac Hybridization” (Genetic Microsystems), na qual as laminas de
vidro do microarranjo foram acopladas. Cada mistura de cDNA foi distribuida sobre a
lamina e hibridizada a 42°C durante 12 hs. Apds hibridizacdo, a lamina foi lavada
automaticamente e sequencialmente em SSC [2x]/SDS 0,5%, SSC [0,5x] e SSC [0,05x],
a 25°C. Cada lavagem corresponde a um periodo de 15 min, com 10 seg de fluxo e 20
seg de incubacéao, durante 10 ciclos. O periodo de secagem da lamina foi de 15 min.
Foram utilizadas trés laminas para cada experimento, ou seja, extracdes de RNA,
sintese de cDNAs marcados e hibridizacbes foram realizadas em triplicata para cada

ensaio executado.

5. Obtencao das imagens e analise dos dados.

Os sinais fluorescentes foram escaneados pelo GMS-418 “Arrayer Scanner”
(Affymetrix). As leituras foram feitas sob diferentes comprimentos de onda, para permitir
a excitagdo dos marcadores fluorescentes contidos nos cDNAs: 532 nm (Cy3) e 635 nm
(Cyb).

As imagens TIFF resultantes para cada fluoréforo, Cy3 ou Cy5, foram reunidas
em uma sobreposicao e analisadas, determinando-se a densidade “pixel” (intensidade)
para cada “spot” no microarranjo, utilizando-se o programa ImaGene 5.5 (Biodiscovery).
Uma grade de circulos independentes, correspondentes a cada “spot” de DNA nos
arranjos, foi desenhada sobre a imagem para designar cada “spot” a ser quantificado. A
quantificacédo foi calculada pela mediana da intensidade de todos os pixels referentes
ao sinal de hibridizacdo de cada “spot”. Os “pixels” classificados como “background”
foram automaticamente subtraidos pelo programa. A localizagao e identificacdo de cada
gene no arranjo foram definidas em um arquivo texto criado com auxilio do programa
CloneTracker 2 (Biodiscovery).

Para ajustar as diferencas sistematicas na intensidade relativa de cada canal, os
dados quantificados foram exportados e transformados pelo software Gene Sight 5.5
(Biodiscovery). A utilizacdo de métodos de suavizacao de diagramas de dispersao
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tornou-se a abordagem mais eficaz na normalizacao e corre¢do das intensidades pré-
analises estatisticas (QUACKENBUSH, 2002). Este processo, definido como
normalizacdo, foi aplicado seguindo os parametros de correcao lowess (“locally
weighted linear regression” / "robust locally weighted regression” / “local polynomial
regression”) (CLEVELAND, 1979), com um método de normalizag¢ao local (o algoritmo é
aplicado em “subsets” fisicos dos dados, isto € um “subgrid”).

Apbs normalizacdo, os dados das triplicatas dos arranjos, independentes para o
mesmo experimento, foram processados pela ferramenta estatistica SAM (“Significance
Analysis of Microarrays” — CHU et al., 2001) usando Microsoft Excel. Esta analise
baseia-se em uma série de testes-t especificos para cada gene, adaptados para a
deteccdo em larga escala de genes diferencialmente expressos (TUSHER et al., 2001).
Os genes encontrados nos ensaios realizados foram categorizados através do
RhizoBase para determinacao do grupo funcional ao qual pertencem.

6. Agrupamento funcional dos resultados obtidos.

Os genes de rizobios estédo distribuidos através de diferentes grupos funcionais,
de acordo com suas fungdes celulares, segundo classificacdo encontrada no
RhizoBase (2006). Para esta classificagdo foram utilizadas quinze categorias e suas
subdivisdes (Apéndice). Este esquema de classificacao foi empregado para os dados
de expressao gerados neste trabalho.

Parte lll — Transcriptomica: Analise da expressao génica de Bradyrhizobium

elkanii por microarranjo de DNA.

1. Expressao génica da bactéria cultivada “in vitro” nos meios TY e RDM, ao
longo das fases lag, log e estacionaria.

O delineamento experimental € descrito na Figura 5.
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1.1. Curvas de crescimento de B. elkanii em meios RDM, TY e YMB.

Um pré-inéculo foi preparado para a realizacdo das curvas de crescimento.
Células de B. elkanii cultivadas a 28°C em meio YMA (“Yeast Mannitol Agar”)
(VINCENT, 1970), equivalente ao meio 79 (FRED & WAKSMAN, 1928), foram
recuperadas durante a fase exponencial de crescimento, 06 dias apds plaqueamento
inicial, através da raspagem da massa bacteriana com o auxilio de alca de Drigalsch. A
massa bacteriana de 07 placas foi recuperada e diluida em 60 mL de agua milli-Ro
estéril. A turbidez do pré-in6culo foi registrada através da leitura em um colorimetro
fotoelétrico Klett-Summerson (KLETT MFQG).

Dez unidades Kletts do pré-inéculo, correspondentes a 1,5 x 10° células/mL
foram adicionados em frascos especiais “side-arm” contendo 100 mL de TY
(BERINGER, 1974), 100 mL de RDM (BISHOP, 1976), ou 100 mL de YML. Os frascos
foram mantidos a 28°C sob agitacdao constante de 160 rpm por um periodo de 11 dias
(262 horas). A concentragao de células em cada meio foi determinada a cada 24 horas
através do fotocolorimetro com filtro vermelho correspondente a 640 — 700 nm.

O perfil das curvas de crescimento obtidas pela concentragcdo de células foi
corroborado pelo numero de UFCs em cada fase. Para cada meio, RDM ou TY, foram
realizadas triplicatas de cada experimento para o estabelecimento das curvas através

da média dos valores obtidos.

1.2. Determinacao do numero de células e tempo de geracao para cultivo em meio
RDMe TY.

Para os meios RDM e TY, a partir do pré-indculo, e a cada 48 hs, amostras de
cada meio foram plagueadas em meio YMA para se proceder a contagem de unidades
formadoras de col6nias (UFCs). Para a contagem de UFC foram retirados 100 uL do
caldo de cada meio e adicionados a um eppendorf contendo 900 puL de agua estéril.
Homogeneizou-se a suspensao através de 05 pipetagens sucessivas, originando uma

solugdo com concentracdo de diluicdo 10". Em seguida, foram retirados 100 ul da
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solugdo 10" e misturados com 900 pl de agua estéril, seguindo o procedimento descrito
anteriormente, originando a diluicdo 102 O processo de diluicdo foi realizado
sucessivamente até a obtengado da diluicdo 107. Aliquotas de 100 pL das diluicdes 10,
10°, 10® e 107 foram distribuidos em placas de Petri contendo meio YMA. Este
procedimento foi realizado em triplicata. Ap6s a inoculagéo, as placas foram mantidas
invertidas em uma B.O.D. a 28°C durante 6 dias, quando se efetuou a contagem das
UFCs para o célculo do niumero de célula/ml.

Express6es matematicas foram utilizadas para obtencdo do tempo de
geracao (g = t/n), dividindo-se um intervalo de tempo especifico (AT. - To = 48 hs) pelo
namero de geracdées (n). O numero de geragdes foi calculado pela férmula n =
3,3(log1oN2 - log10No), onde N corresponde ao numero de células calculado.

1.3. Analise da expressao génica da bactéira cultivada em meio definido RDM e
complexo TY.

A idade das culturas para coleta de amostra para obtencdo do RNA foi
determinada através das curvas de crescimento em cada meio. Os tempos
representativos de cada fase, lag, log ou estacionaria, foram, respectivamente: T (24
hs), T (48 hs) e Ts (120 hs) para culturas em meio TY; e Ty (24hs), T5 (120hs) e Tg (192
hs) para culturas em meio RDM.

Destas amostras, foram obtidas as células para extragdo de RNA e sintese de
cDNAs marcados, para hibridizacao, conforme descrito anteriormente (Parte I, itens 2,
3 e 4). Como referéncia foram usadas as amostras obtidas em meio RDM. Foram
sintetizados cDNAs marcados fluorescentemente com Cy3, para a referéncia, e
marcados com Cy5 para os testes, amostras em TY. O resultado dos niveis de
expressdo génica diferencial foi dado como “log r’ (na base 2), sendo que ‘r’
corresponde a razdo Cy5/Cy3.

Para estudar com mais detalhes os perfis de expressado ao longo das fases lag,
log e estacionaria em meio RDM, foi abordado adicionalmente a técnica de RNA de
referéncia comum (STERRENBURG et al., 2002; NOVORADOVSKAYA et al., 2004).
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Comparacbes de niveis de expressao entre diferentes experimentos de microarranjo
tornam-se mais praticos quando uma referéncia (Cy3) comum é co-hibridizada com
cada microarranjo individualmente (Figura 6). A extracdo de RNA e sintese de cDNAs
marcados, para hibridizacao, segue conforme descrito anteriormente (Parte Il, itens 2, 3
e 4).



CONSTRUGAO DA SONDA (Microarranjo)

Construcao de bibliotecas de DNA
gendmico de B. elkanii através da
técnica de “shotgun”.

v

Seqguenciamento de DNA dos clones
obtidos e selecdo dos genes de
interesse para composicao de um
microarranjo de DNA parcial.

l

Impressao em duplicata dos insertos
amplificados, contendo os genes
selecionados, em laminas de vidro.

l

Hibridizagdo dos cDNAs marcados com o
microarranjo (Independente para cada fase
da curva de crescimento).

CONSTRUGAO DOS ALVOS (cDNAs marcados)
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Preparacao de 02 diferentes condicdes
biol6gicas para andlise da expressao génica
diferenciada em B. elkanii.
Cultivo bacteriano em Cultivo bacteriano em
meio TY (complexo) / meio RDM (definido) /
28°C /160 rpm. 28°C /160 rpm.

—

Extracdo de RNA total (Triplicata para cada ponto das
curvas):
*Fase Lag: RDM (24 hs) / TY (24 hs);
*Fase Log: RDM (120 hs) / TY (48 hs);
*Fase Estacionaria: RDM (192 hs) / TY (120 hs).

l

Sintese dos cDNAs marcados (Triplicata):

l

Obtencéo, andlise das imagens e

*Transcricdo Reversa para obtencdo de cDNA marcado com
Cy3-dUTP (RDM) ou Cy5-dUTP (TY).

OBTENCAO DOS DADOS

Genes diferencialmente expressos

normaliza¢do dos dados. L

ImaGene e GeneSight (Biodiscovery); has fases lag, log e estacionaria em
Ferramenta estatistica SAM / Excel. > meio definido e complexo.

Figura 5: Delineamento experimental para abordagem dos genes diferencialmente expressos em meio RDM e TY.
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(RDM — 120 hs)

\AL/

Cy-3 cDNA CRR (T1/T5/T8)
(common reference RNA)

Arranjo 1
CRR X T1

Arranjo 2
CRR X T5

Cy-5 cDNA RDM-T1

Cy-5 cDNA RDM-T5

(fase Lag) (fase Log)
15 ug RNA T1 15 ug RNA T5
(RDM — 24 hs) (RDM — 120 hs)

de DNA, utilizando RNA comum de referéncia.

Arranjo 3
CRR X T8

Cy-5 cDNA CRR-T8
(fase Estacionaria)

15 ug RNA T8
(RDM — 192 hs)

Figura 6: Delineamento experimental para obtencao de cDNAs alvos para microarranjo
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2. Expressao génica do microssimbionte avaliada nos dias 13, 28 e 48 apés
inoculacao em plantas de soja (G. max).

O delineamento experimental € descrito na Figura 7.

2.1. Nodulacao de plantas de soja inoculadas com B. elkanii SEMIA 587.

Sementes de soja, cultivar M-SOY 7901, foram desinfectadas pela acado de
etanol 95%, durante 1 minuto, e agua sanitaria 1,5% por 6 minutos. ApGs sucessivas
lavagens em agua destilada esterilizada, em torno de seis a sete vezes por 1 minuto
cada, as sementes foram embebidas em uma suspensao bacteriana contendo células
de B. elkanii crescidas em meio YMB (“Yeast Mannitol Broth”) (VINCENT, 1970) durante
72 horas a 28°C sob agitacdo de 160 rpm. 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. As plantas foram reinoculadas sete dias apds o plantio, adicionando-se 1 mL de
suspensao bacteriana conforme descrita préximo ao colo das plantas. Quando
necessario, foi fornecida solucéao nutritiva isenta de nitrogénio (GIBSON, 1987). Cada
experimento foi conduzido por periodos de até 8 semanas, no fim das quais a
nodulacédo foi avaliada nos tempos 07, 13, 28, 40, 48 e 56 dias ap6s inoculagao.
Plantas nao inoculadas foram utilizadas como testemunhas. O experimento foi

conduzido em casa de vegetacao, entre os meses de janeiro e marcgo.

2.2. Andlise da expressao génica em Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587, “in vitro”
e em simbiose.

Uma cultura de células de B. elkanii 587 em meio YMB, ap6s 72 hs de cultivo a
28°C, 160 rpm, foi utilizada para inoculacdo de raizes de soja, conforme descrito
anteriormente (2.1.). Células simbiontes de bacteridides foram isoladas a partir dos
nédulos jovens e maduros, obtidos em trés diferentes estagios do processo de
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nodulacao e fixacdo biolégica do N,. Estas fases correspondem aos periodos: 1) 13
d.a.i. (dias ap6s inoculacdo); 2) 28 d.a.i.; e 3) 48 d.a.i.. O isolamento de bacteridides
dos nédulos foi efetuado conforme metodologia descrita por CHOHAN & COPELAND
(1998), na presenca de 250 mM de manitol como osmoprotetor, utilizando o tampéao
composto por 50 mM Tris-HCI pH 7,5 e 50 mM KCL. A extragdo de RNA e sintese de
cDNAs marcados, para hibridizacdo, foi efetuada conforme descrito anteriormente
(Parte I, itens 2 e 3). Células de vida livre, obtidas de cultura em fase logaritmica em
YMB (72 hs/28°C/160 rpm), correspondendo ao estado das células no momento da
inoculagédo, foram usadas como referéncia. Foram sintetizados cDNAs marcados
fluorescentemente com Cy3, para a referéncia, e marcados com Cy5 para os testes,
diferentes periodos de simbiose. O resultado dos niveis de expressao génica diferencial

foi dado como “log r’ (na base 2), sendo que “r’ corresponde a razao Cy5/Cy3.
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CONSTRUCAO DA SONDA (Microarranjo)

CONSTRUCAO DOS ALVOS (cDNAs marcados)

Construcao de bibliotecas de DNA
gendmico de B. elkanii através da
técnica de “shotgun”.

l

Seqlienciamento de DNA dos clones
obtidos e selecdo dos genes de

interesse para composi¢do de um periodos da simbiose: 13, 28 e
microarranjo de DNA parcial. 48d.a.i.
Impress&o em duplicata dos insertos Hibridizagdo dos cDNAs marcados
amplificados, contendo os genes —» com o microarranjo (Independente (€]
selecionados, em laminas de vidro. para cada periodo da simbiose).
OBTENCAO DOS DADOS
Obtencao, andlise das imagens ImaGene e GeneSi g :
atidail ght (Biodiscovery);
e normalizagao dos dados. | Ferramenta estatistica SAM / Excel. .

Cultivo de B. elkaniiem meio YMB /28C / 160rpm / 72 hs.

(G. max).

Inoculacao de plantas de soja

v

Isolamento de bacteridides a
partir de nédulos em diferentes

Extracdo de RNA total
das células (Triplicata).

l

Sintese dos cDNAs marcados
(Triplicata): Transcricao Reversa
para obtencao de cDNA marcado

com Cy3-dUTP (YMB) ou Cy5-

dUTP (Bacteridide).

Genes diferencialmente expressos
na bactéria “in vitro” / YMB e no
bacteridide em diferentes periodos
da simbiose.

Figura 7: Delineamento experimental para abordagem dos genes diferencialmente expressos em bacteriéide e meio YMB.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO.

Parte | — Genomica: Construcao das bibliotecas plasmideais Be587,

segiienciamento e selecao de genes para composicao do microarranjo de DNA.

O seqlienciamento gendmico de B. elkanii SEMIA 587 teve inicio no Laboratério
de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) a partir de 2002 (PRADO, 2004),
quando foram contabilizados 9024 clones de bibliotecas de “shotgun”. Atualmente, com
o presente trabalho, as bibliotecas de “shotgun” Be587 foram ampliadas em 9471
clones, atingindo um montante de 18495 clones. Estas bibliotecas foram geradas nos
seguintes plasmideos: pUC18/BamHI, pUC18/Smal, pUC19/Smal e pCR®4Blunt-TOPO.
O DNA de alguns clones das diferentes bibliotecas de DNA genémico Be587 pode ser
visualizado na Figura 8. O padrdao de bandeamento em diferentes alturas, nos
diferentes clones, sugere a entrada do inserto no plasmideo, bem como sua
manutencao no hospedeiro, E. coli DH5a. A partir destes clones, foram amplificados os
fragmentos de DNA (Figura 9) que compdem o micorarranjo de DNA Be587. A maioria
das amostras amplificadas apresentou apenas uma banda, indicativo da presenca de
apenas um fragmento correspondente ao inserto do DNA plasmideal.

A partir do sequenciamento de DNA destes clones foram obtidas 16016
seqUéncias com tamanho de fragmentos entre 0,6 a 1,6 Kb. Destas, 4265 foram
excluidas por apresentarem problemas e 11751 foram utilizadas para montagem do
genoma Be587. Dentre as sequéncias selecionadas, 10176 apresentaram mais de 400
bases com qualidade média phred = 20, correspondendo a um percentual maior que
86%. A montagem gendmica produziu 2522 “contigs” compostos por 8043 seqléncias.
Quando comparado aos 8317 genes de B. japonicum (KANEKO et al., 2002), a média
de 3250 genes identificados em B. elkanii SEMIA 587 correspondem a 39% de genes
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identificados em B. japonicum USDA 110. A ferramenta “OC Identifier” selecionou
clones contendo ORF unica e clones contendo ORFs diferentes para cada sequiéncia.
Esses clones selecionados foram usados para compor o microarranjo de DNA Be587.
Esta abordagem de selecéo de clones foi utilizada para composi¢cao do microarranjo de
DNA Be587, contendo 2654 genes (CANTAO et al., 2006). Para composicdo do
microarranjo de DNA Beb587 parcial, at¢ o momento, foram utilizados clones de
bibliotecas formadas apenas em vetor plasmideal pUC18/Smal.

