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ANALISE GENETICA E FUNCIONAL DE GENES RELACIONADOS A CAPTACAO
DE SIDEROFOROS EM Bradyrhizobium elkanii ’

Autora: Adriana Ambrosini da Silveira
Orientagdo: Prof. Dra. Luciane M. P. Passaglia

RESUMO

Embora o ferro seja um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre,
somente uma pequena fracdo estd disponivel para ser utilizada pelos organismos vivos. A
solubilidade do ferro em solos com pH neutro é muito baixa, aproximadamente 10™'* M.
Em condi¢des de baixa disponibilidade de ferro, diversos microrganismos podem produzir
e excretar sider6foros, quelantes orgadnicos de baixo peso molecular envolvidos na
solubilizacdo e seqiiestro de Fe™. A captacdo de ferro € fator limitante para a fixagdo
biologica do nitrogénio, uma vez que esse elemento estd diretamente envolvido em
moléculas como a nitrogenase, leg-hemoglobina, ferredoxina e citocromos. Enquanto
microrganismos de vida-livre, os rizobios devem ser capazes de solubilizar ferro e
competir por ele no solo. As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium sdo de
grande relevancia agrondmica devido a capacidade de fixar nitrogénio em simbiose com
diversas leguminosas, especialmente a soja [Glycine max (L.) Merrill]. B. japonicum and
B. elkanii sao duas espécies capazes de nodular soja e quatro estirpes sdo comumente
utilizadas como inoculantes no Brasil: B. elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019 e B.
Jjaponicum SEMIA 5079 e SEMIA 5080. Os genes fegA e fhuA, relacionados a sintese de
proteinas de membrana transportadoras do complexo Fe’*—siderdforo ja foram
identificados em B. japonicum 61A152 e Rhizobium leguminosarum, respectivamente. Ao
contrario de B. japonicum, nada se conhece sobre esses genes na espécie B. elkanii. No
presente trabalho foram analisadas a habilidade em produzir sider6foros e a presenca de
genes relacionados a sintese de proteinas receptoras do complexo Fe’*—sideréforo entre
diferentes estirpes de Bradyrhizobium. Uma porcao do gene fhuA de B. elkanii foi isolada e
apresentou um elevado grau de conservacao com outros genes relacionados a captacio de
sider6foros em diferentes bactérias. Experimentos de Southern-blot demonstraram que
existe apenas uma copia do gene fhuA, e nenhuma do gene fegA, no genoma da estirpe
SEMIA 587 de B. elkanii. Através do tradicional método CAS, a capacidade de produzir e
captar sideréforos in vitro foi confirmada entre as estirpes de B. elkanii utilizadas como
inoculantes comerciais no Brasil. As linhagens de B. japonicum, entretanto, mesmo
possuindo receptores de membrana especificos para sider6foros, ndo sdo capazes de se
multiplicar em meio de cultura deficiente em ferro. Tais resultados indicam a possibilidade
de diferencas significativas quanto ao sistema de captacdo de ferro entre tais estirpes.
Estudos que confirmem a fun¢do do gene fhuA estao sendo conduzidos para verificagao da
viabilidade fenotipica de B. elkanii mutante para esse gene.

. Dissertacdo de Mestrado em Genética e Biologia Molecular, Departamento de Genética,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (97 p.) Marco, 2009.
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FUNCTIONAL AND GENETICS ANALYSIS OF SIDEROPHORE-UPTAKE GENES
IN Bradyrhizobium elkanii

Author: Adriana Ambrosini da Silveira
Adviser: Luciane M. P. Passaglia, Ph. D.

ABSTRACT

Although iron is one of the most abundant elements in Earth, only one small
fraction is available to be used by living organisms. The solubility of iron in soils with
neutral pH is very low, approximately 10" M. During iron deficiency, many
microorganisms can produce and excrete low molecular weight organic chelators termed
siderophores involved in the solubilization and sequestration of Fe’*. The iron uptake is a
limiting factor for the biological nitrogen fixation as iron is directly involved in many
molecules that are essential to this process, like nitrogenase, leg-hemoglobin, ferredoxin
and cytochrome. While free-living microorganism, rhizobia should be able to solubilize
iron and compete for it in soil. Bacteria belonging to the genus Bradyrhizobium are of
enormous agricultural value since they are able to fix atmospheric nitrogen in symbiosis
with several leguminous plants, especially soybean [Glycine max (L.) Merrill]. B.
Jjaponicum and B. elkanii strains are two species capable of nodulate soybean, in which
four strains are commonly used as inoculant in Brazil: B. elkanii SEMIA 587 and SEMIA
5019 and B. japonicum SEMIA 5079 and SEMIA 5080. In B. japonicum 61A152 and
Rhizobium leguminosarum fegA and fhuA genes, which are involved in the synthesis of
membrane Fe3+—sider0ph0re uptake proteins were already identified, respectively. In the
opposite, almost nothing is known about these genes in B. elkanii species. In this work the
siderophore production ability and the presence of genes related to the membrane Fe’*-
siderophore uptake were analyzed in several Bradyrhizobium strains. A B. elkanii fhuA
DNA region was isolated and it presented a high level of homology with others
siderophore uptake related genes from different bacterial species. Southern blot
experiments shown that there is a single fhuA gene copy in the B. elkanii SEMIA 587
genome, and no fegA gene was identified in this genome. Through the traditional CAS
methodology, the siderophore production and uptake in vitro activities were demonstrated
in the B. elkanii strains used as inoculant in Brazil. B. japonicum strains, however,
although having siderophores specific membrane receptors, were not able to growth in a
medium lacking iron. Such results indicated that significant differences concerning iron
uptake system might exist between these two bacterial species. Studies to confirm fhuA
gene function are under way aiming to verify the phenotypic viability of B. elkanii fhuA
mutants.

" Master of Science Dissertation in Genetics and Molecular Biology, Departament of Genetic,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (97 p.) March, 2009.
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1 Introducao

A rizosfera, regido do solo imediatamente proxima as raizes, é de fundamental
importancia para o desenvolvimento vegetal, uma vez que este € o ambiente circundante
para a captacdo de dgua e nutrientes pelas plantas (Alami et al., 2000). Sao diversos os
tipos de microrganismos encontrados na rizosfera e as associacdes entre esses a as raizes
vegetais podem ser benéficas, nocivas ou neutras para as plantas e, as vezes, o efeito de
uma bactéria em particular pode variar como conseqiiéncia das condi¢des do solo (Lynch,
1990). As bactérias capazes de beneficiar o desenvolvimento das plantas podem ser de dois
tipos gerais: existem as que estabelecem uma relacdo simbidtica com a planta hospedeira e
aquelas que vivem livremente no solo, mas que freqiientemente sdo encontradas perto ou
até mesmo dentro das raizes das plantas. As bactérias benéficas de vida livre no solo sdo
geralmente chamadas de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR —
plant growth promoting rhizobacteria) (Antoun et al., 1998; Alami et al., 2000; Harvey et
al., 2002; Selosse et al., 2004). O termo PGPR foi adotado por Schroth & Hancock (1982)
para descrever bactérias que fossem benéficas e bem adaptadas ao ambiente rizosférico,
diferenciando-as daquelas que ndo o colonizam ou nao o fazem tdo agressivamente.

Independentemente dos mecanismos de promocdo do crescimento vegetal, as
PGPRs s3ao um grupo benéfico e heterogéneo de microrganismos que podem ser
encontrados na rizosfera, superficie das raizes ou em associacdo com as mesmas. Porém,
alguns autores, como Gray & Smith (2005), incluem os rizébios entre as PGPRs devido a
bem caracterizada simbiose legume-rizébio. Pode-se caracterizar PGPRs intracelulalres —
iPGPR (vivem nos espagos entre as células do cértex radicular ou encontram-se em
estruturas especializadas, os nédulos) e PGPRs extracelulares — ePGPR (podem colonizar a
superficie radicular ou simplesmente viver proximas a ela) (Gray & Smith, 2005).