Alguns dos genes presentes na lamina gerada de microarranjo de DNA de
Bradyrhizobium elkanii sdo apresentados na Tabela 02. A presenga de genes
relacionados as categorias dos variados grupos funcionais, incluindo genes para
nodulacédo e fixacdo do nitrogénio, permite explorar este microarranjo para ensaios
diversificados. Desta forma, com a representacao de diferentes fungdes bioldgicas, foi
possivel investigar genes diferencialmente expressos na bactéria “in vitro” e em

simbiose.



58

Pl '/'3'\
Er O e
"":..e-,
f% pUC18/19 i :
= e
il Pssl 1
Esul L 2]
Gl J7eet s
1o - - )
E::ﬂtﬂ e IW@.‘ “Eay 11T

gl -2+

3054 pb 3054 pb
(1 O%iz?nuL) (1 OF())G;S;/LL)
3054 pb 3054 pb

b ( O%G;\Z')ApL)

(100 ng/ pL)

Figura 8: Eletroforograma em gel de agarose 0,8% de amostras de DNA dos clones de
algumas bibliotecas de “shotgun”, em diferentes vetores, para B. elkanii SEMIA 587.
pUC18/19 (Fermentas), pCR®4Blunt-TOPO (Invitrogen).
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Figura 9: Eletroforograma em gel de agarose 0,8% dos produtos amplificados por PCR,
a partir de amostras de DNA dos clones de B. elkanii SEMIA 587, selecionados para

composicao do microarranjo de DNA.
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Tabela 2: Exemplo de alguns clones selecionados da biblioteca Be587, contendo genes
gue compdem a lamina do microarranjo Be587.
(http://lomp.fcav.unesp.br/be587/index.htm)

Clone ID Score Evalue Gene/Produto génico

BE5870101G05 1974 341 1e-122 acetyl-CoA acetyltransferase
BE5870108A08 2564 117 1e-24 Aminotransferase

BE5870118D06 2053 711 0.0 C4-dicarboxylate transport protein
BE5870151G03 2207 271 1e-71 Catalase

BE5870121F08 2127 436 1e-120 cobT protein

BE5870114A08 3044 453 1e-126 Disrupted noeE

BE5870166B05 39 109 1e-23 Fixl

BE5870134F10 687 139 1e-31 Glucokinase

BE5870132B07 1934 598 1e-169 hydrogenase maturation protein
BE5870135A01 1565 191 1e-47 Nitrogen fixation transcriptional regulator fixK2, Crp/Fnr family
BE5870119B08 1614 423 1e-117 NodA protein

BE5870142E01 2998 593 1e-167 NoDI

BE5870142E01 2999 600 1e-170 NodDll

BE5870119B08 1613 199 1e-49 NodK

BE5870114A08 2071 382 1e-106 NodP

BE5870114A08 2070 231 1e-59 NodQ

BE5870116F11 1286 145 1e-33 NodU

BE5870181F02 991 293 1e-78 NodN

BE5870181F08 3140 76 1e-12 NolO

BE5870130D11 3066 178 1e-43 NolY

BE5870119D05 722 295 1e-78 NwsA

BE5870126G11 1123 189 1e-47 ornithine aminotransferase
BE5870136D02 3142 442 1e-140 probable fucosyl transferase protein, NodZ
BE5870134B11 2526 563 1e-159 probable manganese transport protein; MntH1
BE5870128H11 661 404 1e-111 probable trehalose-6-phosphate synthase
BE5870135E04 992 173 1e-31 Putative flagellin

BES5870124E06 2471 738 0.0 Putative glucosamine synthase
BE5870126A07 1413 801 0.0 Putative iron transport protein
BE5870110D11 3061 126 1e-48 replicative DNA helicase (dnaB)
BE5870147H12 3129 792 0.0 RNA polymerase sigma-54 subunit
BE5870146G06 2741 795 0.0 transcription termination factor
BE5870167H07 792 70 1e-11 two-component, nitrogen fixation sensor protein fixL
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Parte Il — Transcriptoma: Comportamento metabdlico de Bradyrhizobium elkanii

SEMIA 587 em meios complexo (TY) e definido (RDM), avaliado por microarranjo
de DNA.

1. Cultivo de B. elkanii em meio complexo e definido.

Os tempos de geracao sao fortemente influenciados pela composicao nutricional
do meio, como pelas condi¢cdes fisicas de incubacado. As estirpes do género
Bradyrhizobium sao de crescimento lento e produzem metabdlitos alcalinos no meio de
cultura (URENHA et al., 1994; MATOS-CUZCANO et al., 1998). O meio complexo TY
continha triptona e extrato de levedura como fonte de nitrogénio, carbono e energia. O
meio definido RDM continha glicerol, como Unica fonte de carbono e energia, e
glutamato de Na*?> como fonte de nitrogénio. Além das diferencas metabdlicas, foram
observadas taxas de crescimento bastante diferentes da estirpe em cada meio (Figura
10). Em meio RDM, as células de B. elkanii apresentaram um crescimento quase 4
vezes mais lento, com G = 68,2 hs, quando comparado com o crescimento em meio TY,
G=172hs

A taxa de crescimento para o meio YMB (Figura 10) mostra-se intermediaria
entre a observada para os meios RDM e TY. Células cultivadas em meio YMB foram
utilizadas para inoculagdo de plantas de soja, uma vez que sua COmMpPOSICA0 Nao

prejudica o processo de nodulagio.
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Unidades Kletts
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0 24 48 72 % 120 144 168 192 216

Tempo (hs)

Figura 10: Cultivo de B. elkanii SEMIA 587 em meio RDM (e), meio TY (=) € meio YMB

(a), durante dez dias. As setas indicam os pontos de coleta de células para extracéo de

RNA, os quais correspondem aos periodos dentro das fases lag, log e estacionaria.
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2. Perfil de qualidade do RNA total bacteriano em relacao a curva de crescimento.

Uma vez que RNAs integros sdo requeridos para a obtencdo de cDNAs
eficientes para hibridizacdo, o perfil de qualidade (Figura 11) e rendimento do RNA
(Tabela 3) de B. elkanii foi verificado ao longo de seu cultivo em meio RDM e TY. A
relacdo entre as absorbancias 260/280 nm estima o grau de pureza do RNA. Esta
relacdo € influenciada pelo pH e concentracdo de sais da solucdo na qual o RNA foi
diluido. RNAs diluidos em agua mantém uma relacao na faixa entre 1,5 e 1,9, enquanto
RNAs diluidos em tampé&o Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, mantém a relagédo entre 1,8 e 2,1.
Por sua vez, o perfil eletroforético do RNA total integro, em gel de agarose, dever
mostrar um bandeamento dos RNAs ribossomais 23S e 16S correspondente aos
tamanhos 2,9 e 1,5 Kb, respectivamente (SAMBROOK et al., 1989).

A medida que as células alcancam a fase estacionaria, a qualidade do RNA
parece diminuir (Figura 11), o mesmo acontecendo com seu rendimento (Tabela 3). Isto
nao é surpreendente, uma vez que esta fase precede a fase de morte celular. A fase
estacionaria é caracterizada pelo acumulo de metabdlicos téxicos e exaustdo de
nutrientes, enquanto o numero de células viaveis diminui. A energia necessaria para
manter as células na fase estacionaria € denominada energia de manutencao, sendo
obtida a partir da degradacéo de produtos de armazenamento celular (FROBISHER et
al., 1978).

A taxa de crescimento de células bacterianas aumenta em proporcao a qualidade
do meio de cultivo, embora ndo necessariamente em propor¢cao de sua composicao
exata. Este aumento na taxa de crescimento é acompanhado por um aumento no
namero de ribossomos e nas concentracoes de fatores auxiliares da traducdo. As
bactérias que respondem ao cultivo com um crescimento mais rapido contém
proporcionalmente mais RNAs estaveis (RNAs ribossomais e transportadores). A razéo
para esta melhor estabilidade do RNA consiste no fato de que para crescer mais rapido,

as bactérias devem sintetizar proteinas mais rapidamente (BREMER & DENIS, 1996).
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Figura 11: Perfil de qualidade do RNA total de B. elkanii SEMIA 587 cultivada em meio
RDM e TY, avaliado por eletroforese em gel de agarose 1,2% desnaturante.

Tabela 3: Rendimento médio de RNA total obtido de células de B. elkanii SEMIA 587,
ao longo das fases das curvas de crescimento em meios RDM e TY. RDM = 100 ml de

cultura, TY = 50 ml de cultura.

Amostra  Relacdo 260/280 nm Rendimento (ug)

RDM Lag 1,93 7,25
RDM Log 1,86 33,15
RDM Estac. 1,90 20,2
TY Lag 1,97 21,7
TY Log 1,89 53,05
TY Estac. 1,93 39,25
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3. Hibridizacao, analise das imagens de microarranjo de DNA e parametros de

expressao génica.

As imagens observadas na Figura 12 apresentam uma lamina do microarranjo
de DNA Be587 escaneada, contendo DNA sonda dos genes selecionados que a
compdem, e os resultados da hibridizacdo com os alvos de cDNA marcado
fluorescentemente. O aspecto geral destas imagens ilustra o procedimento para os
diferentes ensaios realizados, uma vez que as imagens adquiridas na forma de “false
color’ sdo muito semelhantes. A Figura 12A corresponde a lamina do microarranjo
anterior ao processo de hibridizacao, contendo apenas os produtos amplificados por
PCR e os controles impressos. As Figuras 12B e 12C apresentam imagens do
micorarranjo hibridizado, escaneadas nos comprimentos de onda dos canais verde
(Cy3) e vermelho (Cy5), respectivamente. A intensidade dos “spots” observados indica
a eficiéncia da hibridizagdo da sonda contida no microarranjo com os alvos de cDNA
marcados fluorescentemente.

A imagem sobreposta (Figura 12D) foi obtida através da composicao realizada
pelo programa ImaGene (Biodiscovery). Ressalta-se que a coloragdo das imagens séao
falsas, uma vez que o sinal emitido pela fluorescéncia é decodificado pelo programa de
analise e interpretado de forma matematica. Contudo, a sobreposicdo dos canais
produz uma imagem que permite uma rapida visualizacdo qualitativa de um
experimento de microarranjo de DNA, revelando informagdes sobre o balango de cores,
uniformidade da hibridizacédo, uniformidade dos “spots”, “background” e artefatos que
possam ocorrer no experimento. Também é possivel se ter uma impressao grosseira do
namero de genes que sao diferencialmente expressos entre as duas amostras, uma vez
que a coloragcao dos “spots” (verde, vermelho ou amarelo) indica em qual condicéo, ou

em ambas, um gene teve expressdo mais elevada (Figura 12).



66

Cv3 > Cv5

Calibrate [Calibrate
Graph Uit [Full Scale v GraphLimit. [Full Scale v
Laser: |Green - Lacer: [RERN -
vy i = v B
Gain Gain
£ 60
Rescan
o e |
1 Advanced Advanced

Réplicas

Figura 12: Imagens “false color’” dos “spots” que compdem o microarranjo de DNA
Be587, impresso em lamina de vidro. (A) DNA sonda sem hibridizagéao; (B) DNA sonda
hibridizado escaneado no canal verde (532 nm/Cy3); (C) DNA sonda hibridizado
escaneado no canal vermelho (635 nm/Cy5); (D) Imagem de uma composicédo obtida

através da sobreposicdo das leituras verde/vermelho, realizada pelo programa

ImaGene. O detalhe mostra as relacoes entre os sinais para Cy3 e Cyb5.
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Apbs a quantificacdo dos sinais hibridizados, procede-se a normalizagdo dos
dados. Esta técnica matematica minimiza as discrepancias dos dados de diferentes
experimentos devido a variaveis nao bioldgicas tais como preparacdo de amostras,
condicdes de hibridizacdo, marcagdo, quantidade de sonda, entre outros. As
intensidades da fluorescéncia vermelha (Cy5) sao freqlientemente inferiores as
intensidades verdes (Cy3), devido a uma incorporagcdo relativamente menor dos
nucleotideos Cy5. Assim, dado o desbalanceamento entre as intensidades vermelha e
verde, causado por fatores ndo inerentes a resposta biolégica, a normalizacao pode ser
definida como um nivelamento matematico dos dados (YANG et al., 2002).

Os valores de expressao génica sdo determinados como taxas de expressao de
uma condicao experimental, ou teste, sobre outra condicao referéncia, ou controle. Os
valores sdo obtidos pela formula “log r’ (na base 2), sendo que “r’ corresponde a razao
Cy5/Cy3. Assim os valores sao positivos para o numerador (Cy5), representativos da
condicao teste ou experimental (meio TY), e negativos para o denominador (Cy3),
representativos da condicdo controle ou de referéncia (meio RDM). E importante
ressaltar que os valores positivos e negativos ndo indicam genes induzidos ou
reprimidos, mas, sim, genes diferencialmente expressos em cada condi¢ao (Figura 13).
As taxas mostram o quanto a expressao de um determinado gene € superior em uma
condicdo em relacdo a outra. Assim, a escolha da condicdo de referéncia tem
implicagbes diretas sobre os resultados obtidos, uma vez que a taxa de expressédo de
determinado gene depende de sua expressao em ambas as condi¢cdes (CHEN et al.,
1997).

A significancia dos genes diferencialmente expressos foi calculada pela
ferramenta estatistica SAM (“Significance Analysis of Microarrays”). Esta ferramenta
utiliza permutacées das medidas repetidas dos dados, ftriplicatas, para estimar a
porcentagem de genes identificados. A interface grafica que representa os genes
diferencialmente expressos para os meios RDM e TY, nas fases lag, log e estacionaria,
€ mostrada na figura 14. Com base em um “fold change” definido como 1,5, fator
limitante da taxa de expressdo, um valor log, r > 0,58 foi considerado como indicador

significativo da expressao de genes para B. elkanii, cultivada em meio RDM e TY
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(Tabela 4). Analises para o meio RDM permitiram detectar 37, 68 e nenhum gene para
as fases lag, log e estacionéria, respectivamente. Para o meio TY, foram detectados 24,
23 e 60 genes para as fases lag,log e estacionaria, respectivamente.

Os parametros técnicos da analise SAM, mostrados na Tabela 4, demonstram
que os dados obtidos sdo confiaveis estatisticamente. O valor correspondente ao “g-
value” corresponde a menor taxa de genes falsamente detectados. Ele corresponde ao
“p-value”, mais familiar, porém é adaptado a analise de um grande numero de genes,
mostrando a significancia dos genes na analise (TUSHER et al., 2001).

As funcgdes dos genes analisados foram atribuidas por homologia com proteinas
cujas sequéncias encontram-se em bancos de dados. Os dados apresentados refletem
as taxas de expressao dos niveis relativos dos transcritos de genes individuais, nao
fornecendo indicagcdes dos mecanismos de regulacédo ou da presenca do produto final,
proteina expressa. A tendéncia geral dos resultados mostrou-se clara e contundente,
embora a analise evoque a subjetividade do pesquisador ao avaliar se a significancia
estatistica corresponde a biolégica. Portanto, deve ser considerado que para se estudar

a regulacao génica dos transcritos, verificacdes individuais e funcionais devem ser

.\\
h"'-.x
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levadas em conta.
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Figura 13: Esquema ilustrativo da representagcdo das taxas de expressao génica e seu
significado para dados normalizados. Valores positivos (Cy5) indicam genes
diferencialmente expressos na condicdo teste, enquanto, valores negativos (Cy3)
indicam genes para a condicao referéncia. Quando o valor da razdo é igual a 1, 0 gene
se expressa com a mesma intensidade em ambas as condigdes

(http://research.nhgri.nih.gov/microarray/).
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Figura 14: Identificacdo e distribuicdo dos genes diferencialmente expressos, utilizando
a ferramenta SAM, em verde para o meio RDM e em vermelho para o meio TY. Os
graficos representam a diferenca relativa observada dO(j) versus a diferenca relativa
esperada dE(j), dos genes diferencialmente expressos. A linha continua, em azul, indica
quando o d() = dE(). As linhas pontilhadas sao referentes a distancia A da linha
continua.
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Tabela 4: Parametros aplicados pela ferramenta SAM, durante analise dos dados, e
namero de genes diferencialmente expressos para B. elkanii SEMIA 587 cultivada em
meio RDM e TY.

Parametros de
Parametros computados
analise
FSN (False | FDR (False q- # Genes
Condicao Fold A4 Confiabilidade # Genes
Significant Discovery | value diferencialmente
Change | Value dos dados significantes
Number) Rate) (%) expressos
24 Cy5-TY
Fase Lag 1,5 0,13 0,87 1,06 0,2879 99,71% 61
37 Cy3 - RDM
23 Cy5-TY
Fase Log 1,5 0,13 0,78 0,68 0,3588 99,64% 91
68 Cy3 - RDM
60 Cy5-TY
Fase
1,5 0,40 0,65 0,97 0,1284 99,87% 60 Nenhum Cy3 —
estacionaria
RDM

4. Padroes de expressao génica de B. elkanii, quando cultivada em meios RDM e
TY.

O nivel e estabilidade dos transcritos primarios mudam na proporcéao da taxa de
crescimento afetando a expressdao génica ao nivel da maquinaria de transcricao e
sintese de proteinas. Concomitantemente, alteragcdes na composicao celular bacteriana
estdo associadas a taxa de crescimento (KEENER & NOMURA, 1996).

Os padrdes de expressao génica de B. elkanii cultivada em meio definido (RDM)
ou complexo (TY) foram determinados (Tabela 5 e Figura 15). Foram encontrados
genes para todas as categorias de grupos funcionais, exceto Transcricdo. A categoria
Proteinas de transporte e ligacao teve destaque em todas as fases de crescimento em
ambos 0s meios. As células de B. elkanii inoculadas em ambas as condi¢des partiram
do mesmo pré-inoculo, obtido a partir do cultivo em placas com meio YMA. Em termos
de qualidade nutricional, o meio YMA apresenta composi¢ao intermediaria entre 0 RDM
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e o TY, constituido de extrato de levedura como principal fonte de carbono, nitrogénio e
energia, além de manitol. O meio RDM possuia glicerol e glutamato de sédio, enquanto
o meio TY continha extrato de levedura e triptona, como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente.

Portanto, no periodo inicial de adaptagdo ao meio, fase lag, as células em ambas
as condi¢des de cultivo apresentavam-se no mesmo estado metabdlico. Assim, dada a
qualidade nutricional mais limitada em meio definido RDM, as células apresentaram
maior numero de genes para sua adaptacao, quando comparado ao meio TY, na fase
lag. Isto pode ter sido causado por um maior estresse gerado em meio RDM nesta fase
inicial. Também, um maior numero de categorias de grupos funcionais foi representado
em meio RDM, com destaque para as categorias Metabolismo intermediario central,
Metabolismo energético e Metabolismo de Acidos graxos, fosfolipideos e esterol. Em
TY, fase lag, também se destacaram as categorias Processos celulares e Fungdes
regulatérias (Figura 15).

Durante a fase lag, a categoria Replicacdo, recombinacao e reparo do DNA foi
representada de forma equitativa em ambos os meios. Contudo, durante a fase log,
uma aparente discrepancia ocorre pela expressao de um maior numero de genes
diferenciais, para esta categoria, em meio RDM e ndo em meio TY, onde a divisdo
celular € mais rapida. Adicionalmente, as categorias Metabolismo intermediario central,
Metabolismo energético, Metabolismo de Acidos graxos, fosfolipideos e esterol e
Fungdes regulatérias também se destacaram em RDM, oferecendo suporte para a
divisdo celular nesta fase (Figura 15).

Particularmente, a categoria Replicagdo, recombinacdo e reparo do DNA nao
teve sua expressao diferencial encontrada em TY, durante a fase log. Possivelmente, a
maquinaria celular bioquimica para esta funcdo ja se encontrava expressa
anteriormente ao periodo de coleta de células para analise em TY. Isto pode ser
corroborado pelo maior numero de genes para as categorias de Metabolismo de acidos
graxos, fosfolipideos e esterol (Figura 15). Contudo, comparativamente com RDM, nao
se pode descartar a hipétese de que os genes para replicacdo do DNA tenham sido
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induzidos no meio definido pelo fato das células sofrerem um choque, causado pela
limitagdo de nutrientes.

Durante a fase log, encontra-se o maior nimero de genes significativos para
meio RDM (Tabela 5), justamente a fase em que as células apresentam a maior
atividade metabdlica. A obtencdo de energia a partir de uma fonte limitada em
carboidratos, somada a necessidade de biossintese de membrana celular para as
células em divisao, pode ter causado uma maior taxa de expressao para as categorias
que envolvem divisdo celular e biossintese de macromoléculas. Durante a mesma fase,
em TY, as células podem aparentemente estar apresentando um estado metabdlico
mais estavel, mantendo taxas elevadas para genes utilizados na biossintese de
membranas e elevando a taxa de genes para biossintese de cofatores, grupos
prostéticos e esterol (Figura 15).

Nenhum gene diferencialmente expresso foi encontrado durante a fase
estacionaria para RDM. Este resultado foi confrontado com o maior numero de genes
observados para células cultivadas em meio TY (Tabela 5). Enquanto em meio RDM as
células podem encontrar-se em um estado metabdlico mais estavel, em meio TY as
células podem ter sido submetidas a um maior estresse, causado pelo crescimento
mais rdpido, esgotando os recursos disponiveis. Dada a importéncia desta fase de
cultivo na obtencao de células para producédo de inoculantes comerciais, este resultado
nos levou a analisar detalhadamente o cultivo de B. elkanii em meio RDM, aplicando-se
mistura de RNA de referéncia comum (CRR), ou universal (CHURCHILL, 2002), nos
microarranjos de DNA. Assim, os dados referentes a fase estacionaria em meio RDM
foram obtidos por analises independentes (Figura 16).

Com estas analises (CRR), foram identificados 33, 29 e 8 genes diferencialmente
expressos nas fases lag, log e estacionaria, respectivamente, para RDM. As taxas de
expressao na fase lag apresentaram semelhanca com aquela observada anteriormente
em TY, destacando-se as categorias Metabolismo energético e Fungdes regulatérias. A
categoria Proteinas de transporte e ligacao foi altamente representada nas fases lag e
estacionaria. A categoria de Replicacdo, recombinacao e reparo do DNA, que nao foi
representada na fase lag/CRR, destacou-se agora na fase log, sendo mais contundente
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com esta fase dindmica de crescimento. O metabolismo energético manteve-se com
taxas elevadas na fase log (Figura 16).

Finalmente, a fase estacionaria, embora representada por um baixo nimero de
genes, apresentou as categorias Biossintese de aminoacidos, Metabolismo
intermediario central, Metabolismo de acidos graxos, fosfolipideos e esterol, Traducéao e
Proteinas de transporte e ligacdo (Figura 16). A representacdo desta ultima, categoria,
demonstrou o estado estavel das células em RDM, conforme sugerido anteriormente,
indicando a troca de metabdlitos entre as células e o meio. Provavelmente, nesta
condicdo, as células estejam preparando sua maquinaria bioquimica para uso de
reservas metabdlicas e sintese de exopolissacarideos (EPS), material gomoso que
envolve as células e as protege de dessecamento e estresses ambientais, além de
auxiliar na assimilacao de nutrientes (SUTHERLAND, 1998).

A taxa de genes enquadrados na categoria Hipotéticos, ndo apresentando
homologia com nenhum gene de fungédo conhecida, foi elevada em todas as condi¢oes
(Figuras 15 e 16).

Tabela 5: Numero de genes por grupos funcionais em meio RDM e TY.

RDM TY
Categoria Lag Log Estac. Lag Log Estac.
Biossintese de aminoacidos 2 - 1 1 1
Biossintese de cofatores, grupos prostéticos e carreadores 1 1 - 0 4 3
Envelope celular 1 0 - 0 o 1
Processos celulares 1 0 - 3 1 3
Metabolismo intermediario central 3 5 - 1 1 2
Metabolismo energético 3 5 - 2 0 5
Metabolismo de acidos graxos, fosfolipideos e esterol 3 5 - 2 2 3
Purinas, pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos 2 1 - 0o 1 3
Funcgdes regulatérias 2 5 - 3 2 7
Replicagdo do DNA, recombinagéo e reparo 1 3 - 1 0 1
Transcricao 0 O - 0 O 0
Tradugéo 1 3 - 0 O 3
Proteinas de transporte e ligacéo 6 12 - 3 2 7
Outras categorias 8 10 - 4 4 8
Hipotéticas 4 16 - 4 5 13
Total 37 68 - 24 23 60
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5. Funcao dos genes diferencialmente expressos em meio RDM e TY.

A lista completa de genes diferencialmente expressos em ambas as condigdes é
apresentada detalhadamente na Tabela MS1, na secao Material Suplementar. Os
genes sao mostrados para cada condicdo em que 0s niveis de expressao foram
superiores distintamente, em cada meio. E importante ressaltar que nos poucos casos
em que genes se repetem em ambos 0s meios, o resultado para RDM foi obtido a partir
de microarranjos associados a CRR.

5.1. Biossintese de aminoacidos, aparato de traducao e funcoes regulatorias.

Ao contrario das células que apresentaram uma taxa de crescimento mais
dindmico em TY, células em meio RDM continham provavelmente menos ribossomos e
sintetizaram proteinas mais lentamente. Adicionalmente, células cultivadas em meio
definido sofrem maior privagdo de aminoacidos que células em meio rico (TAO et al.,
1999).

Considerando as fases lag e log, estas diferencas refletiram em um maior
namero de genes diferencialmente expressos, € aumento nos niveis de expressao,
relacionado a biossintese de aminoacidos e traducdo em meio definido RDM. Destes
genes, destacaram-se os envolvidos na biossintese de aminoacidos das familias
aspartato e de cadeias ramificadas. Em meio RDM, durante fase log, ainda foi
encontrado, um gene g/nD codificador de uma uridililtransferase (Tabela 6). Esta
enzima tem atuagdo importante na regulacdo da adenilagdo/desadenilacdo da
glutamina sintetase, via uridilacao/desuridilacdo de uma adeniltransferase. A glutamina
sintetase, por sua vez, estd envolvida na geracdo de compostos nitrogenados
biologicamente ativos e pode ser considerada a enzima central no controle do
metabolismo do nitrogénio (SHATTERS et al., 1989).

Em relacdo aos genes diretamente relacionados a traducao, predominaram os
codificadores de aminoacil-tRNA sintetases, podendo ser citados os genes cysS, leuS e

lysS (Tabela 7). Embora ndo foram encontrados genes diferencialmente expressos na
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categoria relacionada a transcricao, diversos reguladores transcricionais destacaram-se
dentre os genes envolvidos em funcdes regulatérias. Durante a fase lag, estes genes
predominaram em meio TY, contudo, durante a fase exponencial de crescimento
ocorreu o inverso. Dos sete genes diferencialmente expressos na fase log, com funcdes
regulatérias envolvidos na transcri¢cao, cinco apresentaram maiores niveis de expressao
em células cultivadas em meio RDM. Membros das familias de reguladores
transcricionais TetR, AraC e LysR predominaram em meio RDM, durante as fases lag e
log, enquanto a familia Crp destacou-se apenas em meio TY. Na fase log, membros das
familias MarR, AsnC e AraC foram encontrados em TY (Tabela 6). A maioria destes
reguladores esta envolvida nas vias de catabolismo, incluindo degradacdo de
compostos aromaticos (TROPEL & VAN DER MEER, 2004).

As bactérias desenvolveram mecanismos para neutralizacdo e extrusdao de
compostos téxicos das células. Condicdes de estresse ou alteracbes na fonte de
nutrientes resultam na ativacdo ou repressao de genes através da interagédo direta de
proteinas regulatérias com moléculas efetoras ou elementos transcricionais no DNA. As
familias de reguladores MerR e MarR constituem ativadores e repressores
transcricionais, respectivamente. Em E. coli estes reguladores controlam bombas de
resisténcia multidroga (BROOUN et al., 1999). Em rizdbios, reguladores tipo MerR e
LysR atuam também na repressao dos genes de nodulacao (LOH & STACEY, 2003).

A proteina regulatéria AraC, em E. coli, exerce tanto o controle positivo como
negativo do operon da arabinose. A arabinose pode ser usada como Unica fonte de
carbono, sendo convertida a xilulose-5-fosfato que constitui um intermediario da via das
pentoses. Esta conversado requer as enzimas ribulose quinase, arabinose isomerase e
ribulose-5-fosfato epimerase (BLUMENTHAL et al.,, 1996). Um gene para a enzima
ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/osigenase (cbbS), associada ao metabolismo da
ribulose, foi detectada em meio RDM durante a fase lag (Tabela MS1), periodo em que
um regulador AraC também se expressou.

Sistemas regulatérios de dois componentes também foram detectados em
ambos os meios, sendo que em meio RDM apenas durante a fase log (Tabela 6). Este
sistema compreende o principal mecanismo pelo qual a bactéria capta os sinais
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ambientais e controla os processos celulares gerais, portanto, sendo importante para a
adaptacdo no meio. Eles tipicamente consistem de duas proteinas individuais, uma
histidina quinase sensorial e um regulador de resposta (PAO & SAIER, 1995; STOCK et
al., 2000).

Tabela 6: Genes diferencialmente expressos para biossintese de aminoacidos, fungdes
regulatérias e aparato de traducao, para meio RDM (em verde) e TY (em vermelho).

Acesso Fase Gene (Produto génico) Expressao
Biossintese de aminacidos
blr6298 lag probable asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] (asnB) 0,65

blr6299 probable asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] (asnB) -0,79
blI5902 log threonine dehydratase 1,26
bll7862 putative homoserine O-acetyltransferase -0,64
bll6037 probable SgaA serine-glyoxylate aminotransferase -0,61
blr0650 estac imidazoleglycerol-phosphate dehydratase(hisB) 0,94
Funcdes regulatérias
blr4281 lag transcriptional regulatory 1,14
bll5328 two-component hybrid sensor and regulator 0,96
blr5832 transcriptional regulatory protein MarR family 0,67
blr7984 transcriptional regulatory protein TetR family -0,62
blI3466 log transcriptional regulatory protein Crp family 0,70
blr3467 two-component response regulator -0,65
blr7678 transcriptional regulatory protein AraC family -0,69
blr5548 transcriptional regulatory protein LysR family -0,81
bll3466 estac transcriptional regulatory protein Crp family 1,41
blr1163 transcriptional regulatory protein MarR family 1,37
blr1096 phosphate regulon, two-component response regulator (phoB) 1,00
bll0904 two-component response regulator (regR) 0,96
bll2814 transcriptional regulatory protein AsnC family 0,89
blr8099 GTP-binding protein 0,78
Tradugéao
bir3790 133 cysteinyl-tRNA synthetase (cysS) -0,87
blr0627 109 leucyl-tRNA synthetase (leuS) -0,68
blr1133 lysyl-tRNA synthetase (lysS) -0,69
blr6589 aminopeptidase P -0,70
bll5087 estac glutamyl-tRNA (amidotransferase) 0,95
blr1133 lysyl-tRNA synthetase (lysS) 0,89
blr3130 serine protease DO-like precursor 0,88
bl15368 serine protease -0,69
Outros

bll0916 _log bifunctional uridylyltransferase/uridylyl-removing enzyme (g/nD) -0,62
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5.2. Biossintese de nucleotideos, replicacao do DNA e divisao celular.

Enquanto genes codificadores de enzimas relacionadas a biossintese de
ribonucleotideos purinicos foram predominantes em células cultivadas em meio minimo,
como garS, KsgA e blr7256 (adenilato ciclase), apenas um gene, pyrG, relacionado a
pirimidinas foi detectado em meio TY (Tabela 7). Ribonucleotideos sdo posteriormente
convertidos em deoxiribonucleotideos por processos de reducdo. A biossintese de
ribonucleotideos pirimidinicos € um processo mais simples que o de purinicos e é
provavel que, principalmente em meio rico TY, a rota de biossintese de nucleotideos
pela via de salvamento esteja em atuacao (TAO et al., 1999). Esta via envolve a
utilizacdo de compostos purinicos e pirimidinicos pré-formados por biodegradacéo,
durante a nutricao celular.

Foi descrito que os operons de RNA ribossébmico de Escherichia coli, uma
bactéria de crescimento rapido, encontram-se sob o0 controle de promotores
dependentes da taxa de crescimento, rrn. A expressdo de proteinas ribossomais,
fatores de traducao e aparato de transcricdo estao intimamente ligados a concentracao
de RNA ribossémico. A eficiéncia da iniciacdo da transcricdo de promotores rrn esta
fisiologicamente ligada ao estado metabdlico das células, atraves de altas
concentragdes de nucleosideos trifosfatos. Assim, a presenca de nutrientes de alta
qualidade no meio de crescimento resulta em concentragdes elevadas de nucleosideos
trifosfatos (KEENER & NOMURA, 1996; GAAL et al., 1997).

Genes diferencialmente expressos relacionados a replicacdo, recombinacao e
reparo do DNA foram predominantes em células cultivadas em meio definido
principalmente durante a fase log. Os genes ftopA e gyrA, respectivamente
codificadores das topoisomerases | e |IlI, foram detectados (Tabela 7). DNA
topoisomerases impedem o emaranhamento do DNA durante a replicacdo atuando
sobre a tensdo de rotacdo da molécula, oferecendo um suporte giratério para o
relaxamento da hélice do DNA (ZECHIEDRICH et al., 2000). Em meio rico, ainda
durante a fase lag, um gene relacionado a divisao celular, ftsK, foi detectado (Tabela 7).
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Este gene parece atuar tardiamente no processo de septacdo em E. coli (YU et al.,
1998).

5.3. Biossintese de cofatores, grupos prostéticos e carreadores.

Ao contrario da maior tendéncia observada para os genes de biossintese de
aminoacidos e nucleotideos em meio RDM, genes relacionados a biossintese de
cofatores, grupos prostéticos e carreadores foram predominantes em meio rico TY. Isso
pode ser explicado pelo fato de que células cultivadas em meio definido continham a
maioria das vitaminas disponiveis no meio RDM, como &acido nicotinico, biotina e
tiamina. Em contrapartida, em meio rico, a sintese destas vitaminas teve que ser
ativada. Em meio TY, fase log, o gene de maior expressdo nesta categoria foi o thiE,
envolvido na sintese de tiamina, seguido pelos genes hemN, e nadD, relacionados a
biossintese de porfirina e nicotinamida, respectivamente (Tabela 7). O gene pcaB,
também encontrado em meio rico, participa da producao de succinato e acetil-CoA. Em
meio RDM, foram encontrados genes diferencialmente expressos envolvidos na
biossintese de cobalamina, cobD, e porfirina, hemE, respectivamente nas fases lag e
log (Tabela 7).

Quanto aos transportadores e proteinas de ligagdo, em ambos os meios
destacaram-se os transportadores da familia ABC (“ATP Binding Cassete”) (Tabela 7).
Estes transportadores formam uma classe especial de proteinas de membrana,
caracterizada pela ligagdo ao ATP e pela presenca de grandes dominios
transmembrana multiplos. Varios membros desta familia sao transportadores ativos que
atuam na modulacdo de eventos celulares como absorcdo, metabolismo, efetividade
celular e toxicidade (GLAVINAS et al.,, 2004). Em meio RDM, outros “symporters” e
“antiporters” foram detectados (Tabela 7), responséaveis pelo fluxo de ions que regulam
o pH intracelular e ions metalicos que atuam como cofatores enzimaticos. No meio
RDM, FeSO, estava presente como fonte de ferro, enquanto meio TY continha,

provavelmente, uma mistura complexa de diferentes fontes de ferro. Em Sinorhizobium
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meliloti cultivado em meio TY, um consideravel nimero de genes relacionados a

biossintese de sideréforos pode ser observado (BECKER et al., 2004).