A promocao do crescimento pode ocorrer direta ou indiretamente (Glick, 1995).
Ha véarias maneiras pelas quais as PGPRs podem afetar de forma direta o desenvolvimento
das plantas: através da fixacdo de nitrogénio atmosférico; da solubilizacdo de minerais, tais
como fésforo; da producao de sider6foros (moléculas que solubilizam e seqiiestram ferro)
ou pela producdo de reguladores de crescimento vegetal (hormdnios) que acentuam o
crescimento vegetal em vdrios estidgios de desenvolvimento (Selosse et al., 2004; Vega,

2007). A promogao indireta de crescimento ocorre quando a bactéria diminui ou impede os



efeitos deletérios de um ou mais organismos fitopatogénicos, o que pode ocorrer pela
producdo de substancias antagonistas, ou pela inducdo de resisténcia a patégenos (Glick,
1995). Antibidticos, por exemplo, decrescem as atividades de microrganismos deletérios,
favorecendo, conseqiientemente, o desenvolvimento das plantas (Kloepper, 1993). Dessa
forma, a bactéria pode afetar o crescimento vegetal por um ou mais desses mecanismos,
assim como utilizar diferentes habilidades para promové-lo em vérios estdgios durante o
ciclo de vida da planta (Glick et al., 1999).

Os microrganismos fixadores de nitrogénio atmosférico sdo extensivamente
estudados devido a importancia do nitrogénio, um micronutriente indispensdvel ao
desenvolvimento vegetal e freqiientemente limitante para a producdo agricola. O
nitrogénio é um dos principais constituintes das biomoléculas e, em sua forma molecular
(N2), compde quase 80% da atmosfera. Apesar de abundante, o nitrogénio do ar é
quimicamente inerte € poucos sdo os organismos capazes de utilizd-lo. A capacidade de
fixar nitrogénio € determinada pelo complexo enzimdtico da nitrogenase e o0s
microrganismos que a possuem sdo chamados de diazotréficos. A nitrogenase é formada
por duas proteinas conservadas e sensiveis ao oxigénio. O componente I ou dinitrogenase é
uma proteina ferro-molibdénio composta de quatro subunidades codificadas pelos genes
nifD e nifK. O componente II ou dinitrogénio redutase € uma proteina ferro-enxofre que
contétm duas subunidades idénticas, codificadas pelo gene nifH. Estas proteinas,
juntamente com ATP, MgJr2 e uma fonte de elétrons sdo essenciais para a atividade de
fixac@o de nitrogénio (Moat & Foster, 1995).

nifH é um dos genes funcionais mais antigos da histéria da evolugdo e a anélise
de suas seqiiéncias em diferentes bactérias € correspondente com a filogenia inferida pelas
seqiiencias do gene do rRNA 16S. Essa caracteristica do gene nifH tem possibilitado o
estudo da diversidade dos genes de fixacdo de nitrogénio em bactérias de interesse, bem
como a caracteriza¢do de tais genes em comunidades microbianas do solo (Rosado et al.,
1998). Apesar da variedade de microrganismos capazes de fixar nitrogénio, o complexo da
nitrogenase ¢ muito similar na maioria destes. A fixacdo do nitrogénio atmosférico (FBN;
Newton, 2000) conta com representantes cultivdveis em todos os grupos filogenéticos de
procariontes (Gram positivos, Gram negativos, Archaea e Cianobactérias). Os
microrganismos fixadores de vida-livre obtém energia de compostos organicos do solo

(fixacdo livre) e, os endosimbiontes, utilizam fotossintentizados fornecidos por



determinadas plantas no estabelecimento de relacdes simbidticas especificas (fixacao
simbidtica) (Van Loon & Bakker, 2003). A reducdo do nitrogénio atmosférico a amonia € a
base da FBN, processo que requer um gasto energético elevado tanto para os diazotréficos
de vida-livre quanto para os simbidticos (Newton, 2000; Yang, 2006).

Entre os diazotréficos endofiticos destacam-se os rizdbios, bactérias que
estabelecem simbiose com plantas da familia Fabaceae (leguminosas), existindo raras
ocorréncias de associacdo a plantas nio-leguminosas (Willems, 2007). Os rizébios sdo a-
Proteobactérias, um grupo taxondmico que compreende numerosos microrganismos
capazes de estabelecer associacdes intracelulares de contexto patogénico ou simbidtico
com eucariontes superiores (Yang, 2006). A familia Rhizobiaceae compreende bactérias
Gram negativas, quimio-organotrdficas, estritamente aerébias, com um tamanho que varia
de 0,5-0,9 pm x 1,2-3,0 pm, formato de bastonetes ndao formadores de esporos e
mobilidade dada por um flagelo polar tnico ou dois a seis flagelos peritriqueos
(Somasegaram & Hoben, 1994). Normalmente encontrados no solo, os rizébios sdo
capazes de ali sobreviverem por anos sem o estabelecimento de mutualismo com uma
hospedeira leguminosa (Kent & Triplett, 2002). Porém, na presenca de um hospedeiro
apropriado, interacdes especificas podem desencadear a infec¢do bacteriana e a posterior
inducdo de estruturas radiculares especializadas, os nédulos. Dentro dos nédulos ocorrem
trocas simbidticas entre a planta e os bacterdides — forma endosimbionte dos rizobios que é
efetivamente capaz de fixar o nitrogénio atmosférico por acdo do complexo da nitrogenase
(Van Lonn & Bakker, 2003).

A FBN ¢ responsavel por mais de 60% do nitrogénio fixado disponivel
(Halbleib & Ludden, 2000; Lodwig & Poole, 2003). Como o nitrogénio ¢ um dos
micronutrientes mais limitantes para as culturas em geral, a FBN através da simbiose
rizobio-leguminosa € uma forma barata e eficiente de suprir as necessidades de cultivo
(Geurts & Bisseling, 2002). Devido a eficiéncia da fixacdo de nitrogénio obtida pela
interacdo rizébio-leguminosa, muitas espécies de microrganismos sdo utilizadas como
inoculantes — formulacdes comerciais contendo bactérias capazes de estimular o
desenvolvimento vegetal, no cultivo de monoculturas de interesse econdmico. Os
inoculantes s@o adicionados a semente ou ao solo durante o plantio (Rebah et al., 2007). A
reducdo nas aplicacdoes de fertilizantes nitrogenados, apds inicio da utilizacdo de

inoculantes a base de Bradyrhizobium para a producdo de soja no Brasil, ¢ uma



constatacdo da eficiéncia da FBN (Alves et al., 2003). Outros exemplos sdo Rhizobium
leguminosarum bv. viceae para lentilha, grao-de-bico e ervilha e R. tropici para feijao.
Entre os diazotréficos de vida-livre, alguns dos principais microrganismos promotores de
crescimento de plantas estdo entre os géneros Azoarcus, Arthrobacter, Gluconacetobacter,
Serratia, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia e Paenibacillus (Reiter et al., 2003;
Somers et al., 2004). A inoculagdo com bactérias diazotréficas apropriadas supre
totalmente a necessidade de adubacgdo nitrogenada nas lavouras, gerando uma economia de
pelo menos R$ 2,87 bilhdes anuais (Menna et al., 2006) e eliminando os danos ambientais
causados pela fertilizagdo quimica.

A “troca de sinais” entre planta e bactéria confere especificidade de hospedeiro
e ¢ um aspecto proeminente para a formacdo de nddulos nas raizes (Long, 1996;
Broughton & Perret, 1999). B. elkanii (Kuykendall et al., 1992), B. japonicum (Jordan,
1982) e B. liaoningense (Xu et al., 1995) fixam nitrogénio em simbiose com a soja
[Glycine max (L.) Merril]. No Brasil, estirpes das espécies B. elkanii e B. japonicum sao
utilizadas como inoculantes comerciais no plantio (Peres & Vidor, 1980; Alberton et al.,
2006). Desde 1992, sdo quatro as linhagens autorizadas para uso em inoculantes: B. elkanii
SEMIA 587 e SEMIA 5019 e B. japonicum SEMIA 5079 e SEMIA 5080 — de acordo com
a Colecdo de Cultura de Rhizobium da Secdo de Microbiologia Agricola da Fundacao
Estadual de Pesquisa Agropecudria (FEPAGRO), instituicdo publica responsavel pela
manuten¢do e distribuicdo das estirpes utilizadas comercialmente no pais. A estirpe B.
Jjaponicum USDA110 € utilizada comercialmente em culturas de soja de paises como os
Estados Unidos e Canada (Boiero et al., 2007) e € a unica linhagem de bradirrizébio que
teve seu genoma seqiienciado.