Tabela 7: Genes diferencialmente expressos para biossintese de nucleotideos,
cofatores, grupos prostéticos e carreadores, replicagdo do DNA, divisdo celular e
proteinas transportadoras e de ligacao, para meio RDM (em verde) e TY (em vermelho).

Acesso Fase Gene (Produto génico) Expressao
Purinas, pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos
bir4125 Lag 5'-phosphoribosyl-5-aminoimidazole synthetase (garS) -0,86
bll4102 rRNA-adenine N6,N6-dimethyltransferase (ksgA) -0,96
blr7256 Log putative adenylate cyclase -0,93
bll4805 CTP synthase (pyrG) 0,66
blr7737 Estac putative adenylate cyclase 0,92
blr7371 carbamoylphosphate synthase small chain (carA) 1,07
bll4805 CTP synthase(pyrG) 1,06
Replicacdo, recombinacéao e reparo do DNA
bll0572 Lag putative DNA topoisomerase | 0,67
bll0875 recombinase -0,97
bir5111 Log DNA topoisomerase | (topA) -0,63
bll4696 DNA gyrase subunit A (gyrA) -0,67
blI5057 topoisomerase Il (gyrA) -1,14
bllo572 Estac putative DNA topoisomerase | 0,93
Processos celulares
blro616 Lag cell division protein (ftsK) 0,89
Biossintese de cofatores, grupos prostéticos e carreadores
blr3257 Lag cobalamin biosynthesis protein(cobD) -0,87
bll7942 Log probable 3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase (pcaB) 0,82
bll7086 anaerbic coproporphyrinogen Il oxidase (hemN) 0,79
bll2399 uroporphyrinogen decarboxylase (hemkE) -0,65
blr0430 nicotinate-nucleotide adenylyltransferase (nadD) 0,60
blr6658 thiamine-phosphate pyrophosphorylase (thiE) 0,90
bll7086 Estac anaerbic coproporphyrinogen Ill oxidase (hemN) 1,68
blr0430 nicotinate-nucleotide adenylyltransferase (nadD) 1,21
blr2404 probable gamma-glutamyltranspeptidase precursor (ggt) 0,77
Proteinas transportadoras e de ligacao
bli3383 Lag ABC transporter permease protein 1,19
blr1485 sulfate ABC transporter ATP-binding protein -0,63
blr1452 ABC transporter ATP-binding protein -0,85

blI8038 putative manganese transport protein -0,86
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blr5671 ABC transporter permease protein -0,98
blr0971 Log ABC transporter ATP-binding protein 0,60
bll0731 glycerol-3-phosphate ABC transporter membrane spanning protein -0,63
blr4039 ABC transporter substrate-binding protein -0,64
blr4115 putative symporter -0,67
blr3904 probable iron transport protein -0,69
blI3739 probable Na+/H+ antiporter -0,78
blr3568 estac ABC transporter permease protein 1,24
bll6293 HlyB/MsbA family ABC transporter 1,08
bll1193 integral inner membrane metabolite transport protein (mtbA) 0,85
bll7341 RhtB family transporter (rhtB) -0,56

5.4. Metabolismo intermediario central e energético.

A biossintese dos componentes estruturais celulares e da maquinaria bioquimica
que as células utilizam para regeneracdo, manutencao e divisdo, ocorre gracas ao
anabolismo de macromoléculas como proteinas, carboidratos e acidos nucléicos. Com
esta finalidade, as células partem dos constituintes primarios obtidos a partir dos
nutrientes do meio. Tais processos requerem energia, proporcionada na forma de ATP,
que foi gerada durante o catabolismo. Apds os processos degradativos primarios dos
diferentes nutrientes, as moléculas geradas sao convertidas a uma molécula comum e
mais simples. Tanto proteinas, carboidratos e lipideos sdo convertidos a acetil
coenzima-A. E a partir desta molécula que o metabolismo é conduzido para a producéo
de energia, que as células utilizam para realizar os processos vitais.

As células cultivadas em meio rico ndo mostraram expressées marcantes de
genes envolvidos no metabolismo do carbono, nitrogénio e energético. Por outro lado,
seguindo a tendéncia da expressdo de genes envolvidos na biossintese de unidades
para a producdo de macromoléculas, células cultivadas em meio definido apresentaram
uma expressao mais pronunciada de genes relacionados ao metabolismo intermediario
central e energético (Tabela 8). Glicerol constituiu a Unica fonte de carbono para células
cultivadas em meio definido, sendo utilizado de maneira muito eficaz. O metabolismo
ocorre via glicerol quinase e glicerol fosfato desidrogenase, produzindo gliceraldeido-3-
fosfato que é, entdo, convertido em piruvato (ARIAS & MARTINEZ-DE-DRETS, 1976).
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Durante fase log, em meio RDM, especificamente, um gene bll0731 relacionado a um
transportador ABC para glicerol-3-fosfato foi detectado com maior nivel de expressao
(Tabela 7). O piruvato via acetil Co-A, pode entao ser descarboxilado através do ciclo
do &cido tricarboxilico (TCA ou ciclo de Krebs), formar oxaloacetato ou, ainda, ser
reduzido a lactato (DUNCAN & FRAENKEL, 1979). Genes envolvidos no metabolismo
do piruvato e acetil-CoA diferencialmente expressos em meio RDM sdo mostrados na
Tabela 8.

Em meio rico, o metabolismo de carboidratos através da glicélise deve ocorrer
através da via Entner-Doudoroff (MARTINEZ-DE-DRETS & ARIAS, 1972) com
operacao simultanea da via Embden-Meyerhof-Parnas (MULONGQOY & ELKAN, 1977a;
MULONGOY & ELKAN, 1977b), embora frutose-1,6-bisfosfato aldolase esteja presente
em niveis reduzidos 6-fosfogluconato desidrogenase NADP*-dependente esteja
ausente. Contudo, uma 6-fosfogluconato desidrogenase NAD-dependente ocorre em
Bradyrhizobium, sugerindo a operagao de uma nova via (KUYKENDAL, 2005). Até o
momento, nenhuma destas enzimas foi encontrada no genoma de B. elkanii.

Ainda em RDM, a limitacdo em carboidratos pode ter induzido a expressao de
genes envolvidos na producao de metabdlitos energéticos através do metabolismo de
lipideos. Nesta classe, alguns genes relacionados a biossintese de coenzima A
presentes na categoria Metabolismo de acidos graxos, fosfolipideos e esterol foram
detectados em meio definido (Tabela 8). Por outro lado, em meio TY, o gene zwf,
envolvido na glicolise foi detectado durante a fase estacionaria. Provavelmente, este
gene pode ter sido induzido nesta fase para a utilizagdo de reservas de poli-B-
hidroxibutirato (PHB). A molécula de PHB consiste em um polimero para
armazenamento de carbono, cuja producdo comeca com a condensacdao de duas
moléculas de acetil-CoA, formacao de acetoacetil-Coa e reducdo em D-B-hidroxibutiril-
Coa, o qual é finalmente incorporado na molécula de PHB (TOMBOLINI et al., 1995).

Durante a fase lag, a presenca das citocromos oxidase coxP, detectada em meio
RDM, e cyoB e blI3728 em meio TY (Tabela 8), sugerem que a respiragao aerdbica foi
elevada nestas condigdes iniciais de cultivo. Contudo, como a unica fonte de aeracao
da cultura liquida de ambos os meios foi agitacao orbital, é possivel que com o passar



84

do tempo, e 0 aumento da densidade populacional, um ambiente microaerébico tenha
sido gerado. Esta limitagcdo de oxigénio pode ter simulado uma condicao simbidtica
induzindo a expressao de alguns genes relacionados a simbiose e fixacao do nitrogénio
(Tabela 9), a partir dai e nas fases seguintes. Uma citocromo-c oxidase simbidtica, fixN,
foi detectada em meio RDM durante a fase log (Tabela 9). Os genes fixNOQP codificam
uma citocromo-c oxidase especificamente requerida para a respiracao do bacteridide
(FISCHER, 1994). Esta idéia pode ser corroborada pela deteccdo de genes para
superoxido dismutase e catalase em meio TY (Tabela 9), respectivamente nas fases lag
e estacionaria. No entanto, estes genes para detoxificacdo celular podem estar
simplesmente atuando no processo de tolerancia ao periodo adaptativo e de estresse
em cada fase, lag e estacionaria.

Um resultado inesperado consistiu no aparecimento em meio TY, durante fase
estacionaria, da expressao de um gene hupK (Tabela 9), uma vez que a espécie B.
elkanii é classificada com Hup, ao contrario de B. japonicum que é Hup®
(MINAMISAWA, 1989). Este gene faz parte de um operon que codifica o sistema
hidrogenase. Este sistema “hydrogen uptake” oxida o hidrogénio produzido pela
nitrogenase e esta reciclagem de H, reduz perdas energéticas (EVANS et al., 1988).
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Tabela 8: Genes diferencialmente expressos para metabolismo intermediario central,
energético e de acidos graxos, fosfolipideos e esterol, para meio RDM (em verde) e TY

(em vermelho).

Acesso Fase Gene (Produto génico) Expressao
Metabolismo intermediario central
blr6768 1ag glycogen branching enzyme (glgB) -0,99
bll2065 carbonic anhydrase (icfA) -0,85
bll7271 carbon monoxide dehydrogenase large chain -1,11
bll0199 log probable nitrile hydratase regulator -0,62
blr2806 nitrite extrusion protein -0,64
blr0725 nitrogen regulatory IIA protein (ptsN) -0,76
bsr1750 ferredoxin (fer3) -0,85
Metabolismo energético
blr3728 lag cytochrome D ubiquinol oxidase subunit 1,17
blr0150 cytochrome O ubiquinol oxidase subunit | (cyoB) 1,15
blI3782 cytochrome C oxidase (coxP) -0,85
blig141 10g phosphoenolpyruvate carboxykinase (pckA) -0,65
blr4655 Phosphoenolpyruvate synthase (ppsA) -0,74
blr3958 putative acetyl-coenzyme A synthetase -1,00
bll4782 pyruvate dehydrogenase beta subunit (pdhB) -0,64
blr6760 estac glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (zwf) 1,10
bll0322 probable trehalose-6-phosphate synthase (otsA) 1,05
bll0323 probable trehalose-phosphatase (otsB) 0,95
bl15920 UDP-glucuronic acid epimerase (/spL) 0,93
bll2210 multicopper oxidase (copA) 1,13
Metabolismo de acidos graxos, fosfolipideos e esterol

blr2947 lag probable acyl-CoA dehydrogenase 1,19
bll6043 enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein 0,91
blI3855 putative acyl-CoA dehydrogenase -0,67
bll6363 109 putative acyl-CoA dehydrogenase 0,81
bll4711 fatty acid CoA ligase 0,81
blr1046 long-chain-fatty-acid-CoA ligase -0,59
blr5668 B-ketoadipate enol-lactone hydrolase (pcaD) -0,61
blr3955 estac acyl-CoA dehydrogenase 1,26
blr0981 acyl-CoA dehydrogenase 1,23
bll2948 putative long-chain-fatty-acid--CoA ligase 0,79

blr0139 putative acyl-CoA dehydrogenase -0,54
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Tabela 9: Genes diferencialmente expressos iduzidos em condicées microaerdbicas e
relacionados a simbiose e fixagdo do nitrogénio, para meio RDM (em verde) e TY (em

vermelho).
Acesso Fase Gene (Produto génico) Expressao
Fixacdo do nitrogénio

blr7496 lag nitrogen fixation protein 0,89

blr1770 log Molybdenum processing protein (nifQ) 0,74

blr2763 cytochrome-c oxidase (fixN) -0,67

blr1756 estac nitrogenase metalloclusters biosynthesis protein (nifS) 0,91

blr1756 nitrogenase metalloclusters biosynthesis protein(nifS) -0,63
Hidrogenase

bll6933 estac HupK protein (hupkK) 0,88
Detoxificacao

blI7774 lag superoxide dismutase 1,13

blr0778 estac catalase 1,14

Simbiose
blr2025 lag acyl transferase (nodA) 1,00
bll1631 log GDP-mannose 4,6-dehydratase (noeL) -0,68

blr3959 nodulation protein N (nodN) -1,00
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Parte lll — Transcriptomica: Analise da expressdao génica de Bradyrhizobium

elkanii SEMIA 587 “in_vitro”, meio YMB, e em simbiose com plantas de soja,

avaliado por microarranjo de DNA.

1. Nodulacao de plantas de soja cultivadas em vermiculita.

Plantas de soja (G. max) foram inoculadas com uma cultura de células de B.
elkanii em meio YMB, fase log. O processo de nodulacdo mostrou-se eficiente neste
sistema (Figura 17), provavelmente gracas ao estabelecimento de uma populagao de B.
elkanii na rizosfera, utilizando a vermiculita como suporte para a formacao de biofilmes.
Uma vez estabelecida esta populacdo, bactérias podem migrar para as regides mais
profundas do substrato conduzidas pela agua utilizada durante a hidratacao.
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. Os nédulos se
concentraram no ponto de aplicacdo do in6culo, préximo ao colo das plantas, na raiz
principal.

Trés estagios de desenvolvimento do processo simbidtico de fixacdo do
nitrogénio atmosférico, por B. elkanii associado a plantas de soja (Figura 17), foram
escolhidos para analise dos genes diferencialmente expressos nos bacteridides. Estas
fases correspondem aos periodos: 1) “N hunger”, aproximadamente 13 d.a.i. (dias apds
inoculag&o), quando a planta consome N da reserva dos cotilédones; 2) maior atividade
nitrogenase, aproximadamente 28 d.a.i., quando cessam o periodo “N hunger” e o
processo de nodulacéo; e 3) florescimento da planta, aproximadamente 48 d.a.i., no
qual ocorre um maior “input” de N para reserva nos graos (CATTELAN & HUNGRIA,
1994; GULDEN & VESSEY, 1998).



88

Figura 17: Nodulagcédo de raizes de plantas de soja (Glycine max) utilizando a SEMIA
587 como inoculante. (A) e (D) Plantas 13 d.a.i (estagio V3).; (B) e (E) Plantas 28 d.a.i.
(estagio V5); (C) e (F) Plantas 48 d.a.i. (Estagio R1). d.a.i. = dias apds inoculagéo.
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2. Perfil de qualidade do RNA total isolado de bacteridides.

O perfil de qualidade (Figura 18) e rendimento do RNA (Tabela 10) de
bacteridides de B. elkanii foi verificado nos dias 13, 28 e 48 dias apos inoculagdo. A
relagdo 260/280 nm manteve-se dentro do esperado e o rendimento aumentou com a
idade dos nédulos. Em nddulos determinados, como no caso das plantas de soja, o
microssimbionte consiste de uma populacdo uniforme em termos de idade
desenvolvimental (KARR et al., 1990). Esta caracteristica de nédulos determinados
facilita estudos de bioquimica do metabolismo bacteribide.

KARR & EMERICH (1996) mostraram que a sintese de proteinas em
Bradyrhizobium japonicum foi dependente da idade dos ndédulos dos quais os
bacteridides foram isolados, correspondendo a 14, 19 e 39 dias apds plantio das
sementes de soja inoculadas. Foi observado que a sintese protéica declina em funcao
do avanco da idade, porém, é inversamente proporcional a atividade de reducéo do
acetileno, durante a fase ativa de fixagao do nitrogénio.

Neste trabalho, para B. elkanii, foi quantificado o RNA total, e ndo o0 mensageiro.
Aparentemente, na fase inicial da simbiose, 13 d.a.i., destaca-se o RNA ribossomal
requerido para a maquinaria de sintese protéica (Figura 18). Embora ndo se possa
fazer a mesma correlacdo com a sintese de proteinas, sem estudos adicionais, o
periodo de 48 d.a.i. apresentou 0 menor numero de genes diferencialmente expressos
para o bacteriéide, conforme sera discutido a seguir.
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Figura 18: Perfil de qualidade do RNA total de bacteridides de B. elkanii SEMIA 587,
isolados de nédulos de soja nos dias 13, 28 e 48 dias apdés inoculagao (d.a.i.), avaliado

por eletroforese em gel de agarose 1,2% desnaturante.

Tabela 10: Rendimento médio de RNA total obtido de bacteridides de B. elkanii SEMIA

587, isolados de nddulos de soja nos dias 13, 28 e 48 dias apds inoculagéo (d.a.i.).

Amostra  Relacdo 260/280 nm Rendimento (ug
RNA / g nédulo)

13 d.a.i. 1,60 22

28 d.a.i. 1,67 31

48 d.a.i. 1,87 43
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3. Parametros de analise da expressao génica em bactéria e bacteridide.

Os genes diferencialmente expressos em bacteridides foram observados em
relacdo a expressao génica da bactéria B. elkanii cultivada “in vitro”, em meio YMB.
Esta condicao foi escolhida como referéncia por representar a condicdo metabdlica das
células bacterianas no momento da inoculacdo. A significAncia dos genes
diferencialmente expressos foi calculada pela ferramenta estatistica SAM (“Significance
Analysis of Microarrays”). A interface grafica que representa os genes diferencialmente
expressos para bactéria e bacteridide, nos diferentes estagios da simbiose, é mostrada
na figura 19. Com base em um “fold change” definido como 2,0, para as condi¢cbes de
13 e 28 d.a.i., e 1,5, para 48 d.a.i.,, um valor log> r > 1,00 ou > 0,58, foi considerado
como indicador significativo da expressdo de genes, respectivamente. A reducdo do
“fold change” limitante da taxa de expressao para 48 d.a.i. diz respeito ao fato do menor
namero de genes significativos identificados, conforme discutido anteriormente.
Andlises para bacteridide permitiram detectar 51, 46 e 26 genes diferencialmente
expressos, para 13, 28 e 48 d.a.i., respectivamente, contra 28, 47 e 23 para a bactéria
em YMB, respectivamente para cada experimento independente.

Os parametros técnicos da analise SAM, para anadlise bactéria/bacteridide
(Tabela 11), demonstram mais uma vez que os dados obtidos sao confidveis

estatisticamente.