O sucesso da inoculagdo com rizébios depende, em parte, da capacidade de
permanéncia das estirpes introduzidas no solo. Uma caracteristica importante dos rizobios
introduzidos € a capacidade de competir com outros rizébios € microrganismos nativos,
quando estes estdo presentes no solo em densidades altas (Triplett & Sadowsky, 1992;
Castro et al., 2000). Em termos de relacdio microbiana, a motilidade, a produgdo de
polissacarideos, a produ¢do de bacteriocinas e a captagdo de ferro via sideréforo (do grego
sideros = ferro, foros = transportador), sdo exemplos de caracteristicas competitivas
importantes (Tas et al., 1995). Embora o ferro seja o segundo metal (apds o aluminio) e o

quarto elemento mais abundante da crosta terrestre, apenas uma pequena fracdo estd



disponivel para ser utilizado pelos seres vivos. Em solos aerados e com pH neutro, sua
solubilidade é muito baixa ( 1018 M) devido a predominancia de Fe** encontrado na forma
de hidréxidos insoliveis de composicdo geral FeOOH (Lindsay & Schwab, 1982;
Neilands, 1991, 1995; Chipperfield & Ratledge, 2000).

Devido a alta capacidade de aceitar e doar elétrons prontamente,
interconvertendo-se entre a forma férrica e ferrosa, o ferro integra diversas metaloproteinas
atuando como centro catalitico ou carreador de elétrons (Krewulak & Vogel, 2007).
Diversos processos celulares vitais como o transporte de elétrons, a reducdo de oxigénio
durante a sintese de ATP, a fotossintese e a sintese de aminodacidos, nucleosideos € DNA,
sao dependentes de ferro (Ratledge & Dover, 2000; Benite et al., 2002). Dessa forma, o
ferro € um elemento limitante para o crescimento de praticamente todas formas de vida.
Em geral, as concentragdes minimas de ferro requeridas para o crescimento normal das
plantas sao de 10°a10*Me, para muitos microrganismos, de aproximadamente 10°a 10
M (Andrews et al., 2003). Raras exce¢cdes como os lactobacilos, por exemplo,
desenvolveram mecanismos para suprir a caréncia nutricional de ferro através do uso de
manganés e cobalto (Krewulak & Vogel, 2007).

Os microrganismos podem empregar uma variedade de estratégias para a
aquisicdo direta de ferro em ambientes com baixa disponibilidade desse elemento.
Bactérias como Escherichia coli, Salmonella enterica e Helicobacter pylori, entre outras,
sdo capazes de reduzir o ion férrico a fon ferroso por redutases extracelulares e transportar
Fe®* pela membrana externa através de porinas; o transporte de Fe’* através da membrana
citoplasmatica ocorre pelo chamado sistema Feo (dependente de ATP). O transporte de
Fe’" através do sistema Feo também ocorre entre vérias bactérias sob condicdes anaerdbias,
onde hd um predominio de fon ferroso ao invés de ion férrico (Andrews et al., 2003).
Algumas bactérias patog€nicas, como por exemplo, Neisseria meningitidis e N.
gonorrhoeae, também sao capazes de seqiiestrar Fe* complexado a moléculas
relacionadas ao transporte (transferina) e protecao contra toxicidade de ferro (transferina e
lactoferrina) no organismo (Cornelissen, 2003).

Outro recurso de ferro € a utilizag@o direta de moléculas contendo grupamentos
heme, os quais contém um atomo de ferro contido no centro de um grande anel organico
heterociclico chamado porfirina. Heme € um grupo prostético constituinte de diversas

enzimas tais como hemoglobina (localizada nas células sanguineas vermelhas) e leg-



hemoglobina (encontrada na zona central dos nddulos em leguminosas), ambas
relacionadas ao transporte e difusdo de oxigénio. O heme € altamente téxico por ser uma
molécula hidrofébica capaz de realizar reagdes redox ndo enzimaticas, sendo, portanto,
raramente dissociado das proteinas das quais ele faz parte. A capacidade do uso da leg-
hemoglobina como fonte de ferro em condi¢cdes de baixa concentragdo desse metal, por
exemplo, ja foi descrita entre alguns rizébios como Rhizobium, Mesorhizobium e
Bradyrhizobium (Noya et al., 1997; Nienaber et al. 2001). A capacidade de incorporar
grupamentos heme também pode ser realizada de forma indireta através da utilizacdo de
hemoéforos (ligantes extracelulares de hemes), processo dependente de proteinas
especificas de membrana externa, de sistemas transdutores de energia (TonB) e de
transporte [ABC (ATP-Binding-Cassette)]. A utilizacdo de hemoforos ja foi caracterizada,
por exemplo, em Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Yersinia
pestis e Y. enterocolitica (Wandersman & Delepelaire, 2004).

Entre as estratégias utilizadas para a aquisi¢do de ferro, a producdo de
sider6foros aparece como a mais comumente empregada (Ferguson & Deisenhofer, 2002)
e, conseqiientemente, melhor definida at¢ o momento (Krewulak & Vogel, 2007).
Sideréforos sdo metabdlitos secundarios altamente eletronegativos e de alta afinidade por
Fe*, sendo produzidos por diversos microrganismos sob condicdes de indisponibilidade de
ferro no ambiente. A maioria das bactérias aerdbias, anaerdbias facultativas e fungos
produz sider6foros quando se multiplica em ambientes com baixa concentragdo de ferro
(Carrilo & Vazquez, 1992; Neilands, 1993, 1995). Tal caracteristica também pode ser
encontrada entre algumas espécies de algas e plantas; para plantas os quelantes de ferro sao
chamados de fito-siderdéforos (Benite et al., 2002).

Existem cerca de 500 compostos, com distintas estruturas, ja identificados
como sideréforos (Boukhalfa & Crumbliss, 2002), entretanto, a natureza dos grupos
funcionais que coordenam a solubiliza¢ao de Fe’* ndo difere muito entre eles (Krewulak &
Vogel, 2007). A caracterizagcdo do tipo de sideréforo utilizado pode ser feita por
identificacdo do grupo funcional utilizado como ferro-ligante: hidroxamatos (e.g.
aerobactina e ferricromo), catecolatos (e.g. enterobactina) e hidroxicarboxilatos (e.g.
fioquelina) (Wandersman & Delepelaire, 2004; Krewulak & Vogel, 2007). Apds ser
secretado para o ambiente externo, o sider6foro solubiliza o fon férrico formando o

complexo Fe**-sideréforo, que € transportado de volta a célula para disponibilizacdo do



metal ao microrganismo. Algumas vezes o sideréforo € reciclado, podendo ser re-utilizado
para a mesma funcao (Dobbelaere et al., 2003).

Alguns microrganismos sdo capazes de captar sider6foros exdgenos, nao
produzidos por eles proprios, desde que possuam proteinas de membrana especificas para
tal: fato chamado de sinergismo interestirpe. Mesmo que exista uma clara vantagem
competitiva em produzir sider6foros, os microrganismos que possuem a capacidade de
apenas utiliza-los também sdo beneficiados (Neilands, 1993; Wandersman & Delepelaire,
2004). P. aeruginosa, por exemplo, sintetiza e usa dois sider6foros proprios, mas também
possui a capacidade de utilizar sider6foros bacterianos heterélogos (Jurkevitch et al.,
1992). B. japonicum 61A152 produz citrato férrico como sideréforo (Guerinot et al.,
1990), mas também € capaz de utilizar ferricromo, um sideréforo derivado de fungos
(LeVier & Guerinot, 1996; Benson et al. 2005).

Os sider6foros variam muito em estrutura € nao existe um procedimento tinico
para determinar sua identificacdo e producdo entre os microrganismos. Podem-se utilizar
métodos quimicos, microbiolégicos e moleculares para a deteccdo e caracterizacdo dessas
moléculas. Entretanto, o0 método mais amplamente empregado € a utilizacdo de CAS em
meio de cultura (Schwyn & Neilands, 1987). O complexo terndrio CAS, formado por
cromo azurol S, ferro III e brometo de hexadecil trimetil aménio (CTAB), constitui-se em
um corante de coloracdo azulada. Na presenca de CAS adicionado a um meio de cultura
adequado, bactérias que produzam fortes quelantes (sider6foros) sdo capazes de se
multiplicar devido a remog¢do do ferro complexado ao corante. O processo de transferéncia
¢ verificado através da mudanca de coloragdo do meio, observada pela formagao de um
halo amarelado ao redor das colonias capazes de produzir sider6foros. A adicdo do
complexo CAS ao meio de cultura é um método eficiente, uma vez que somente sob a
producdo de sideréforos, o ion férrico poderd ser utilizado pela bactéria (Neilands, 1993,
1995; LeVier & Guerinot, 1996).

Uma vez que os sideréforos nao sdo produzidos por todos rizébios, tal
caracteristica pode ser um critério de selecdo para a subsisténcia de linhagens em solos
com limitada disponibilidade de ferro (Carson et al., 1992; Derylo & Skorupska, 1992). O
ferro € indispensdvel na sintese de um grande ndmero de componentes envolvidos
diretamente na FBN, como por exemplo, as enzimas chaves dinitrogenase e dinitrogénio-

redutase, e a molécula de leg-hemoglobina, essencial para o controle da tensao de oxigénio



dentro do nédulo. Os ndédulos possuem uma concentracdo de ferro maior do que qualquer
tecido da planta, e tanto o inicio quanto o desenvolvimento da nodulacdo dependem de um
aumento na aquisi¢cdo desse elemento. Conseqiientemente, mais ferro é requerido por
plantas inoculadas com rizébios, do que aquelas supridas com adubacdo nitrogenada
(Derylo & Skorupska, 1992; Ragland & Theil, 1993; Yeoman et al., 2000).

Embora os sider6foros tenham como papel principal a captacdo de ferro, €
possivel que eles desempenhem outras funcdes. E sabido que sideréforos aumentam a
viruléncia de microrganismos patogénicos e também sdo capazes de quelar outros fons
metalicos, como manganés, niquel, zinco e aluminio, porém, com menor afinidade quando
comparados ao fon férrico (Neilands, 1993, 1995; Dilworth et al., 1998; Roy &
Chakrabartty, 2000). Além disso, a sintese de sider6foros pelos organismos do solo tem um
efeito benéfico nas plantagdes, embora isso ainda ndo tenha sido totalmente esclarecido.
Como beneficio aos vegetais, a capacidade de captar complexos Fe**-sideréforo por
determinados microrganismos pode impedir a proliferacio de patégenos ao redor das
raizes, devido ao seqiiestro de ferro do ambiente rizosférico. Exemplos de PGPRs com esta
atividade incluem P. putida e P. aeruginosa, que inibem o crescimento dos patdégenos de
tomate Fusarium oxysporum e Pythium, respectivamente (Vandendergh & Gonzalez, 1984;
Buysens et al., 1995).

Ao contrério dos fitopatégenos, as plantas ndo sdo prejudicadas com a deplecao
de ferro pelas PGPRs. Algumas plantas podem até mesmo capturar o complexo Fe’*-
siderd6foro bacteriano, transportando-o e disponibilizando ferro para suas células (Crowley
et al., 1988). Derylo & Skorupska (1992) verificaram que plantas de trevo (Trifolium spp.)
com noédulos efetivos, captam ferro mais eficientemente do que plantas nao infectadas,
supondo que o processo de infec¢do possa ser um sinal para o aumento da captacdo de
ferro. Segundo Van Lonn & Bakker (2003), PGPRs podem reduzir populacdes de
rizobactérias deletérias e de microrganismos fito-patogénicos por competicao e produgao
de compostos antimicrobianos especificos, obtendo maior sucesso na nodulagdo. A questao
que ainda permanece é a possibilidade de beneficio obtido pela planta hospedeira na
presenca de rizébios produtores de sideréforos durante a simbiose.

Bactérias geralmente regulam o metabolismo de ferro em resposta a
disponibilidade desse elemento. Em E. coli e muitas outras bactérias Gram negativas, a

regulacdo € mediada pela proteina Fur (ferric uptake regulator protein), que atua como



repressor positivo, reprimindo a transcri¢do de seus genes-alvo quando interage com Fe™,
seu co-repressor. Na auséncia de Fe®* os genes sao des-reprimidos (Andrews et al., 2003).
A homeostase de ferro € essencial para as células uma vez que em excesso, esse elemento
pode ser deletério devido a associacdo com espécies reativas de oxigé€nio (através da
reacdo de Fenton), gerando compostos capazes de danificar componentes celulares (Touati,
2000). Dessa forma, a regulagao do ferro intracelular ¢ fundamental para a manutencio das
necessidades fisioldgicas e, a0 mesmo tempo, minimizacao de sua toxicidade.

Bactérias Gram negativas, como os rizobios, sdo envolvidas por uma camada
conhecida como membrana externa. Apesar da nomenclatura e semelhanga com a
bicamada lipidica das membranas citoplasméticas, a membrana externa das Gram
negativas possui apenas uma camada de fosfolipideos e é recoberta por uma camada de
lipo-polissacarideos (Hogg, 2005). A membrana externa exibe pouca permeabilidade a
solutos hidrofilicos e serve como uma barreira seletiva para diversos nutrientes, devido a
presenca de diferentes tipos de proteinas nela inseridas. As chamadas proteinas de
membrana externa (OMPs — outer membrane proteins) sdo proteinas integrais responsaveis
pela selecdo e entrada de nutrientes para dentro da célula (Blanvillain et al., 2007). Tais
proteinas determinam a permeabilidade da membrana externa a compostos hidrofilicos e
sao agrupadas em tré€s classes funcionais: a) porinas (canais nao-especificos de difusao de
compostos com peso molecular até 600 Da); b) canais especificos (proteinas similares as
porinas, mas com capacidade de reconhecimento e transporte de substratos maiores, como
por exemplo, a maltose) e c) canais de barreira ou receptores dependentes de TonB
(proteinas que atuam no reconhecimento e internalizacdo de complexos Fe**-sider6foros
especificos e vitamina B12, por transporte ativo) (Braun ef al., 1998; Nikaido, 2003;
Blanvillain et al., 2007).

Mesmo possuindo baixo peso molecular (menores que 1000 Da), os sider6foros
ainda sdo muito grandes para serem transportados por porinas e canais especificos, o que
também ¢ dificultado devido a sua baixa concentracdo no meio externo € ao processo lento
de transporte passivo pelos canais de difusdo simples (Braun et al., 1998; Wandersman &
Delepelaire, 2004). Dessa forma, o reconhecimento e a ligacio do complexo Fe''-
sider6foro a proteinas de membrana externa especificas é essencial para a captacdo e o
transporte de ferro para dentro da célula (Neilands, 1981; De Weger et al., 1986; Leong,

1986; Benite et al., 2002). Embora a ligacdo de complexos Fe’*-sideréforos a proteinas de



membrana externa independa de outros fatores, o transporte através dos receptores requer
energia. Tal processo ativo decorre de um gradiente de carga eletroquimica da membrana
citosdlica, que € dirigido por um complexo proteico transdutor de energia chamado de
sistema TonB (Braun et al., 1998; Andrews et al., 2003; Wandersman & Delepelaire,
2004; Boiero et al., 2007). Todos os sistemas de captacdo de complexos Fe’*-sider6foros
caracterizados até o momento, em bactérias Gram negativas, sdo dependentes de TonB
(Carlton et al., 2007).