SAM Plot - 13 d.a.i./YMB
92

28 Cy3-Baciéria ‘ 2

15 2 2l5

7 o 51 Cy5-Bacteridid

Observed

Expected

SAM Plot - 28 d.a.i./YMB

46 Cy5-Bacteridide

Observed

-4 -3 -2 - 1 2 3 4 5
o
/

47 Cy3-Bactéria

Expected

SAM Plot — 48 d.a.i./YMB

23 Cy3-Bactéria

Observed

26 Cy5-Bacteridide

-25

Figura 19: Identificacdo e distribuicdo dos genes diferencialmente expressos, utilizando
a ferramenta SAM, em verde para a bactéria em meio YMB e em vermelho para
bacteridide. Os graficos representam a diferenca relativa observada dO(j) versus a
diferenca relativa esperada dE(/), dos genes diferencialmente expressos. A linha

continua, em azul, indica quando o d(/) = dE(/). As linhas pontilhadas sao referentes a

distancia A da linha continua.
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Tabela 11: Pardmetros aplicados pela ferramenta SAM, durante andlise dos dados, e
namero de genes diferencialmente expressos para B. elkanii SEMIA 587, bactéria em

meio YMB e bacteridide em simbiose.

d.a.i. = Dias apés inoculagéo, em plantas de soja.
BCTRD = Bacteribide.

Parametros de
Parametros computados
analise

FSN (False FDR (False q- # Genes
Condicao Fold Y. | Confiabilidade # Genes
Significant Discovery value diferencialmente
Change | Value dos dados significantes
Number) Rate) (%) expressos
51 Cy5 - BCTRD
13 d.a.i 2,0 0,039 0,88 1,11 1,0621 98,94% 79
28 Cy3 - YMB
46 Cy5 - BCTRD
28 d.a.i 2,0 0,038 1,00 1,07 1,0752 98,92% 93
47 Cy3 - YMB
26 Cy5 - BCTRD
48 d.a.i 1,5 0,051 0,75 0,75 1,5079 98,50% 49

23 Cy3 - YMB

4. Padroes de expressao génica de bacteridides, nos diferentes periodos de
simbiose com plantas de soja.

A categorizacao funcional dos resultados para bacteridides € mostrada na Figura
20. Bacteridides isolados de nédulos mais jovens, 13 d.a.i.,, apresentaram mais genes
diferencialmente expressos nas categorias Biossintese de aminoacidos, Processos
celulares, Funcoes regulatérias e Replicacdo, recombinacao e reparo de DNA. Assim,
embora o bacteridide ja esteja simbioticamente funcional, estas categorias apresentam
um metabolismo mais préximo da bactéria vida-livre. Para bacteriéides maduros, com
28 d.a.i., as taxas de expressao predominantes foram para categorias Biossintese de
aminoacidos, Metabolismo intermediario central, na qual encontra-se o metabolismo de
fixacdo do nitrogénio, e Funcdes de regulacdo. Ja para bacteribdides 48 d.a.i., a

categoria de destaque foi Metabolismo intermediario central, com genes para fixagéo e
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metabolismo do nitrogénio. Em todos os estagios, as categorias Proteinas de transporte
e ligacao, Outras categorias, englobando genes para simbiose, e Hipotéticas
mostraram taxas expressivas.

Proteinas de ligacdo e transporte sao fundamentais para o estabelecimento da
simbiose e troca de produtos e fatores entre a célula do microssimbionte e do
hospedeiro, através da membrana periplasmatica (LODWIG & POOLE, 2003). Quanto a
subcategoria simbiose, foram encontrados 2 genes para cada um dos primeiros
periodos, contra nehum no estagio de florescimento, 48 d.a.i. Por outro lado, o maior
namero de genes para fixacao do nitrogénio foi encontrado no periodo de maturacgéao,
em 28 d.a.i.. A comparagdo entre 0 numero de genes diretamente relacionados a
simbiose e a fixacao do nitrogénio, para os diferentes estagios, pode ser observado na
Figura 21.
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para os genes diferencialmente expressos no bacteridide de B. elkanii SEMIA 587, em

diferentes estagios de simbiose com plantas de soja.



96

N2 de genes
w

13 da.. 28d.a.. 48da..

Estagio de desenvolvimento

O Simbiose M Fixagao do Nitrogénio
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bacteridides de B. elkanii SEMIA587, nos diferentes estagios de simbiose com plantas

de soja.
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5. Funcao dos genes diferencialmente expressos em bacteridides.

Em B. elkanii, o numero e nivel de expressdao dos genes diferencialmente
expressos requeridos para a biossintese de aminoacidos apresentaram valores (loga r)
que se reduzem ao longo da idade dos ndédulos (Tabela MS2). Os genes da familia
aspartato tiveram destaque em 13 d.a.i., leuB e dapB, e em 28 d.a.i., blr7328 e cysD
(Figura 22). Enquanto cerca de 80% da energia metabdlica de uma célula pode ser
usado para a sintese protéica, o processo de fixacdo do nitrogénio requer elevadas
quantidades desta energia. O complexo nitrogenase requer um minimo de 16 ATPs e 8
elétrons para reducao de cada molécula de N.. O custo energético total para a planta é
de 6 a 8 g de carbono por grama de nitrogénio reduzido (PHILLIPS, 1980). Em B.
japonicum, a energia requerida para o rapido crescimento bacteriano parece ser
direcionada para a redugao do nitrogénio, durante o estado simbi6tico em que cessa a
divisdo celular (KARR & EMRICH, 1996). Um gene para divisdo celular, ftsZ, foi
encontrado apenas em bacteridides 13 d.a.i. (Figura 22).

Anteriormente, pensava-se que ions NH4" constituiam o Unico produto da fixagao
do nitrogénio secretado pelos bacteridides para as plantas, uma vez que os niveis de
enzimas assimilatérias de aménio eram insuficientes para a sintese de
glutamato/glutamina (BERGENSEN, 1965). Contudo, LODWIG et al. (2003) mostraram
que um ciclo mais complexo de aminoacidos € essencial para a fixagdo do nitrogénio
em nodulos de ervilha. Neste ciclo, aminoacidos fornecidos pela planta aos
bacteridides, tornando-os capazes para o processo de assimilacao de aménio, retornam
para a planta processados para a sintese de asparagina. Os principais aminoacidos
deste ciclo de reciclagem para as plantas sdo glutamato, aspartato e alanina, os quais
se acumularam em bacteridides de Bradyrhizobium japonicum e Rhizobium
leguminosarum bv. viciae, isolados de nodulos de soja e ervilha, respectivamente
(SALMINEN & STREETER, 1992; LODWIG & POOLE, 20083).

Em B. elkanii, adicionalmente aos genes envolvidos na biossintese de
aminoacidos da familia aspartato, foram encontrados genes para o metabolismo de
glutamato em bacteridides 28 d.a.i, ginA e ginB (Figura 22). Estes genes codificam a



98

glutamina sintetase e uma proteina regulatéria para assimilacdo do nitrogénio,
respectivamente. Assim, os dados obtidos concordam com a literatura, evidenciando
este ciclo de reciclagem de aminoacidos em B. elkanii. Este fato é corroborado pela
presenca dos transportadores ABC encontrados em todas as fases, que podem estar
envolvidos no transporte de aminoacidos através da membrana. Adicionalmente, em 28
d.a.i. foi detectada uma urocanase (hutU) (Figura 22), envolvida nas vias metabdlicas
de degradacao de histidina, prolina, arginina, glutamato e glutamina.

Em 28 e 48 d.a.i. foram encontrados ainda os genes pheA (prefenato
desidratase) e trpB (triptofano sintase), respectivamente (Figura 22). Em plantas e
bactérias, os aminoacidos fenilalanina e tirosina sédo sintetizados a partir do corismato
por meio de vias que empregam o prefenato como intermediario comum. As enzimas
corismato mutase, prefenato desidrogenase e prefenato desidratase participam desta
via. Embora a enzima prefenato desidratase (pheA) ndo seja membro da via
biossintética especifica para o triptofano, este ultimo inibe a atividade enzimatica
através de um mecanismo semelhante ao de retroalimentagdo exercido pela
fenilalanina. Assim, os genes pheA e trpB, juntamente com g/inA e ginB, estariam
envolvidos na regulacdo do ciclo de aminoacidos controlando a concentragdo de
nitrogénio organico e ions aménio no bacteridide.

O triptofano também é um precursor para a sintese do fitorménio AlA (acido 3-
indolacético). Um balanco entre auxinas e citocininas, também produzidas pela planta
hospedeira, é fundamental no estimulo da nodulacéo. O gene trpB em Rhizobium etli é
essencial para uma interagdo simbiética efetiva em Phaseolus vulgaris (TATE et al,
1999). Contudo, nesta etapa de desenvolvimento, 48 d.a.i., em que o processo de
nodulacdo ndo deveria estar ocorrendo nas plantas de soja inoculadas com B. elkanii,
este gene pode estar atuando como regulador de outros processos relacionados a
simbiose, uma vez que a planta hospedeira inicia a fase de florescimento neste periodo.

O Ciclo do acido tricarboxilico (TCA) esta ativo nos bacteridides durante todas as
fases analisadas, demonstrado diretamente pela presenca dos genes nuoF (NADH
deidrogenasel), 13 d.a.i., cis (citrato sintase), 28 d.a.i., e bll4784 (aldeido deidrogenase)

relacionado ao metabolismo de piruvato e acetil-CoA em 48 d.a.i (Figura 22). A
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atividade de todas as enzimas do ciclo TCA foi confirmada em bacteridides de B.
japonicum (KARR et al., 1984). Embora a fixagcao do nitrogénio ocorra em um ambiente
com baixa tensdo de oxigénio, os bacteridides apresentam metabolismo respiratorio
aerdbio, portanto, dicarboxilatos precisam ser metabolizados para obtencao de energia.
Contudo, nestas condicdes, este ciclo ndo deve estar operando em sua plena atividade.

O ciclo TCA requer um balanco preciso de entrada e remocado de esqueletos
carbonados, assim como potencial energético e redutor para atuar. Quando o balanco
redox, baseado na taxa NADH/NAD, for muito alto ou muito baixo o ciclo é inibido.
Altas concentracbes de NADH, “in vitro”, ou relagbes desbalanceadas destes
compostos, inibiram as enzimas 2-oxoglutarato deidrogenase, citrato sintase, malato
deidrogenase e isocitrato desidrogenase em bactérias ou bacteridides de B. japonicum
e M. ciceri (SALMINEN & STREETER, 1990; KARR & EMERICH, 2000). Assim, em B.
elkanii, a deteccao do gene nuoF diferencialmente expresso em 13 d.a.i, pode ter papel
importante na regulacdo do metabolismo do ciclo TCA, através do balanco redox,
permitindo, em seguida a atividade da enzima citrato sintase, cujo gene cis foi
diferencialmente expresso no periodo posterior, 28 d.a.i..

Em bacteridides com 28 e 48 d.a.i. foram encontrados os genes phbc e glga,
respectivamente (Figura 22), indicando a sintese e acumulo das reservas poli-B-
hidroxibutirato (PHB) e glicogénio. O metabolismo do PHB por bacteridides pode ter
papel regulatério na captura de carbono e agentes redutores a partir do ciclo TCA, sob
condicoes microaerdbicas, impedindo a inibicdo enzimatica pelo acumulo de redutores
e balanceando a quantidade de carbono metabolizado. O metabolismo do glicogénio
pode ter papel semelhante ao do PHB, ocorrendo inclusive um fluxo de carbono entre
os dois compostos. (LODWIG & POOLE, 2003).

Genes diferencialmente expressos para nodulacdo foram encontrados em
bacteridides nos periodos 13 e 28 d.a.i, respectivamente, genes nodN (gene comum
para nodulacdo) e bll7861 (catabolismo da rizopina). Adicionalmente, ambos o0s
periodos compartiiham o gene nodQ (enzima bifuncional ATP-sulfurilase e APS-

quinase).
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O operon nodM produz uma glicosamina sintase que atua juntamente com nodN,
formando um operon, no encurvamento do pélo radicular. Foi sugerido que ambos os
genes produzem substratos para a via anabdlica que conduz a sintese de fatores Nod,
além de que NodN poderia estar envolvido na excrecao de outros fatores Nod (BAEV et
al., 1992). Ja a rizopina (L-3-O-methyl-scyllo-inosamine) é um composto opina-simile
envolvido na especificidade da simbiose, encontrado em Sinorhizobium meliloti.
Postulou-se que linhagens capazes de sintetizar (genes mos) e catabolizar (genes moc)
rizopina sao muito mais competitivas na rizosfera (GALBRAITH et al., 1998). O gene
nodQ corresponde ao gene cysN, e seu produto tem atividade ATP-sulfurilase
importante na sulfatacdo do fator oligossacaridico comum, gerado pelos genes
nodABC. Esta modificacao no fator NodRM-1 de (Sino)Rhizobium meliloti € que induz
respostas hospedeiro-especifica em plantas de alfafa (Medicago sativa L.)
(SCHWEDOCK et al., 1994). Isto é indicativo de que esta modificacdo também pode
estar ocorrendo no fator Nod comum de B. elkanii.

Genes para proteinas regulatérias AraC e MarR foram detectados
respectivamente nos periodos 13 d.a.i. e 28 d.a.i (Tabela MS2). Enquanto o primeiro
esta envolvido na sintese de arabinose e metabolismo de carboidratos, o segundo pode
estar envolvido na regulacédo dos genes de nodulagdo. Em 13 d.a.i.,, um gene para uma
proteina regulatéria de dois componentes (bll1199) (Tabela MS2) pode estar envolvido
na ativacdo de genes controlados pela concentracdo de oxigénio, a exemplo do
complexo FixL/FixJ (FISCHER, 1994).

O complexo enziméatico responsavel pela reducao do N, € chamado nitrogenase.
Os genes para sintese das subunidades protéicas que compdem este complexo sao
nifD e nifK, que codificam as subunidades a e [ da ferro-molibdénio proteina
(dinitrogenase), e nifH, que codifica as duas subunidades da ferro proteina
(dinitrogenase redutase) (CRAWFOR et al., 2000). Embora estes genes nao tenham
sido detectados nos bacteridides de B. elkanii analisados, genes relacionados a fixacao
do nitrogénio e regulacdo do complexo nitrogenase foram detectados em todos os
estagios: nifS (aminotransferase — cisteina desulfurase) (13 d.a.i.); nifZ (biossintese do
cofator Fe-S) e fixR (alcool desidrogenase) (28 d.a.i.); e fixl (cation ATPase) e fer3
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(ferredoxina) (48 d.a.i). O gene ndvC (B-(1-6)-glicanasintase) foi detectado tanto nos
periodos 13 e 28 d.a.i, enquanto o gene fixN apareceu nos estagios 28 e 48 d.a.i.
(Figura 22).

Em B. japonicum o gene ndvC esta envolvido na sintese de B-(1-3), B-(1-6)-D-
glicanas durante crescimento em ambiente hipoosmético. Contudo, adicionalmente ao
papel osmoregulador periplasmatico, estas moléculas podem ter papel especifico na
interacdo planta-microbio, provavelmente controlando respostas de defesa do
hospedeiro (BHAGWAT et al., 1996).

Os genes nifS e nifZ sao requeridos para completa ativagdo ou estabilidade
catalitica da Fe-nitrogenase, tanto pela biossintese do cofator enzimatico como pela
protecdo da enzima ao oxigénio (JACOBSON et al., 1989; GONZALEZ et al., 2003).
Além do papel dos cofatores metalicos, o processo de reducdo do N, requer a doacao
de elétrons pela ferredoxina e flavodoxina para dinitrogenase redutase. Durante o
periodo 48 d.a.i, inicio do florescimento, o gene fer3 pode ter sido induzido a fim de
manter o suprimento de elétrons para o complexo enzimatico no estagio em que se
dara sua maior atividade.

O gene fixR esta envolvido em processos de oxido-reducédo e é codificado ao
longo de um operon em que nifA esté presente. fixR deve estar envolvido na ativagéo e
inativacdo redox-dependente da proteina NifA, a qual, por sua vez, controla a
expressao de outros genes nif envolvidos no processo de fixagdo do nitrogénio. O gene
fix| codifica uma cation ATPase simbiose especifica, cuja funcdo esta associada a
reacOes redox catalizadas por FixG (FISCHER, 1994).

Um gene para Fe-superéxido dismutase (SodF), envolvido no processo de
detoxificacdo celular, foi detectado tanto nos periodos 13 como 28 d.a.i. (Figura 22). A
planta hospedeira gera radicais superoxidos e peréxido de hidrogénio durante a
infecgdo da raiz, para combater a bactéria invasora. Estes radicais sdo toxicos para a
célula bacteriéide podendo levar a desestabilizacdo da membrana e inibicao de
atividades enzimaticas. Assim, a combinacao das atividades das enzimas superoxido
dismutase, catalase e peroxidases contribuem para a degradacdo destas formas

toxicas de oxigénio. Adicionalmente, durante a dismutacao do radical peréxido a enzima
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SOD gera oxigénio. O oxigénio é amplamente demandado pelo microssimbionte no
ambiente microaerdbio do nddulo, sendo que seu fluxo € controlado pela molécula
denominada leghemoglobina. Assim, a presenca de superoxido dismutase nos
bacteridides evidencia a preservacao da integridade de membranas celulares, das
atividades enzimaticas no bacteridide e mantém a leghemoglobina ativa (DIMITRIJEVIC
et al., 1984; BECANA et al., 1986).

A citocromo-c oxidase simbidtica (fixN) foi detectada nos periodos 28 e 48 d.a.i.