A acdo de TonB e a energia derivada da for¢a préton motora € transferida aos
receptores pela assisténcia de duas proteinas localizadas na membrana citoplasmatica,
ExbB e ExbD (Nikaido, 2003). O sistema TonB, ja identificado em muitas Gram negativas
e bastante conhecido em E. coli é, portanto, formado por trés proteinas: TonB (proteina
periplasmatica ancorada a membrana interna pelo dominio hidrofébico N-terminal) e ExbB
e ExbD (proteinas integrais de membrana interna). O dominio C-terminal de TonB faz
contato com o receptor para sideréforos da membrana externa, que, por sua vez, possui o
chamado ‘TonB box’, um segmento de sete aminodcidos hidrofébicos na regido N-
terminal; tal segmento, conservado entre os receptores dependentes de TonB, € essencial
para a captacido de Fe’*-sideréforo (Andrews et al. 2003; Wandersman & Delepelaire,
2004).

Apds ser reconhecido e transportado através da membrana externa por
receptores especificos, o complexo Fe'*-sideréforo é carreado através do periplasma e
membrana citosélica por proteinas ligantes periplasmaéticas e transportadores associados a
membrana citoplasmadtica, respectivamente. Cada proteina ligante aceita um complexo
Fe**-sideréforo por vez, mas ainda ndo estd claro se a proteina ligante capta o complexo
diretamente do receptor de membrana externa, ou se o complexo é capturado apds ser
liberado no espago periplasmético (Andrews et al., 2003). O transportador periplasmético
melhor caracterizado € a proteina FhuD de E. coli, que interage com diferentes tipos de
sider6foros do tipo hidroxamato. O sistema de transporte através da membrana citosdlica,
conhecido como sistema do tipo ABC, pode ser encontrado tanto em bactérias Gram
negativas quanto Gram positivas (Andrews et al., 2003; Wandersman & Delepelaire, 2004;
Boiero et al., 2007). O sistema ABC para transporte de sideréforos do tipo hidroxamato em
E. coli é composto de duas proteinas de membrana interna, FhuB (permease) e FhuC

(ATPase), que transferem o complexo Fe’*—  sideréforo para o citoplasma.
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Microrganismos Gram positivos ndo necessitam de receptores de membrana externa, pois
nio a possuem, e nem do sistema TonB-ExbB-ExbD. O complexo ferro-sider6foro
atravessa a membrana citosdlica de bactérias Gram positivas através de uma proteina de
ligagdo ancorada a membrana, e dos transportadores ABC (Andrews et al., 2003).

Os receptores de membrana externa possuem alta especificidade para seus
complexos Fe’*—sider6foros (Braun er al., 1998). Embora E.coli K-12 possua seis
receptores, ela conta com apenas trés proteinas ligantes associadas ao sistema do tipo
ABC: proteinas para o transporte de citrato férrico, hidroxamatos e catecdis. Outro
exemplo € P. aeruginosa, que possui cerca de 35 receptores dependentes de TonB e apenas
quatro transportadores periplasméticos (Berman et al., 2000). Tal fato estd relacionado a
maior especificidade dos receptores de membrana externa, do que as proteinas
periplasméticas ou as do sistema ABC, aos complexos Fe’*—sideréforo.

A estrutura cristalina de trés receptores de sideréforos ja € conhecida em E.
coli: FepA (receptor de enterobactina), FecA (receptor de dicitrato férrico) e FhuA
(receptor de ferricromo). Em P. aeruginosa, os receptores FpvA e FptA, relacionados a
captacdo de pioverdina e pioquelina, respectivamente, também ja tiveram suas estruturas
definidas (Ferguson & Deisenhofer, 2002; Wandersman & Delepelaire, 2004; Krewulak &
Vogel, 2007). Embora exista uma baixa similaridade de seqii€ncia entre tais receptores (em
torno de 20%), todos eles possuem estruturas proteicas bastante similares. O alinhamento
de seqiiéncias primdrias de FepA, FecA e FhuA, assim como a superposicio de suas
estruturas tridimensionais, revela a existéncia de diversos residuos conservados (Chimento
et al., 2003; Yue et al. 2003). Estes residuos, tais como o segmento de sete aminodcidos
hidrofébicos na regido N-terminal citado acima, provavelmente estdo envolvidos na
transmissdo de mudancas conformacionais da parte externa para a interna do receptor
(Wandersman & Delepelaire, 2004).

FhuA, o receptor mais estudado em E. coli, é especialmente interessante devido
a sua capacidade de ligacdo e transporte de diversos substratos, como por exemplo,
albomicina (sider6foro conjugado a um antibidtico), colicina M, diversos fagos e
rifamicina (antibidtico), além do sideréforo ferricromo (Braun & Braun, 2002;
Wandersman & Delepelaire, 2004). A estrutura de FhuA € similar a das porinas, mas FhuA
de E. coli consiste de 714 aminoécidos e é uma proteina monomérica formada por um

barril beta (ou folha beta) C-terminal de 78 kDa. Formada por 22 fitas antiparalelas, o
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barril beta possui aproximadamente 70 A de altura (Ferguson & Deisenhofer, 2002). As
folhas-beta (em barris beta) estdo tipicamente arranjadas de forma antiparalela e sdo
comuns em porinas e outras proteinas de atravessam a membrana celular.

Em 1996, LeVier & Guerinot caracterizaram o primeiro receptor de membrana
externa em rizobios, descrito como FegA, (Fe3+—siderophore—gathering) em B. japonicum
61A152. Em tal estudo, FegA apresentou os seguintes percentuais de identidade e
similaridade, respectivamente, com proteinas receptoras de sider6foros do tipo
hidroxamato: 33.2 ¢ 55.2% para FoxA (receptor de Fe*-ferrioxamina em Y. enterocolitica)
e 35.5 e 53.7% para FhuA (receptor de Fe**-ferricromo em E. coli). Em 2005, Benson e
colaboradores localizaram fegA em um operon juntamente com o gene fegB, cujo produto é
uma proteina de membrana interna. Andlises de estirpes mutantes para esses genes
revelaram que ambos sdo necessdrios para a utilizacdo do sider6foro ferricromo, e um
duplo mutante fegAB, mas ndo um mutante fegB, falha na estabilizacdo da biossintese
normal da bactéria e ndo fixa nitrogénio. Como tal linhagem de bradirrizébio nio produz
sider6foros do tipo ferricromo, a hipétese provavel é que o operon fegAB seja necessario
para internalizar o ferricromo-sideréforo quando este estd disponivel, além de possuir
relacdo entre a sinalizag¢do planta/bactéria no processo de nodulacao (Benson et al., 2005).

Em E. coli, as proteinas relacionadas a captacdo de Fe**—ferricoromo (tipo
hidroxamato) sdo codificadas pelos genes localizados no operon fhuACDB (Braun et al.,
1998; Stevens et al., 1999; Andrews et al., 2003; Wandersman & Delepelaire, 2004).
Genes correspondentes aos genes fhu de E. coli foram identificados em R. leguminosarum
por Stevens e colaboradores (1999), que caracterizaram o operon fhuCDB contendo um
pseudogene fhuA, e por Yeoman e colaboradores (2000) com a identificacdo de uma cépia
funcional de fhuA, que contém 2244 pb. Em ambos os estudos os mutantes fhuCDB e fhuA
foram deficientes na captacdo de vicibactina, um sideréforo do tipo hidroxamato produzido
por R. leguminosarum. FhuA de R. leguminosarum apresentou 29.9, 30.3 e 34% de
identidade com FhuA de E. coli, FoxA de Y. enterocolitica e FegA de B. japonicum
61A152, respectivamente (Johnston, 2000; Yeoman et al., 2000).
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2 Objetivos
O objetivo geral desse trabalho foi a identificacdo e a caracterizacdo de genes
relacionados a captacdo de sider6foros em Bradyrhizobium elkanii, visando um melhor

entendimento quanto a funcao e os mecanismos de regulacdo de tal sistema nessa bactéria.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Analisar a producdo de sider6foros por diferentes estirpes de B. elkanii e
B. japonicum;

2.1.2 Identificar e caracterizar seqii€ncias dos genes fegA e fhuA em B. elkanii,

2.1.3 Construir mutantes nulos de B. elkanii para o gene fhuA.
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3 Material e métodos

3.1 Meios de cultura, solucoes e reagentes

A composi¢do e o modo de preparo dos meios de cultura, solugdes e reagentes

citados nesta sessao estao descritos no Apéndice.

3.2 Plasmideos e oligonucleotideos iniciadores (primers)

Todos os plasmideos e primers utilizados nesse estudo encontram-se descritos

nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Vetores utilizados em experimentos de clonagem e plasmideos recombinantes

construidos nesse estudo.

Plasmideos Caracteristicas relevantes Referéncia
pGEM-T Easy Ap"; lacZ’; T7p; SP6p; origem de replicagio do fago F1 Promega®
pUC18 Ap"; lacZ’; Col-El replicon Norrander et al. (1983)
pHGWES7 Hyg"; Sp®; gfp:gus; vetor bindrio Invitrogen®
pHP45Q Pen®; Sm®; Sp*; fragmento Omega Prentki & Kirsch (1984)
pK19mobsacB Km® Suc® ; lacZ’; vetor mobilizédvel ndo-replicativo de Schifer et al. (1994)
E. coli
pRK2013 Km®; Mob'; Tra'; Col-E1 replicon; plasmideo helper Figurski & Helinski (1979)
pfhuAS587 Ap®; contendo fragmento de 434 pb de fhuA de B. Esse estudo
elkanii SEMIA 587
pfhuAS5079 Ap®; contendo fragmento de 456 pb de fhuA de B. Esse estudo
Jjaponicum SEMIA 5079
pfegA5079 Ap®; contendo fragmento de 308 pb de fegA de B. Esse estudo
Jjaponicum SEMIA 5079
pfhuAS87gfp Ap®; contendo fragmento de 434 pb de fhuA de B. Esse estudo

elkanii SEMIA 587 interrompido por cassete gfp

pfhuA587gfp/Sm/Sp - Ap®; Sm®; Sp®; contendo fragmento de 434 pb de fhuA
de B. elkanii SEMIA 587 interrompido por cassete
gfp/Sm/Sp

pKfhuAS587gfp Km®; contendo fragmento de 434 pb de fhuA de B.
elkanii SEMIA 587 interrompido por cassete gfp

pKfhuA587gfp/Sm/Sp Km®; Sm®; Sp®; contendo fragmento de 434 pb de fhuA
de B. elkanii SEMIA 587 interrompido por cassete
gfp/Sm/Sp

Esse estudo

Esse estudo

Esse estudo
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Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados nesse estudo.

Primer Seqiiéncia 5’- 3’

fegA REV G(C/T)TG(G/A)TT(A/G)TCIAG(A/G)TCIGC(C/T)TG
fegA FOR GGCATCAACTTCCTGCCGTA(C/T)CAGGG

fhuA REV TACTTCACGCCGAGTTCGTACTG

fhuA FOR_jap GCACACGATGCTGTTCGGSSTCGAC

fhuA FOR_elk TGCTGTTCGGCCTCGACTAC

fhuA REV_novo CGGAACGAGGTGTTGCGGTA

fhuA FOR_novo (G/C)(A/C)(T/C)CGA(G/T)CCCTACGG

fhuA REV_maior TTGCCGGTGCTGTAGCTCGAGGCCATGTCGCGGAACGAGGTGTTGCGGTA
MI13 REV CAGGAAACAGCTATGAC

M13 FOR GTAAAACGACGGCCAGT

SiteFinder CACGACACGCTACTCAACACACCACCTCGCACAGCGTCCTCAAGCGGCCCGCNNNNNNGC
GC

SFP1 CACGACACGCTACTCAACAC

SFP2 ACTCAACACACCACCTCGCACAGC

* N =G ou A ou T ou C (nucleotideo desconhecido)

3.3 Linhagens bacterianas

As duas estirpes de B. elkanii utilizadas como inoculantes no plantio de soja,
SEMIA 587 e SEMIA 5019, foram os objetos de estudo deste trabalho, devido a sua
importancia comercial. Outras cinco estirpes de B. elkanii (SEMIA 6100, SEMIA 6149,
SEMIA 6157, SEMIA 6159 e SEMIA 6160), dez de B. japonicum (USDA1110, SEMIA
5079, SEMIA 5080, SEMIA 566, SEMIA 586, SEMIA 5085, SEMIA 6152, SEMIA 6155,
SEMIA 6163 e SEMIA 6164) e uma de Rhizobium leguminosarum (SEMIA 2051) também
foram utilizadas em distintos experimentos. As linhagens de rizébios foram fornecidas pelo
Centro de Fixacdo de Nitrogénio da Fundagdo Estadual de Pesquisa Agropecudria do Rio
Grande do Sul (FEPAGRO/RS). A linhagem de Escherichia coli utilizada foi XL1-Blue.
Todas as linhagens estdo descritas na Tabela 3.

Para o cultivo padrdo de bradirrizébios utilizou-se o meio levedura manitol
(LM), com ou sem corante vermelho congo, e incubacdo a 28°C por sete dias
(Somasegaram & Hoben, 1994). Para E. coli XL1-Blue, meio Luria Bertani (LB) e
incubacdo a 37°C por 24 horas foram as condi¢des utilizadas (Sambrook & Russel, 2001).
Quando necessario, os meios de cultura sélidos ou liquidos foram suplementados com
concentracdes adequadas de antibidticos: para Bradyrhizobium, ampicilina (100 pg/mL),
canamicina (40 pg/mL), estreptomicina (100 pg/mL), espectinomicina (100 pg/mL) e
rifampicina (75 pg/mL) (Benson et al., 2005); para E. coli, ampicilina (100 pg/mL),
canamicina (30 pg/mL), estreptomicina (20 upg/mL), espectinomicina (75 pg/mL)
(Sambrook & Russel , 2001).
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Tabela 3: Linhagens bacterianas utilizadas nesse estudo.

Linhagens Caracteristicas relevantes Referéncia

E. coli

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi hsdR17(r x- mg~) supE44 relAl A~ lac [F°  Colegdo de
proAB lacI®ZDM15 Tnl0 (TcM)]. laboratério

B. elkanii

SEMIA 587 fixadores de nitrogé€nio em simbiose com soja; estirpes de B. elkanii Fepagro/RS

SEMIA 5019 utilizadas como inoculante comercial no Brasil.

SEMIA 6100 fixadores de nitrogénio em simbiose com soja, pertencente ao banco Fepagro/RS

SEMIA 6149 de culturas de microrganismos da FEPAGRO/RS.

SEMIA 6157

SEMIA 6159

SEMIA 6160

B. japonicum

SEMIA 5079 fixadores de nitrogénio em simbiose com soja; estirpes de B. Fepagro/RS

SEMIA 5080 Jjaponicum utilizadas como inoculante comercial no Brasil

USDAI110 fixador de nitrogénio em simbiose com soja; utilizado como Fepagro/RS
inoculante comercial nos EUA, Canadd e Argentina; genoma
seqiienciado.

SEMIA 566 fixadores de nitrogénio em simbiose com soja, pertencente ao banco Fepagro/RS

SEMIA 586 de culturas de microrganismos da FEPAGRO/RS.

SEMIA 5085

SEMIA 6152

SEMIA 6155

SEMIA 6163

SEMIA 6164

R. leguminosarum

SEMIA 2051 fixador de nitrogénio em simbiose com diversas leguminosas, tais Fepagro/RS

como lentilha, grdo-de-bico e ervilha.

3.4 Analise da producio de sideréforos em placa de Petri

A produciao de sider6foros foi avaliada pelo tradicional método cromo azurol S
(CAS) descrito por Schwyn & Neilands (1987). As andlises em placas de Petri consistiram
na adi¢cd@o de aproximadamente 5 mL de corante CAS a 25 mL de meio de cultura contendo
pouco ou nenhum teor de ferro. Para tal, utilizou-se o meio King-B (King et al., 1954)
modificado: meio diluido cinco vezes e com manitol como fonte de carbono (ao invés de
glicerol). O meio modificado foi chamado de King-B/Manitol (1:5).