(Figura 22). Esta citocromo-c oxidase € especificamente requerida para a respiracao do
bacteridide na presenca de niveis baixos de oxigénio. A citocromo-c oxidase FixN atua
de forma eficiente neste ambiente por apresentar K., para O. muito mais baixo que o
apresentado pela citocromo oxidase mitocondrial, das células vegetais. Assim, a
respiracdo nodular em grande parte se da pelos bacteridides. A baixa tensido de
oxigénio nos nddulos mantém a atividade enzimatica da nitrogenase, porém limita o
metabolismo oxidativo. A respiracdo nos bacteridides consome oxigénio e gera ATP,
requerido pela nitrogenase (CRAWFORD et al., 2000).
Mais uma vez, a deteccdo de um gene que desperta interesse aconteceu no periodo
28 d.a.i. Este gene, hypF (Figura 22) codifica uma proteina envolvida na maturagédo da
hidrogenase, complexo enzimatico que recicla H,. A estrutura da hidrogenase é
codificada pelos genes estruturais hupSL, enquanto outros 16 genes adicionais
(hupCDEFGHIJK / hypABFCDEX) estdo envolvidos na maturacdo e atividade
enzimatica do complexo, embora a fungao para a maioria destes genes ainda nao tenha
sido determinada (DURMOWICZ & MAIER, 1998).
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Figura 22: Genes diferencialmente expressos detectados em bacteribide de
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587, nos periodos 13, 28 e 48 d.a.i.
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6. Genes diferencialmente expressos em bactéria cultivada em meio YMB.

A analise de genes diferencialmente expressos para B. elkanii em meio YMB foi
efetuada como referéncia para os experimentos visando a identificacdo de genes nos
bacteridides. Estas células mostram o metabolismo celular da bactéria no momento em
que foram utilizadas para inoculacao das plantas de soja. Portanto, embora cultivada “in
vitro”, esta condicao representa as bactérias de vida-livre no momento da inoculacao.
Para cada periodo analisado foram tomadas referéncias independentes, ou seja,
microarranjos especificos para a comparacao com bacteridides dos diferentes estagios.
A categorizagdo dos genes diferencialmente expressos em meio YMB é mostrada na
Figura 23, enquanto os genes detectados sdo mostrados na Tabela MS3. Um
levantamento geral categorizado destes genes nado poderia ser feito pelo fato de
constituirem experimentos independentes, representativos da expressao diferenciada
em relacdo a condicdo contra a qual foram comparados.

Observou-se, contudo, que nos trés experimentos os grupos funcionais
relacionados as categorias Processos celulares, Metabolismo energético, Metabolismo
de acidos graxos, fosfolipideos e esterol, Funcbes regulatérias, Tradugcdo e Proteinas
de transporte e ligacdo se destacaram representando a condicao de fase log do cultivo
“in vitro” em meio YMB (Figura 23), assemelhando-se ao comportamento da bactéria de
vida-livre. Contudo, a heterogeneidade observada nas categorias para 0 mesmo meio
nos diferentes experimentos, representa justamente a grande variagao metabdlico dos
bacteridides nos diferentes estagios de simbiose analisados, considerando que a

comparacao “in vitro” e em simbiose constitui processos bastante distintos.
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Categorias

OYMB contra 13 dai @YMB contra 28 dai BYMB contra 48 dai

1 Biossintese de aminoacidos 9 Funcgdes regulatérias

2 Biossintese de cofatores, grupos prostéticos e carreadores 10 Replicagao do DNA, recombinagéo e reparo
3 Envelope celular 11 Transcrigao

4 Processos celulares 12 Tradugao

5 Metabolismo intermediario central 13 Proteinas de transporte e ligacdo

6 Metabolismo energético 14 Qutras categorias

7 Metabolismo de acidos graxos, fosfolipideos e esterol 15 Hipotéticas

8 Purinas, pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos

Figura 23: Distribuicdo categorizada por grupos funcionais dos genes de B. elkanii
cultivada em meio YMB.
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V. DISCUSSAO FINAL.

O fato do genoma de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 ainda estar em
andamento ndo impediu de construir um microarranjo parcial de DNA gendémico desta
bactéria, para finalidades de analises de transcriptoma parcial e outras prospeccdes. As
fungbes dos genes analisados neste trabalho foram atribuidas por homologia com
proteinas cujas sequéncias encontram-se em bancos de dados. Os dados
apresentados refletem as taxas de expressao dos niveis relativos dos transcritos de
genes individuais, ndo fornecendo indicacbes dos mecanismos de regulacdo. A
tendéncia geral dos resultados mostrou-se clara e contundente, embora alguns dados
individuais de expressao possam estar superestimados devido a problemas técnicos
Portanto, deve ser considerado que para se estudar a regulacdo génica destes
transcritos, verificagdes individuais e funcionais devem ser levadas em conta.

Dado ao grande volume de dados gerados nesta tese, 0s experimentos
comparativos, a principio, foram considerados mais de forma qualitativos do que
quantitativos. Os valores de expressdao génica sao determinados como taxas de
expressao de uma condicao experimental, ou teste, sobre outra condicao referéncia, ou
controle. Assim, a escolha da condicao de referéncia tem implicacbes diretas sobre os
resultados obtidos, uma vez que a taxa de expressao de determinado gene depende de
sua expressao em ambas as condi¢coes.

O numero elevado de genes enquadrados na categoria hipotéticos, em todas as
analises corrobora e reflete a necessidade da ampliacao da biblioteca genémica de B.
elkanii 587. Adicionalmente, as andlises de transcriptoma trazem perspectivas
promissoras para futuras analises funcionais de genes independentes, ou de conjuntos

de genes envolvidos em determinada fungéo ou via metabdlica.
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A aparente alteracdo de um metabolismo respiratério aerdbio para anaerdbio
parece ser um dos resultados mais intrigantes, nos experimentos de cultivo “in vitro” nos
meios RDM e TY. Membros do género Bradyrhizobium podem crescer com baixos
niveis de oxigénio. Adicionalmente, algumas linhagens de B. elkanii fixam o nitrogénio
no estado de vida livre quando examinadas sob certas condicées especiais de cultivo
com fontes de carbono selecionadas e baixo nivel de oxigénio (KUYKENDAL, 2005).

A cadeia respiratoria em B. japonicum apresenta varios ramos, sintetizando um
namero de terminal-oxidases apropriadas para diferentes condicbes ambientais. Além
da terminal-oxidase heme-cobre tipo cbbs, fixNOQP, microaerdbica/simbibtica, sob
condicbes aerdbicas os elétrons sao canalizados do “pool” ubiquinol-10 via um
complexo proteina Fe-S de Rieske/citocromo bcy, genes focFH, e uma citocromo ¢
oxidase ligada a membrana, cycM, para a terminal-oxidase tipo aas, sitio de reducao do
O, (BOTT et al.,, 1990). Genes para uma citocromo ¢ terminal-oxidase alternativa,
coxMNOP, também foram descritos (BOTT et al., 1992). Evidéncias genéticas de uma
quarta terminal-oxidase, coxX, também foram apresentados. Esta ultima exibe maior
homologia com a subunidade | da citocromo oxidase o de E. coli que qualquer dos
genes de terminal-oxidase de B. japonicum (SURPIN et al., 1994).

Quanto ao fendtipo Hup que caracteriza a atividade hidrogenase de estirpes de
rizébios, os mesmos sio classificadas como Hup®, Hup™ e Hup-hr (“host regulated”).
Este fator é considerado chave na eficiéncia da fixacdo simbidtica do nitrogénio.
Durante este processo, enquanto N, é reduzido a NH;" pelo sistema enzimatico
nitrogenase, prétons também sado reduzidos a H,. Esta producdo de H, também é
dependente de ATP, representado um desperdicio de energia. Estirpes que induzem a
sintese de hidrogenase sao capazes de reciclar o subproduto H liberado, recuperando
até um terco da energia dispensada (CRAWFORD et al, 2000).

A habilidade em utilizar o H» é uma caracteristica desejavel para a produgcao de
inoculantes mais eficientes e produtivos, produzindo nédulos nos quais ndo ocorre a
perda de energia ocasionada pela reducao de prétons (LEMOS, 1994). A deteccdo da
expressao dos genes hupK e hypF em Bradyrhizobium elkanii também foi inesperada.
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Entretanto, a expressao deste gene sem a possibilidade de analise dos outros genes do
operon envolvidos no sistema dificulta a interpretacéo deste resultado.

A inducdo de genes envolvidos na simbiose e fixagao do nitrogénio, durante o
cultivo de Bradyrhizobium elkanii, deve ser considerada ao avaliar preparacdes de
inoculantes comerciais. A simulacdo de um ambiente com baixa tensao de oxigénio
pode estar acontecendo dentro das embalagens comerciais, durante a estocagem do
produto liquido. Assim, o0 mesmo processo de indugdo destes genes, observado em
nossas culturas, poderia vir a ocorrer nas formulagdes de inoculantes liquidos. Quanto
a esta condicao, duas hipoteses podem ser sugeridas, ambas das quais necessitam ser
experimentalmente analisadas e estudadas. Primeiro, as células presentes no
inoculante apresentam um conjunto de genes prontamente ativados para o processo de
simbiose e fixagcdo do nitrogénio no momento da inoculagcédo, sendo favoravel para a
interacdo com a planta. Segundo, as células bacterianas, quando liberadas da
embalagem para inoculacdo da planta, sofrem uma nova onda de inducdo da
expressao génica, como um retrocesso, retardando sua interagdo com a planta e o
processo de simbiose, propriamente dito. Embora a primeira hipétese seja bastante

atraente, a segunda parece ser mais adequada.
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VI. CONCLUSOES.

1. A biblioteca de DNA gendmico de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 foi ampliado em
9471 clones, contabilizando 18495 clones, e um microarranjo parcial de DNA gendémico
de B. elkanii SEMIA 587 contendo 2654 genes foi construido.

2. As células de B. elkanii SEMIA 587 possuem padrdes de expressao génica diferentes
em condi¢cdes de cultivo “in vitro”, nos meios RDM, TY e YMB, e em simbiose com
plantas de soja.

3. A presenca de genes relacionados as diferentes categorias de grupos funcionais,
confere ao microarranjo de DNA Be587 a versatilidade para andlises funcionais ou
outras prospeccoes.

4. A taxa de crescimento da bactéria B. elkanii SEMIA 587 foi quase 4 vezes mais lenta
em meio definido RDM que em meio rico TY.

5. A expressdao de genes relacionados as categorias de simbiose e fixacdao do
nitrogénio foi detectada na bactéria cultivada “in vitro”, tanto nos meio RDM como TY.

6. Os genes diferencialmente expressos em bacteridides, nos diferentes periodos de

maturacao, diferem em numero e tipo.

7. Os genes diferencialmente expressos para nodulagao foram identificados apenas em
bacteridides das fases 13 e 28 d.a.i, enquanto que o maior numero de genes
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diferencialmente expressos para fixacdo do nitrogénio se deu em bacteridides da fase
28 d.a.i..

8. Os bacteridides apresentaram mais genes diferencialmente expressos relacionados a
regulacao dos processos de simbiose e fixagdo do nitrogénio, do que genes estruturais.

9. A expressao diferencial dos genes nodQ, ndvC, sodF e codificador de tolerancia a
penicilina foi compartilhada por bacteridides das fases 13 e 28 d.a.i.,, enquanto a do
gene fixN foi compartilhada pelos bacteridides das fases 28 e 48 d.a.i..

10. O comportamento metabdlico de B. elkanii SEMIA 587 em meio YMB foi semelhante

ao da bactéria em vida-livre.
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MATERIAL SUPLEMENTAR



Tabela MS1: Genes diferencialmente expressos, para os diferentes grupos funcionais, mostrando taxas de
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expressao significantes para bactéira cultivada em meio TY (valores positivos) ou em meio RDM (valores negativos).
Expressao = log2 (TY/RDM).

Biossintese de aminoacidos / Aparato de traducdo / Funcdes regulatorias

Grupo funcional ID e-value Fase Gene (Produto génico) Expressao
Amino acid biosynthesis
Aspartate family blr6298 7e-22 lag probable asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] (asnB) 0,65
Aspartate family blr6299 2e-20 probable asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] (asnB) -0,79
Aspartate family blI5902  8e-22 99 threonine dehydratase 1,26
Aspartate family bll7862 1e-89 putative homoserine O-acetyltransferase -0,64
Branched chain family bll6037 4e-59 probable SgaA serine-glyoxylate aminotransferase -0,61
Aromatic amino acid family bir0650  4e-87  ©S1aC imidazoleglycerol-phosphate dehydratase(hisB) 0,94
Regulatory functions
blr4281 1e-69 lag transcriptional regulatory 1,14
bll5328 3e-77 two-component hybrid sensor and regulator 0,96
blr5832 4e-25 transcriptional regulatory protein MarR family 0,67
blr7984 2e-70 transcriptional regulatory protein TetR family -0,62
blr1847 3e-54 VirK protein homolog -0,76
bir4002  4e-22 99 transcriptional regulatory protein 0.89
blI3466 2e-80 transcriptional regulatory protein Crp family 0,70
bll2814 1e-48 transcriptional regulatory protein -0,59
blr3467 4e-04 two-component response regulator -0,65
blr7678 7e-90 transcriptional regulatory protein AraC family -0,69
bll0790 4e-61 probable transcriptional regulator -0,73
blr5548 2e-29 transcriptional regulatory protein LysR family -0,81
bli3466  2e-80 ©S1C yranscriptional regulatory protein Crp family 1,41
blr1163 7e-76 transcriptional regulatory protein MarR family 1,37
blr1096 4e-46 phosphate regulon, two-component response regulator (phoB) 1,00
bll0904 2e-16 two-component response regulator (regR) 0,96
bll2814 4e-35 transcriptional regulatory protein AsnC family 0,89
blr4002 4e-22 transcriptional regulatory protein AraC family 0,78
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blr8099 1e-63 GTP-binding protein 0,78
Translation
Aminoacyl tRNA synthetases and Trna modification bIr3790 3e-53 lag cysteinyl-tRNA synthetase (cysS) -0,87
Aminoacyl tRNA synthetases and Trna modification blr0627 e-106 log leucyl-tRNA synthetase (leuS) -0,68
Aminoacyl tRNA synthetases and tRNA modification blr1133 7e-37 lysyl-tRNA synthetase (/lysS) -0,69
Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides blr6589 2e-81 aminopeptidase P -0,70
Aminoacyl tRNA synthetases and Trna modification blI5087  2e-92 €SS gutamyltRNA (amidotransferase) 0,95
Aminoacyl tRNA synthetases and Trna modification blr1133 7e-37 lysyl-tRNA synthetase (lysS) 0,89
Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides bir3130 3e-37 serine protease DO-like precursor 0,88
Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides bl15368 1e-92 serine protease -0,69
Other categories
Other bll0916 e-104 log bifunctional uridylyltransferase/uridylyl-removing enzyme (g/nD) -0,62
Biossintese de nucleotideos / Replicacdo do DNA / Divisao celular
Grupo funcional ID e-value Fase Gene (Produto génico) Expressio
Purines, pyrimidines, nucleosides, and nucleotides
Purine ribonucleotide biosynthesis blr4125 3e-86 lag 5'-phosphoribosyl-5-aminoimidazole synthetase (garS) -0,86
Purine ribonucleotide biosynthesis blli4102 5e-71 rRNA-adenine N6,N6-dimethyltransferase (ksgA) -0,96
Purine ribonucleotide biosynthesis blr7256 7e-57 log putative adenylate cyclase -0,93
Pyrimidine ribonucleotide biosynthesis bll4805 3e-70 CTP synthase (pyrG) 0,66
Purine ribonucleotide biosynthesis bir7737  1e-89  ©S1aC putative adenylate cyclase 0,92
Pyrimidine ribonucleotide biosynthesis blr7371 4e-10 carbamoylphosphate synthase small chain (carA) 1,07
bll4805 3e-70 CTP synthase(pyrG) 1,06
DNA replication, recombination, and repair
bllo572  8e-33 '@ putative DNA topoisomerase | 0,67
bll0875 6e-77 recombinase -0,97
bir5111  1e-60  °9  DNA topoisomerase | (topA) -0,63
bll4696 1e-62 DNA gyrase subunit A (gyrA) -0,67
bll5057 3e-98 topoisomerase Il (gyrA) -1,14
bll0572  8e-33  ©StAC pytative DNA topoisomerase | 0,93
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Cellular processes
Cell division blr0616  1e-54 139 cell division protein (ftsK) 0,89

Biossintese de cofatores, grupos prostéticos e carreadores / Proteinas de transporte e ligacdo / Processos Celulares

Fase

Grupo funcional ID e-value Gene (Produto génico) Expressao
Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups, and carriers
Cobalamin, heme, phycobilin and porphyrin bir3257 5660 129 cobalamin biosynthesis protein(cobD) -0,87
Cobalamin, heme, phycobilin and porphyrin bll7942 e-119 log probable 3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase (pcaB) 0,82
Cobalamin, heme, phycobilin and porphyrin bll7086 5e-41 anaerbic coproporphyrinogen Il oxidase (hemN) 0,79
Cobalamin, heme, phycobilin and porphyrin bll2399 4e-52 uroporphyrinogen decarboxylase (hemE) -0,65
Nicotinate and nicotinamide blr0430 6e-69 nicotinate-nucleotide adenylyltransferase (nadD) 0,60
Thiamine blr6658 1e-53 thiamine-phosphate pyrophosphorylase (thiE) 0,90
Cobalamin, heme, phycobilin and porphyrin bll7086  5e-41  ©StC anaerbic coproporphyrinogen Il oxidase (hemN) 1,68
Nicotinate and nicotinamide blr0430 6e-69 nicotinate-nucleotide adenylyltransferase (nadD) 1,21
Thioredoxin, glutaredoxin, and glutathione blr2404 9e-48 probable gamma-glutamyltranspeptidase precursor (ggt) 0,77
Transport and binding proteins
bli3383  5e-31 1@ ABC transporter permease protein 1,19
bll5251 1e-06 putative transporter transmembrane protein 0,72
blr5151 2e-98 hypothetical transport protein 0,61
blr1485 2e-98 sulfate ABC transporter ATP-binding protein -0,63
blr4512 9e-94 probable ABC transporter permease protein -0,80
blr1452 1e-52 ABC transporter ATP-binding protein -0,85
bl18038 9e-60 putative manganese transport protein -0,86
blr4512 9e-94 probable ABC transporter permease protein -0,87
blr5671 4e-29 ABC transporter permease protein -0,98
bli3875 2e-30  1°9  hypothetical metabolite transport protein 0,66
blr0971 3e-35 ABC transporter ATP-binding protein 0,60
bir3104 8e-60 major facilitator superfamily transporter -0,60

bll0731 6e-94 glycerol-3-phosphate ABC transporter membrane spanning protein -0,63