Os testes foram realizados em triplicata com as 17 estirpes de bradirrizébios

listadas acima e a linhagem de R. leguminosarum foi utilizada como controle positivo para
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a produgdo de sider6foros (Carson et al., 1992). As linhagens bacterianas foram
inicialmente cultivadas em 3 mL de meio LM liquido a 28°C sob agitacdo constante de 128
rpm, por cinco dias para bradirrizobios e por 2 dias para rizobios. Dez pL das culturas
foram inoculados em placas de Petri contendo meio King-B/Manitol (1:5) e corante CAS,

as quais foram incubadas por dez dias em estufa a 28°C.

3.5 Extracdo de DNA genomico de bradirrizébios

O DNA gendmico das culturas de bradirrizobios foi extraido segundo
procedimento descrito por Sa (2001) modificado. As células bacterianas foram
multiplicadas em meio LM liquido e incubadas a 28°C durante sete dias sob agitacao
constante de 128 rpm. Aliquotas de 1,5 mL do caldo de cultura foram centrifugadas em
tubos de microcentrifuga esterilizados e com capacidade de 2 mL, por 5 minutos a 12.000
rpm; a precipitagdo das células foi realizada por trés vezes consecutivas. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado resultante foi suspendido em 700 uL de TES (solugdo salina
utilizada para a retirada de polissacarideos e residuos de meio de cultura aderidos as
células) e, novamente, submetido a centrifugacdo por 3 minutos a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 500 pL de solug@o tampao
TE1 e 25 uL de lisozima [20 mg/mL], com incubacdo a 37°C por 30 minutos (para
enfraquecimento da parede celular). Apds, 108 uL de SDS 20% e 5 puL de proteinase K
foram adicionados e fortemente homogeneizados, incubando-se a 56°C por 15 minutos
(para rompimento da membrana celular e degradacdo proteica, respectivamente). A seguir,
adicionou-se 600 puL de acetato de amonio 8 M e as amostras foram mantidas por 30
minutos no gelo, sendo posteriormente centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm, para
precipitacdo dos substratos associados ao SDS 20%. O sobrenadante resultante (contendo
DNA) foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga estéril com capacidade de 1,5
mL. O DNA foi extraido pela adi¢do de igual volume de fenol/cloroférmio,
homogeneizando-se com cuidado até a formagdo de uma emulsdo no tubo. Apds
centrifugacdo por 10 minutos a 12.000 rpm, a fase aquosa subsequente foi cuidadosamente
transferida para um novo tubo com auxilio de micropipeta. O procedimento foi repetido
utilizando-se, ao invés de fenol/cloroférmio, uma solu¢do de cloroférmio/alcool isoamilico
(na propor¢do 24:1) (para limpeza do DNA e retirada dos residuos de fenol). A fase

aquosa, coletada e transferida para um novo tubo estéril, foram adicionados 100 mM de
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NaCl e 0,6 volumes de isopropanol para a precipitacio do DNA. Apds 30 minutos no gelo,
as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de DNA resultante foi lavado com 500 pL de etanol 70%,
secado em estufa a 37°C e suspendido em 50 pL de solu¢do TE2.

Para verificar-se a efici€éncia da extragao de DNA gendmico, 1 uL das amostras
foi aplicado juntamente com 1 puL de tampdo de corrida (azul de bromofenol 0,25% e
glicerol 40%) em gel de agarose 0,8% (em tampao TBE 1X) contendo brometo de etideo e
submetido a eletroforese com corrente de 100 V. A quantificacdo do DNA foi realizada
utilizando-se o fluorémetro Qubit' -Invitrogen®. As concentracdes de DNA das solugdes

de trabalho foi de 50 ng/uL para PCR e de cerca de 5 pg/reacdo para Southern blot.

3.6 Amplificacio em cadeia de fragmentos correspondentes aos genes fegA
e fhuA

Os DNAs genomicos de B. elkanii SEMIA 587 e de B. japonicum SEMIA
5079 e USDA110 foram utilizados como molde nas reagdes de PCR. As reagdes foram
elaboradas com kit Tag DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen®), em um volume total
de 25 uL, contendo 50 ng de DNA gendmico, 0,2 uL. de Tag DNA polimerase (5 U/uL),
2,5 uL de PCR Buffer 10X, 1 uL. de MgCl, 50 mM, 5 uL de solu¢do de dNTPs ImM
(1mM de dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1 puL de cada primer na concentragio de 10 pMol.
Tais amplificacdes (como todas as demais descritas nessa metodologia), foram realizadas
em um termociclador do tipo PCR Express Temperature Cycling System (Thermo Hybaid).

Os oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) utilizados para
amplificacdo de um fragmento correspondente ao gene fegA foram obtidos na literatura
referente a identificacdo desse gene na estirpe 61A152 de B. japonicum (LeVier &
Guerinot, 1996). O tamanho do fragmento esperado, a partir da amplificacdo com os
primers fegA-direto (fegA FOR) e fegA-reverso (fegA REV), é de aproximadamente 300
pb. Para amplificagao, utilizou-se o protocolo descrito por LeVier & Guerinot (1996): um
passo inicial de desnaturacido a 94°C por 1 minuto e 30 segundos seguido de 25 ciclos de
94°C por 1 minuto, 65°C por 2 minutos, 72°C por 4 minutos e, por fim, 8 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos. Uma vez que o protocolo descrito
acima mostrou-se ineficiente para amplificacdo do fragmento a partir do DNA da estirpe

SEMIA 587 de B. elkanii diferentes tentativas de amplificacdo foram realizadas. Entre
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essas se destaca a utilizacdo de PCR com gradiente de temperatura, com posteriores ciclos
de PCR touchdown, conforme o seguinte programa: um passo inicial de desnaturagdo a
94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de 10 ciclos de 94°C por 1 minuto, variagcdo (por
reacdo) de 58 a 72°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos (PCR gradiente); a seguir 20 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 48°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos (PCR rouchdown); por fim,
1 ciclo de 72°C por 10 minutos e 4°C por 10 minutos.

Para amplificacdo de um outro gene relacionado a captacdo de sideréforos em
rizobios, realizou-se a andlise dos possiveis genes codificadores de receptores de
sider6foros no genoma da estirpe modelo de B. japonicum USDA110. O gene predito
tonB-dependent receptor-blr4504 (acesso BA000040.2 — GenBank NCBI) apresenta 49%
de identidade com o gene fhuA (acesso AJ315451), identificado em Rhizobium
leguminosarum (Stevens et al., 1999); a identidade de aminoacidos, entretanto, é de 34%.
Ap6s andlise em banco de dados (GenBank NCBI) de seqiiéncias do gene fhuA e suas
regides conservadas de diferentes microrganismos (alinhamentos nao mostrados), optou-se
pelo alinhamento simples entre o respectivo gene de R. leguminosarum com blr4504 de
USDAL110 para proje¢do dos primers fhuA. Para tal utilizou-se os programas Clustal X
1.81 (Thompson et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 (Hall, 1999).

Duas regides conservadas foram escolhidas para a construcdo de primers
especificos para amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 400 pb, chamado de
fhuA (Figura 1). Nas amplificagdes com as estirpes de B. japonicum foi utilizado o
conjunto de primers fhuA-reverso (fhuA REV) e fhuA-direto especifico para B. japonicum
(fhuA FOR_jap), e com as estirpes de B. elkanii o conjunto fhuA REV e fhuA-direto
especifico para B. elkanii (fhuA FOR_elk). O protocolo de amplificacdo utilizado foi o
seguinte: um passo inicial de desnaturacio a 94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de
30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 57°C por 1 minuto, 72°C por 3 minutos e, por fim, 1
ciclo de 72°C por 10 minutos.