131

blr4039 7e-81 ABC transporter substrate-binding protein -0,64
blr4115 2e-98 putative symporter -0,67
blr3904 2e-92 probable iron transport protein -0,69
blr5671 4e-29 ABC transporter permease protein -0,74
blr1891 e-116 ABC transporter permease protein -0,75
blI3739 1e-50 probable Na+/H+ antiporter -0,78
blr3099 2e-84 ABC transporter ATP-binding protein -0,82
blr0608 3e-26 similar to ammonium transporter -0,83
bll1210 3e-24 ABC transporter permease protein -0,87
blr1485 2e-98 sulfate ABC transporter ATP-binding protein -0,89
bir3568  e-110 ©S1C ABC transporter permease protein 1,24
bll6064 1e-55 ABC transporter ATP-binding protein 1,20
blr4449 2e-75 amino acid ABC transporter ATP-binding protein 1,13
bl16293 1e-18 HlyB/MsbA family ABC transporter 1,08
bll1193 e-100 integral inner membrane metabolite transport protein (mtbA) 0,85
blI3875 3e-58 hypothetical metabolite transport protein 0,78
blr4115 1e-59 putative symporter 0,72
blr7823 4e-57 ABC transporter ATP-binding protein -0,66
bll7341 2e-33 RhtB family transporter () -0,56
Cellular processes
Chemotaxis bll0096 1e-47 Iag putative methyl accepting chemotaxis protein 0,80
Plasmid transfer blig285  5e-81 probable conjugal transfer protein (trbE) -1,01
Protein and peptide secretion blr7482 4e-38 Tg putative lipoprotein signal peptidase 1.04
Chaperones bl15480 5e-61 %putative chaperone 0,97
Plasmid transfer bll8285 5e-81 probable conjugal transfer protein(trbE) 1,01
Metabolismo intermediario central / Metabolismo energético / Metabolismo de acidos graxos, fosfolipideos e esterol / Envelope celular
Grupo funcional ID e-value Fase Gene (Produto génico) Expressio
Central intermediary metabolism
Polysaccharides and glycoproteins blr6768 2e-81 lag glycogen branching enzyme (glgB) -0,99
Other bll2065 8e-70 carbonic anhydrase (icfA) -0,85



Other

Nitrogen metabolism
Nitrogen metabolism
Nitrogen metabolism
Nitrogen metabolism

Energy metabolism

Respiration

Respiration

Respiration

Respiration

Other

Pyruvate and acetyl-CoA metabolism
Pyruvate and acetyl-CoA metabolism
Pyruvate and acetyl-CoA metabolism
Pyruvate dehydrogenase

Other

Glycolysis

Sugars

Sugars

Sugars

Respiration

Fatty acid, phospholipid and sterol metabolism

bll7271

bll0199
blr2806
blr0725
bsr1750

blr3728
blr0150
bll3782
bll4911
blr2586
bll8141
blr4655
blr3958
bll4782
blr2583
blr6760
bll0322
bll0323
bll5920
bll2210

blr2947
bll6043
bll3855
blr0604
blr1159
bll6363
bll4711
blr1046
blr5668

6e-92
5e-61
2e-44
2e-65
7e-40

1e-63
e-143
1e-61
1e-71
2e-55
e-113
8e-78
e-121
2e-80
1e-83
4e-72
2e-85
2e-47
4e-59
1e-97

3e-46
4e-82
2e-72
e-108
8e-47
1e-68
6e-53
8e-30
7e-69

log

lag

log

estac

lag

log
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carbon monoxide dehydrogenase large chain
probable nitrile hydratase regulator

nitrite extrusion protein

nitrogen regulatory IlIA protein (ptsN)
ferredoxin (fer3)

cytochrome D ubiquinol oxidase subunit
cytochrome O ubiquinol oxidase subunit | (cyoB)
cytochrome C oxidase (coxP)

NADH ubiquinone oxidoreductase chain G(nuoG)
ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit (cbbS)
phosphoenolpyruvate carboxykinase (pckA)
Phosphoenolpyruvate synthase (ppsA)

putative acetyl-coenzyme A synthetase

pyruvate dehydrogenase beta subunit (pdhB)
transketolase (cbbT)

glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (zwf)
probable trehalose-6-phosphate synthase (otsA)
probable trehalose-phosphatase (otsB)
UDP-glucuronic acid epimerase (/spL)
multicopper oxidase (CopA)

probable acyl-CoA dehydrogenase

enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
putative acyl-CoA dehydrogenase

acyl-CoA thioesterase Il (tesB)

acyl-CoA thiolase

putative acyl-CoA dehydrogenase

fatty acid CoA ligase
long-chain-fatty-acid-CoA ligase
B-ketoadipate enol-lactone hydrolase (pcaD)

-1,11
-0,62
-0,64
-0,76
-0,85

1,17
1,15
-0,85
-0,97
-0,70
-0,65
-0,74
-1,00
-0,64
-0,74
1,10
1,05
0,95
0,93
1,13

1,19
0,91
-0,67
-0,69
-0,73
0,81
0,81
-0,59
-0,61



133

bir1021 3e-40 putative acyl-CoA dehydrogenase -0,61
bll7864 9e-12 putative long-chain-fatty-acid--CoA ligase -0,63
bll7928 7e-35 putative fatty-acid--CoA ligase -0,72
bir3955  1e-30  ©S1aC 40y1-CoA dehydrogenase 1,26
blr0981 3e-42 acyl-CoA dehydrogenase 1,23
bll2948 e-100 putative long-chain-fatty-acid--CoA ligase 0,79
blr0139 e-123 putative acyl-CoA dehydrogenase -0,54

Cell envelope

Membranes, lipoproteins and porins blle516  8e-47 lag putative transmembrane protein -0,66

Murein sacculus and peptidoglycan blr3745  8e-99 _estac. periplasmic mannitol-binding protein 1,03

Genes relacionados a simbiose e fixacado do nitrogénio, relacionados a condicoes microaerébicas, induzidos in vitro

Fase

Grupo funcional ID e-value Gene (Produto génico) Expressao
Central intermediary metabolism
Nitrogen fixation blr7496  1e-34 '@ nitrogen fixation protein 0,89
Nitrogen fixation biri770  3e-45 99 molybdenum processing protein (nifQ) 0,74
Nitrogen fixation blr2763 8e-67 cytochrome-c oxidase (fixN) -0,67
Nitrogen fixation blr1756 2e-44 ﬁnitrogenase metalloclusters biosynthesis protein (nifS) 0,91
Nitrogen fixation blr1756 2e-44 nitrogenase metalloclusters biosynthesis protein(nifS) -0,63
Other bll6933 1e-28 HupK protein (hupK) 0,88
Cellular processes
Detoxification bll7774  9e-95 @9 guperoxide dismutase 1,13
Detoxification blr0778  7e-78  ©S1C catalase 1,14
Other categories
Symbiosis bir2025 2673 138 acyl transferase (nodA) 1,00
Symbiosis bil1631  5e-90 °9 GDP-mannose 4,6-dehydratase (noel) -0,68

Symbiosis blr3959 1e-72 nodulation protein N (nodN) -1,00




Outras categorias / Genes hipotéticos
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Grupo funcional ID e-value Fase Gene (Produto génico) Expressao
Other categories
Drug and analog sensitivity bIr6569  2e-45 129 MFS permease 0,91
Transposon-related functions blr1707 e-104 putative transposase -0,78
blr1915 2e-49 probable reverse transcriptase/maturase family protein -0,82
blr0023 e-130 putative transposase -0,85
birg220  2e-51 putative transposase -1,21
Other bli3065  3e-57 hypothetical aldolase class Il protein 1,64
bll1317  2e-49 peroxiredoxin 0,79
blr1409 8e-99 probable dehydrogenase -0,64
bll7989 6e-75 S-adenosylmethionine synthetase (mat) -0,76
blr67391  2e-59 probable pyrroloquinoline quinone synthesis protein E (pqqE) -0,86
blr3295  5e-54 D-hydantoinase -1,03
Drug and analog sensitivity blI3903 5e-67 Io—gputative multidrug resistance protein -0,79
Transposon-related functions bsl1937  4e-30 putative transposase 0.92
blrg220 2e-51 putative transposase -1,24
Other bli2737  2e-35 oxidoreductase with iron-sulfur subunit 0,89
blr7885 2e-93 oxidoreductase 0,74
blr3392 4e-07 dehydrogenase 0,67
blr1409 8e-99 probable dehydrogenase -0,76
bll2568 1e-54 probable acetyltransferase -0,76
bll1531 2e-16 probable oxidoreductase -0,86
bll5442 e-116 putative oxidoreductase -0,96
bll4101 4e-36 putative NAD-dependent alcohol dehydrogenase -1,35
Transposon-related functions bll1545 1e-39 _€StaC. pyytative transposase 1,24
bsl1937 4e-30 putative transposase 0,90
Other bli3369  9e-11 putative gluconolactonase 1,21
blr6611 2e-62 amidase 1,07
bll7886 3e-64 probable 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase 0,99
bll7898 2e-09 alcohol dehydrogenase 0,96
bll4800 6e-24 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase (kdsA) 0,84
bll2434 5e-14 plasmid stability protein 0,75



Hypothetical

Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein

blr0767
blr5134
bll6068
blr3926
bll4295
blr1084
bll3837
blr1931
bll0793
blr0642
bll4742
blr2889
bll6764
bll0351
blr6139
blr2058
blr2426
blr7909
blr4495
bll4485
blr0422
blr7623
bll6474
bll3837
blr2487
bll7083
blr4478
blr4890
blr8037
blr6216
blr1934

6e-46
3e-77
1e-39
e-111
6e-21
4e-07
5e-54
1e-40
4e-60
2e-49
7e-73
2e-32
1e-78
e-116
5e-60
7e-62
e-110
3e-60
1e-41
1e-75
3e-59
2e-49
4e-74
5e-54
1e-04
3e-57
2e-47
1e-37
e-108
3e-54
1e-80

lag

log

estac.

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
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1.12
0.98
0.79
0.64
-0.94
-0.89
-0.88
-0.62
1.17
0.95
0.73
0,70
0,60
-0.91
-0.93
-0.83
-0.81
-0.77
-0.73
-0.73
-0.68
-0.66
-0.65
-0.64
-0.63
-0.61
-0.61
-0.61
-0,60
1.26
1.25



Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein

Conserved hypothetical protein

blr2889 2e-32
blr1931 1e-75
blr8130 2e-69
blr2083 8e-86
bllg257 e-123
bll1129 4e-24
blr4409 e-113
bll1142 4e-95
blr0479 2e-45
bll0702 2e-97
bll5621 3e-59

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
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1.24
1,20
1.11
1.03
0.98
0.97
0.96
0.96
0.91
0.91
0,79

Tabela MS2: Genes diferencialmente expressos, para os diferentes grupos funcionais, mostrando taxas de

expressao significantes para bacteridides em diferentes estagios de desenvolvimento da simbiose nodular.

Expressao = log2 (Bacteriéide/Bactéira YMB).

13 D.A.l. (Dias Apos Inoculacao)

Grupo funcional Acesso (ID) e-value Gene (Produto génico) Expressao
Amino acid biosynthesis
Branched chain family bll0414 6e-57 3-isopropylmalate dehydrogenase(/euB) 2.25
Serine family / Sulfur assimilation bll4682 2e-48 cysteine synthase (cysK) 1.19
Aspartate family blr0685 7e-87 dihydrodipicolinate reductase (dapB) 2.57
Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups, and carriers
Cobalamin, heme, phycobilin and porphyrin bllI7076 1e-74 Hemin receptor precursor (hmuR) 1.16
Cell envelope
Murein sacculus and peptidoglycan blr1314 3e-82 penicillin tolerance protein 1.19

Cellular processes



Cell division
Detoxification
Detoxification

Central intermediary metabolism

Nitrogen fixation
Nitrogen fixation

Energy metabolism

TCA cycle

Fatty acid, phospholipid and sterol metabolism

Purines, pyrimidines, nucleosides, and nucleotides
Purine ribonucleotide biosynthesis

Regulatory functions

DNA replication, recombination, and repair

Transcription
RNA synthesis, modification, and DNA transcription
RNA synthesis, modification, and DNA transcription

bll6596
bll7497
bll7774

blr4342
bll4612

bll3137

bll5335
blr0982

blr2264

blr4466
blr8150
bll1199

bll1144
blr5111
bll0823

bll0752
bll1447

1e-56
1e-40
9e-95

9e-19
6e-29

8e-65

5e-91
bir1e-39

6e-41

1e-28
e-126
2e-94

2e-50
1e-60
8e-73

4e-08
2e-34

cell division protein (fts2)
putative haloacetate dehalogenase (EC 3.8.1.3)
superoxide dismutase (sodF)

aminotransferase (nifS)

putative beta (1-6) glucans synthase (ndvC)

NADH dehydrogenase | chain F (nuoF)

blI5335 putative thiolase 5e-91
blr0982 acyl-CoA dehydrogenase 1e-39

blr2264 putative adenylate cyclase 6e-41

transcriptional regulatory protein AraC family
GTP-binding elongation factor (/epA)
two-component hybrid sensor and regulator

putative ATP dependent DNA ligase
DNA topoisomerase | (topA)
DNA gyrase subunit B (gyrB)

putative helicase 2
dead-box ATP-dependent RNA helicase (rhlE)

2.26
1.58
1.12

1.42
1.09

1.04

5.11
1.70

1.02

1.88
1.38
1.97

2.09
1.48
1.27

1.44
1.05
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Translation

Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides

Transport and binding proteins

Other categories

Drug and analog sensitivity
Symbiosis

Symbiosis

Other

Other

Other

Other

Other

Hypothetical

Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein

Conserved hypothetical protein

bll5153

bll0700
blr3357
blr1357

bll5460
bll1475
blr3959
bll0065
blr7491
blr6331
bll7010
blr4134

bll0702
blI5551

blr0911

bsr1458
blr5067
blr2544
bll0114
bll4295
bll6366
blig152
blr1934
blr4568
bll0912

e-116

1e-22
5e-13
8e-50

2e-24
4e-06
1e-72
6e-34
2e-08
2e-22
4e-08
2e-15

2e-97
2e-57
4e-76
1e-18
2e-29
3e-74
5e-15
6e-21
2e-61
2e-37
1e-80
2e-68
3e-92

ClpA-like protein

heavy-metal transporting P-type ATPase
ABC transporter ATP-binding protein
peptide ABC transporter ATP-binding protein

MFS permease

NodQ bifunctional enzyme (nodQ)

nodulation protein N (nodN)

putative DNA-binding protein

putative 2-keto-gluconate dehydrogenase
2-oxoisovalerate dehydrogenase alpha subunit (bkdA71)
sulfonate monooxygenase (ssuD)

aminotransferase

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

1.60

1.38
1.34
1.73

1.93
1.42
1.40
2.30
1.51
1.21
1.18
1.14

1.78
1.75
1.63
1.62
1.51
1.40
1.35
1.24
1.16
1.12
1.12
1.10
1.00

138




139

28 D.A.l
Grupo funcional Acesso (ID) e-value Gene (Produto génico) Expressao

Amino acid biosynthesis
Aspartate family blr7382 9e-94 Dihydrodipicolinate synthase (EC 4.2.1.52) 1.20
Glutamate family / Nitrogen assimilation blr4835 5e-83 glutamine synthetase | (g/nA) 1.24
Aspartate family blr4967 3e-80 O-acetylhomoserine sulfhydrylase (cysD) 1.22
Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups, and carriers
Thioredoxin, glutaredoxin, and glutathione blr0594 2e-94 thioredoxin (trxA) 1.38
Cell envelope
Murein sacculus and peptidoglycan blr1314 3e-82 penicillin tolerance protein 1.03
Cellular processes
Detoxification bll7774 9e-95 superoxide dismutase (sodF) 1.61
Plasmid transfer bll8282 1e-84 probable conjugal transfer protein (trbL) 1.63
Central intermediary metabolism
Nitrogen metabolism blr4948 4e-47 nitrogen regulatory protein Pll (g/inB) 1.10
Other blr3352 2e-38 putative carbon monoxide dehydrogenase small chain 1.23
Nitrogen fixation blr2763 8e-62 cytochrome-c oxidase (fixN) 1.32
Nitrogen fixation blr1761 2e-46 iron-sulfur cofactor synthesis protein (nif2) 1.19
Nitrogen fixation bll1421 1e-53 prephenate dehydratase (pheA) 1.19
Nitrogen fixation bll2623 2e-26 short-chain alcohol dehydrogenase (fixR) 1.12
Nitrogen fixation bll4612 5e-87 putative beta (1-6) glucans synthase (ndvC) 1.01
Energy metabolism
TCA cycle blr0183 2e-27 citrate synthase (cis) 1.02
Sugars blr6758 2e-97 probable transaldolase 1.19
Regulatory functions

bll0635 5e-90 transcription termination factor (rho) 1.07



DNA replication, recombination, and repair

Translation

Aminoacy! tRNA synthetases and tRNA modification

Transport and binding proteins

Other categories
Other

Other

Other

Other

Other

Symbiosis

Other
Hydrogenase
Symbiosis

Hypothetical

Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein

blr1163
blr3219

blr8131
bli8114

bll5750

bll5251
bll2870
blr3570
bll5648
blr1050
bll3965

bll6073
blr2256
bll4189
blr6965
bll6241
bll7861
blr8187
bll6930
bll1475

blr7137
blr5067
blr8140

7e-76
4e-78

5e-61
9e-95

e-120

3e-68
6e-54
4e-20
9e-12
2e-93
1e-41

3e-93
5e-34
5e-09
7e-48
5e-32
2e-70
6e-40
1e-92
5e-96

2e-66
2e-29
3e-48

transcriptional regulatory protein MarR family
probable transcriptional regulator

DNA polymerase | (polA)
recombination protein (recR)

alanyl-tRNA synthetase (alaS)

putative transporter transmembrane protein

putative transporter transmembrane protein

ABC transporter ATP-binding protein

nitrate ABC transporter permease protein

branched chain amino acid transport system substrate binding protein
probable ATP-binding protein

probable poly-beta-hydroxybutyrate polymerase (EC 2.3.1.-) (phbC)
hypothetical oxidoreductase

putative acetyl-hydrolase

putative dehalogenase

urocanase (hutU)

putative rhizopine catabolism protein

dehydrogenase

hydrogenase maturation protein (hypF)

NodQ bifunctional enzyme (nodQ)

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

1.05
1.32

1.42
1.43

1.03

1.66
1.18
1.20
1.04
2.44
1.05

1.00
1.02
1.39
1.73
1.19
1.12
1.17
1.57
1.25

3.77
1.07
1.15
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Conserved hypothetical protein blr7530 1e-12 hypothetical protein 1.05
Conserved hypothetical protein blr5569 7e-64 hypothetical protein 1.75
Conserved hypothetical protein bll1020 2e-77 hypothetical protein 1.23
Conserved hypothetical protein bll4830 2e-37 hypothetical protein 4.38
Conserved hypothetical protein blr7995 e-106 hypothetical protein 2.43
Conserved hypothetical protein bll6366 2e-61 hypothetical protein 1.80
48 D.A.L

Grupo funcional Acesso (ID) e-value Gene (Produto génico) Expressao
Amino acid biosynthesis
Aromatic amino acid family blr0745 7e-16 tryptophan synthase beta subunit (irpB) 0.77
Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups, and carriers
Thioredoxin, glutaredoxin, and glutathione blr2404 e-104 probable gamma-glutamyltranspeptidase precursor (EC 2.3.2.2) (ggt) 0.60
Central intermediary metabolism
Nitrogen fixation bll2757 4e-72 transcriptional regulatory protein Crp family (fixK2) 1.07
Polysaccharides and glycoproteins blr6459 1e-78 glycogen synthase (glgA) 0.67
Nitrogen fixation blr2769 5e-07 E1-E2 type cation ATPase (fix/) 0.61
Nitrogen fixation blr2763 8e-62 cytochrome-c oxidase (fixN) 0.85
Nitrogen metabolism bsr1750 7e-40 ferredoxin (fer3) 0.58
Energy metabolism
Pyruvate and acetyl-CoA metabolism bll4784 5e-91 aldehyde dehydrogenase 0.66
Transcription
RNA synthesis, modification, and DNA transcription bll1028 2e-15 RNA polymerase sigma factor (carQ) 0.73
Translation
Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides bll5267 1e-34 propionyl-coenzyme A carboxylase, alpha polypeptide (pccA) 0.67

Transport and binding proteins
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blr3223 4e-45 ABC transporter permease protein 0.61
bll6354 8e-29 ABC transporter permease protein 1.04
blr3357 5e-13 ABC transporter ATP-binding protein 0.67
blr1428 2e-27 ABC transporter ATP-binding protein 0.65
Other categories
Transposon-related functions blr2477 2e-10 putative transposase 0.76
Other blI3375 e-114 probable dehydrogenase 0.59
Other bll2678 4e-06 putative D-lactate dehydrogenase (cytochrome) protein 0.60
Transposon-related functions blr8004 1e-09 probable site-specific integrase/recombinase 0.65
Other blr7589 2e-52 putative oxidoreductase 1.18
Other blr6611 2e-62 amidase 0.59
Hypothetical
Conserved hypothetical protein blr6774 2e-41 hypothetical protein 0.82
Conserved hypothetical protein bll0796 4e-31 hypothetical protein 0.83
Conserved hypothetical protein bll5313 4e-41 hypothetical protein 0.64
Conserved hypothetical protein bl16809 1e-55 hypothetical protein 0.59
Conserved hypothetical protein blr2751 1e-89 hypothetical protein 1.31
Conserved hypothetical protein bll6366 2e-61 hypothetical protein 0.59

Tabela MS3: Genes diferencialmente expressos, para os diferentes grupos funcionais, mostrando taxas de
expressao significantes para bactéria cultivada em meio YMB. Expressao = log2 (Bacteridide/Bactéira YMB).

YMB (em relacao a 13 d.a.i.)
Grupo funcional Acesso (ID) e-value Gene (Produto génico) Expressao

Celular processes
Detoxification bll2856 1e-92 probable cytochrome P450 (EC 1.14.-.-) -1.20
Cell division bll6508 2e-92 putative hydrolase serine protease transmembrane protein -1.21



Energy metabolism
Glycolysis

Fatty acid, phospholipid and sterol metabolism

Purines, pyrimidines, nucleosides, and nucleotides
Purine ribonucleotide biosynthesis

Regulatory functions

DNA replication, recombination, and repair

Transcription
RNA synthesis, modification, and DNA transcription

Transport and binding proteins

Other categories
Transposon-related functions
Other

Other

Hypothetical

blr2436

bll1319
blr3956

blr4264

bll0240
blr4255

bll0051
blr0915

blr7812

bll0700
blr6248
blr6648

bll2855
blr6288
blr8301

2e-97

1e-13
2e-66

3e-85

2e-24
2e-16

2e-55
4e-54

3e-28

3e-27
1e-85
3e-68

e-119
1e-09
2e-32

glycerol-3-phosphate dehydrogenase(gipD)

-chain-fatty-acid-CoA ligase (EC 6.2.1.3)(fadD)
enoyl-CoA hydratase

putative adenylate cyclase protein

transcriptional regulatory protein AsnC family
transcriptional regulatory protein AraC family

methylated-DNA-[protein]-cysteine S-methyliransferase (EC 2.1.1.63) (ogt)
replication protein A(repA)

putative RNA polymerase sigma factor

heavy-metal transporting P-type ATPase
ABC transporter ATP-binding protein
ABC transporter substrate-binding protein

ornithine aminotransferase (EC 2.6.1.13)(rocD)
putative 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase (EC 1.1.1.100)
putative transposase

-1.09

-1.80
-1.04

-4.37

-1.23
-1.19

-1.44
-1.04

-3.01

-1.04
-1.17
-1.21

-1.03
-1.14
-1.16
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Conserved hypothetical protein bll7553 1e-36 hypothetical protein -1.58
Conserved hypothetical protein blr1327 1e-65 hypothetical protein -1.08
Conserved hypothetical protein blr2058 7e-62 hypothetical protein -1.38
Conserved hypothetical protein blr2426 e-110 hypothetical protein -1.79
No similarity blr4339 e-122 unknown protein -1.10
Conserved hypothetical protein blr4357 9e-06 hypothetical protein -1.08
Conserved hypothetical protein blr5306 1e-56 hypothetical protein -1.07
YMB (em relacao a 28 d.a.i.)
Grupo funcional Acesso (ID) e-value Gene (Produto génico) Expressao
Amino acid biosynthesis
Serine family / Sulfur assimilation bll6120 6e-56 putative sulfite oxidase cytochrome subunit -1.11
Branched chain family blr4023 2e-73 putative acetolactate synthase (EC 4.1.3.18) -1.67
Cellular processes
Plasmid transfer bll8285 5e-81 probable conjugal transfer protein(trbE) -1.50
Central intermediary metabolism
Polysaccharides and glycoproteins blr8272 5e-20 probable phosphoglucomutase phosphomannomutase protein -1.20
Energy metabolism
Sugars bll0322 2e-85 probable trehalose-6-phosphate synthase(otsA) -1.30
Respiration bll4480 1e-43 probable cytochrome C oxidase polypeptide | (EC 1.9.3.1) -1.06
Fatty acid, phospholipid and sterol metabolism
bll1319 e-114 long-chain-fatty-acid-CoA ligase (EC 6.2.1.3)(fadD) -1.66
Regulatory functions
bll1029 7e-70 two-component response regulator -1.26
blr4002 4e-22 transcriptional regulatory protein AraC family -2.18
blr4230 8e-43 transcriptional regulatory protein TetR family -1.42
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Translation
Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides bll1351 3e-90 putative serine protease -1.87
Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides blr1404 6e-78 ATP-dependent protease, ATP-binding subunit(clpB) -1.68
Transport and binding proteins
bll0089 1e-68 ABC transporter permease protein -1.32
bir3815 6e-06 putative cation-transporting ATPase (EC 3.6.3.-) -1.97
Hypothetical
Conserved hypothetical protein blI3055 3e-35 hypothetical protein -1.79
Conserved hypothetical protein bir3043 5e-33 hypothetical protein -1.28
YMB (em relacao a 48 d.a.i.)
Grupo funcional Acesso (ID) e-value Gene (Produto génico) Expressao
Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups, and carriers
Cobalamin, heme, phycobilin and porphyrin blr2398 3e-27 porphobilinogen deaminase (EC 4.3.1.8)(hemC) -0.64
Cellular processes
Detoxification blr7243 7e-44 putative cytochrome P450 -0.75
Fatty acid, phospholipid and sterol metabolism
blr7844 2e-48 enoyl-CoA hydratase(fad) -0.91
Regulatory functions
bll0687 b2e-46 transcriptional regulatory protein AraC family -0.74
blr7396 4e-17 two-component hybrid sensor and regulator -0.64

Tranlation



Protein modification and translation factors
Degradation of proteins, peptides, and glycopeptides
Aminoacyl tRNA synthetases and tRNA modification

Transport and binding proteins

Other categories

Drug and analog sensitivity
Drug and analog sensitivity
Other

Transposon-related functions

Hypothetical

Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein

bll2554
bll4822
blr3229

bll3902
blr5675
blr6152

bll5360
blr1516
blr1686
blr2053

bll2237
bllg014
blr1003
blr2426
blr3822
blr4161

e-117
3e-72
1e-07

1e-44
7e-52
2e-71

4e-46
6e-21
2e-50
3e-54

e-110
2e-75
6e-43
2e-13
4e-35
2e-23

glycine cleavage system T protein, aminomethyltransferase(gcvT)
carboxy-terminal protease(ctpA)
putative glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit (EC 6.3.5.-)

AcrB/AcrD/AcrF family protein
ABC transporter substrate-binding protein
ABC transporter ATP-binding protein

putative beta-lactamase precursor (EC 3.5.2.6)
RND multidrug efflux transporter(acrB)
putative aminotransferase protein

putative transposase

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

-0.61
-1.65
-0.59

-0.85
-0.80
-0.76

-0.68
-0.62
-1.05
-1.47

-0.67
-0.75
-0.63
-1.28
-0.88
-0.59
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1. Composicao dos meios utilizados para cultivo de Bradyrhizobium elkanii

SEMIA 587.
YMB (""Yeast Mannitol Broth") / pH 6,8 Composicao do Meio Concentragao
KoHPO, 500 mg/L
YMA ("Yeast Mannitol Agar") / pH 6,8 Adicionam-se 9 g/L de agar ao meio YMB.
MgSO, x 7H.O 200 mg/L
NaCl 100 mg/L
Manitol 10 g/L

Extrato de Levedura 500 mg/mL

TY ("Triptone-Yeast Medium") / pH 7,0

Composicao do Meio Concentracdo

Triptona 500 mg/mL
Extrato de Levedura 300 mg/mL
CaCl, 870 mg/mL

RDM ("Rhizobium Definied Medium") / pH 6,9

Composicao do Meio Concentracdo

KoHPO, 230 mg/mL
MgSO,4 x 7H,O 100 mg/mL
Glutamato Na*® x 1H,0O 1100 mg/mL
Glicerol 4 mL/L

Preparar na forma de estoque [1000x]. Utilizar 1 mL/L.

Elementos Tracos

CaCl, 5 mg/mL
HsBO4 145 mg/mL
FeSO, x 7H,O 125 mg/mL
CoS0O,4 x 7H0O 70 mg/mL
CuSO, x 7H,O 5 mg/mL
MnCl, x 4H,O 4,3 mg/mL
ZnS0O, x 7H,O 108 mg/mL
NaMoO, 125 mg/mL

Preparar na forma de estoque [1000x] em 0,05M Na,HPOQO,, pH 7,0.

Utilizar 1 mL/L. Vitaminas
Riboflavina 0,02 mg/mL
Acido P-Aminobenzéico 0,02 mg/mL
Acido Nicotinico 0,02 mg/mL
Biotina 0,02 mg/mL
Tiamina-HCI 0,02 mg/mL
Piridoxina-HCI 0,02 mg/mL

Pantotenato de Ca*® 0,02 mg/mL
Inositol 0,12 mg/mL
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2. Composicao da solucao nutritiva isenta de nitrogénio, para plantas de soja.

Solucao Nutritiva de Gibson / pH 6,8
Composicao Concentracao
KoHPO, x 3H,O 160 mg/L
MgSO, x 7H,O 110 mg/L
CaCl, x 2H,O 7,5 mg/L
KCI 110 mg/L
FeCl; 8g/L
Micronutrientes 1 mL/L da solug&o estoque [1000x]
Estoque de Micronutrientes
H;BO; 2,86 g/L
MnSO, x 1TH,O 2,08 g/L
ZnSO4 x 7H,O 0,22 g/L
CuS0O,4 x 5H,O 0,08 g/L
NaMoO, 0,11 g/L
CoCl, x 6H,O  0,0073 g/L

3. Meio utilizados para transformacao de células competentes, Escherichia coli.

Meio LB (Luria e Bertani) / pH 7,0

Composicao Concentragao
Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5 g/L
NaCl 10 g/L
Meio sélido Adicionam-se 9 g/L de agar ao meio
Meio SOB/pH 7,0
Composicao Concentragao
Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5 g/L
NaCl 0,5¢g/L
KCL 250 mM 10 mL/L
MgCl, 1M 10 mL/L

Meio SOC/pH 7,0
Meio SOB enriguecido com 20 mM de glicose
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4. Linhagem de E. coli utilizada como hospedeiro.

Foi utilizada a linhagem DH5a F [supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17,
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1], sensivel a ampicilina (Ap). Corresponde a uma
linhagem supressiva deficiente em recombinacdo. ¢80 lacZAM15 permite a o
complementacdo com o N-terminal da B-galactosidase coficada pelo vetor (Sambrook,
1989).

5. Controles negativos empregados no microarranjo de DNA Be587.

Os controles experimentais negativos sdo originarios do laboratério do Dr.
Rangasamy Periyannan Elumalai (Universidade do Arizona, USA):

- pHUM1 e pHUM7 (gene humano, usado como RT), inseridos no plasmideo pT3T7. A
amplificacdo destes insertos foi realizada com os iniciadores “forward” T7 (aat acg act
cac tat ag) e “reverse” T3 (taa ccc tca cta aag gga).

- 605077A07 (fator de elongacdo 1A) e 605028B02 (Tubulina a), inseridos no
plasmideo pAD-GAL4-2.1. A amplificacdo destes insertos foi realizada com os
iniciadores “forward” T7 (aat acg act cac tat ag) e “reverse” (cta ttc gat gat gaa gat acc).
- 707050B11 (subunidade menor da Rubisco), inserido no plasmideo pGAD100s.
Amplificado com a seguinte sequéncia dos oligonucleotideos: gtg aac ttg cgg ggt ttt tca
(“forward”) e cta ttc gat gat gaa gat acc (“reverse”).

Foi realizada a amplificagao por PCR com 100 pL de volume final contendo 60 ng
de DNA, 200uM dNTPs, 1U de Tag DNA polimerase, 3 pmoles de cada
oligonucleotideo, tampao de PCR (1x) e 2 mM de MgCl,. A amplificacdo foi realizada
em termociclador utilizando-se o seguinte programa de amplificacédo: Um cilo inicial de
94°C por 2 min, 35 ciclos (94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1,5 min) e um

ciclo final a 72°C por 10 min.
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6. Lista das quinze categorias de grupos funcionais de acordo com RhizoBase.

#

Categoria

1

Biossintese de aminoacidos
[aminoacidos aromaticos; aspartato; aminoacidos de cadeia ramificada; glutamato (assimilagdo de nitrogénio);

serina (assimilagdo de enxofre)]

Biossintese de Cofatores, Grupos Prostéticos e Carreadores
(biotina; carotendide; cobalamina, grupo heme, ficobilina e porfirina; acido fdlico; lipoato; menaquinona e
ubiquinona; molibdopterina; nicotinatoe nicotinamida; pantotenato; piridoxina,; quinolinato; riboflavina; tiamina;

tiredoxina, glutaredoxina e glutationa)

Envelope Celular
(membranas, lipoproteinas e porinas; mureina e peptidoglicano; polissacarideos de superficie, lipolisscarideos e

antigenos; estruturas de superficie)

Processos Celulares
(divisdo celular; morte celular; chaperoninas; quimiotaxia; destoxificagdo; secre¢do de proteinas e peptideos;
transformacéo; transferéncias de plasmideos)

Metabolismo Intermediario Central
(agucares aminados; compostos fosfdricos; fixagdo de nitrogénio; metabolismo do nitrogénio; polissacarideos e
glicoproteinas)

Metabolismo Energético
(Aminodcidos e aminas; via do glicolato; glicdlise; vias da pentose-fosfato; metabolismo do piruvato e acetil-CoA;
acucares, ciclo do acido tricarboxilico; respiragdo)

Metabolismo de Acidos Graxos, Fosfolipideos e Esterol

Purinas, Pirimidinas, Nucleosideos e Nucleotideos
(interconversées e “salvage” de nucleosideos e nucleotideos; biossintese de purinas e pirimidinas

ribonucleotidicas)

Funcoes de Regulagao

10

Replicacao, Recombinacao e Reparo de DNA

11

Transcrigcao
(degradacgéo de RNA; sintese de RNA, modificagéo e transcricdo de DNA)

12

Traducao
(tRNA aminoacil sintetases e modificacdo de tRNA; proteinas ribossomais, degradacdo de proteinas, peptideos e
glicoproteinas; nucleoproteinas; modificagao protéica e fatores de tradugdo)

13

Transporte e Proteinas de Ligacao

14

Outras Categorias
(adaptagbes e condigdes atipicas; sensibilidade a drogas e anadlogos; sensibilidade a radiagdo; proteinas de
“WD-repeat” (repetigdo de triptofano e aspartato); hidrogenase; transposons; simbiose)

15

Hipotéticas

(proteinas hipotéticas conservadas; sem similaridade)
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