Para checagem dos produtos de amplificacdo obtidos com as diferentes reacoes
de PCR, 5 pL de cada reacdo foram aplicados juntamente com 2 pL. de tampao de corrida
(azul de bromofenol 0,25% e glicerol 40%) em gel de agarose 1 % (em tampdo TBE 1x)

contendo brometo de etideo e submetido a eletroforese com corrente de 80 V.
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fhuA R.leguminosarum
tonB _USDA110

fhuA_R.leguminosarum
tonB_USDA110

fhuA_R.leguminosarum
tonB_USDA110

fhuA_R.leguminosarum
tonB _USDA110

fhuA_R.leguminosarum
tonB_USDA110

fhuA_R.leguminosarum
tonB_USDA110

fhuA_R.leguminosarum
tonB_USDA110

fhuA_R.leguminosarum
tonB_USDA110

1317 1325 1341 1344
GTCCCCTTGCGCACACGATGCTGTTCGGCCTCGACTACACCAATCTCCAGTCGAACTGGGGC

GCATCCTCAGCCACACCACGCTGGTCGGGATCGACTATCGCAACACCTCCTT---CCGCGAC

* * % % *kkhkkkk ok kkkk kkkk * ok ok kk ok ok * % % * * * * Kk ok

TACGGCATCGGCGCCGTCAACTCGGCCTTCGATTTCGATATCGCCAACCCGACCTATGGTGT
ACCGCCTTTGGCGTCACGACCTCGGCCCCCGAGATCAACGTGTTCAATCCGGTCTATAGC——

**k Kk Kk kkkk Kk *  kkkkkkk * * % **  * * *k Kk kkk * Kk kk Kk

CTCGGGCGCCACGCCGGC-CTATGACTTCATCGTTGCCGATGCCGATATGCGCCAAGTCGGC
TACGATTGGACCATCGGCGCGATGA--GCGACAACACCGGCGTCAAGCAGTCGCAGGTCGGC

* % * * *kkk Kk kkkk * * * % % * Kk ok * * Kk kkkkkk

TTTACGCCCTTGACCAGATCGAGGCTGGA-AACTGGCGTTTCAACCTCGGCGGTCGCCAGAC
TCTACGCGCAGGACCAGATCAGGCTCGGCCGGCTGTCGTTCCAGC-TCGGCGGTCGCCAGGA

* kkkkk Kk * ok ok ok kk ok ok k * * % *hkk kkkk kk ok kkkkkkkkkkkkkk

CTGGGTGAACCAGACGCGTGACACGACCTATCCCTCCTTCGGGTTGAACGACTCGGAAGACG
TTTCGTCACC---ACGCAGGTCGACAGCGGTATCTTCGACACATCG---GTCTCGAAGGATG

* **k Kk ok * * k% *  * *  * * * k% * * *  * * kkkk Kk kk Kk

TCAACAAGAACGCCTTCTCCTGGCAAGCCGGCGCGCTTTACCTCTTCGACAACGGCATTGCA
CTTCG—————— GCCTTCACTGGCCGCGCCGCCGTGATGTACAATTTCAACAACGGCATCGCG

*kkkkk Kk *  * *kkk kk ok ok Kkkk *hkk kkkkkkkkkk kK

CCCTTCGTCTCCTATGCGACCTCGTTCGACCCGGTCACC--AACCGGTCGGCATCCGGCAAG
CCGTATTTCAGCTATTCCGAGTCGTTTCTGCCGGTGCTCGCAACCGGACCGGG--CGGCCAG

**  * * % *kkk Kk * k k k k * k k k k * *kkkkkk Kk Kk *kkk kK

1744 1766

ATCCTGGAGCCGACCGAGGGTGAACAGTACGAACTCGGCGTGAAGTACCAGCCGCCGGGCACL
CTGCTCAACCCTGAAACCGGCGTGCAGTACGAGGTCGGCGTAAAGTACCAGCCGATCGGATG

* k% * k% **  * * k ok ok ok ok ok ok khkkkkkk khkkkkkkkkkkk * %

Figura 1: Parte do alinhamento entre os genes fhuA de R. leguminosarum (fhuA_R.leguminosarum)
e blr4504 de B. japonicum USDA110 (fonB_USDA110), referente a regido escolhida para projecio
dos primers fhuA. Os nimeros acima das seqiiéncias referem-se a seqiiéncia do gene blr4504 de B.
Jjaponicum USDA110. As regides conservadas da seqiiéncia do gene fhuA de R. leguminosarum,
destacadas em negrito e sublinhadas, foram utilizadas para constru¢@o dos primers fhuA FOR_jap
(posigdo 1317 a 1341), fhuA FOR_elk (posi¢do 1325 a 1344) e fhuA REV (posi¢do 1744 & 1766).
Asteriscos indicam nucleotideos conservados entre as seqiiéncias comparadas. Alinhamento:
Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0.

3.7 Clonagem de fragmentos dos genes fegA e fhuA obtidos por PCR,
extracdo de plasmideos e seqiienciamento

Os fragmentos de interesse obtidos por PCR com os primers correspondentes
aos genes fegA e fhuA, utilizando-se DNA gendmico de SEMIA 587 de B. elkanii e
SEMIA 5079 de B. japonicum, foram ligados ao vetor de clonagem pGEM-T Easy
(Promega®) (conforme instru¢des do fabricante). O vetor utilizado € portador do gene de
resisténcia ao antibidtico ampicilina e do gene lacZ. As reac¢des de ligacao do fragmento ao
vetor foram utilizadas para transformacio por choque térmico de E. coli XL1-Blue termo-
competentes (Sambrook & Russel, 2001). A selecdo dos transformantes foi feita em placa

de Petri contendo meio LB sdlido, tetraciclina, ampicilina, X-Gal 4% e IPTG 0,1 M. Dez
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coldnias brancas obtidas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio LB liquido,
tetraciclina e ampicilina para extra¢do de plasmideos.

Plasmideos foram extraidos de acordo com Sambrook & Russel (2001), com
algumas modificacOes. Aliquotas de 1,5 mL do caldo de cultura foram centrifugadas em
tubos de microcentrifuga (do tipo eppendorf), esterilizados, com capacidade de 2 mL , por
5 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado resultante foi
suspendido em 200 pL da Solucdo I. Cinco pL de RNAse (Invitrogen®) foram
adicionados e as amostras incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionou-se
200 uL da Solugao II e ap6s forte homogeneizacao os tubos foram mantidos por 5 minutos
no gelo. A seguir foram adicionados 200 puL da Solucdo IIl e as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi vertido
em novos tubos eppendorfs estéreis com capacidade de 1,5 mL, sendo novamente
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm. Por fim, ao sobrenadante coletado para novo
tubo estéril foram adicionados 0,6 volumes de isopropanol para precipitacio do DNA.
Ap6s 20 minutos no gelo, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA resultante foi lavado com 500 puL de
etanol 70%, secado em estufa a 37°C e suspendido em 50 uL de solucao TE2.

Para verificar-se a eficiéncia da extracdo de plasmideos, 1 uLL das amostras foi
aplicado juntamente com 1 uL de tampao de corrida (azul de bromofenol 0,25% e glicerol
40%) em gel de agarose 0,8% (em tampao TBE 1x) contendo brometo de etideo e
submetido a eletroforese com corrente de 100 V, utilizando-se como controle negativo
plasmideos extraidos de coldnias azuis, onde nenhum fragmento foi inserido ao vetor.

Para confirmagao da clonagem dos fragmentos de interesse, os plasmideos que
apresentaram maior peso molecular em relacdo ao controle negativo foram quantificados
no fluorometro QubitTM—Invitrogen® e submetidos a clivagem com a endonuclease de
restricao EcoRI (Promega®), que cliva o plasmideo na regido de ligacdo do inserto. Para a
clivagem de 1 ug de plasmideo a 37°C por 3 horas foi utilizada 1 U de enzima e volume
adequado de tampao 10 X concentrado, além de 4dgua ultra pura estéril para completar o
volume. Além das clivagens, também foi realizada a amplificacio por PCR dos sitios
posicionados entre as regides de inser¢do dos fragmentos, utilizando-se os primers
M13/pUC (M13 FOR e MI3 REV). As reacdes de amplificagdo foram elaboradas

conforme descrito no primeiro pardgrafo do subitem 3.6, utilizando-se o kit Tag DNA
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Polymerase Recombinant (Invitrogen®). O protocolo de amplificacido conteve os seguintes
passos: um ciclo de 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 45 segundos,
52°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos e, por fim, 1 ciclo de 72°C por 10 minutos.

Entre os clones positivos, amostras com tamanho esperado de cada um dos
fragmentos de interesse, fegA e fhuA, foram escolhidas para cada uma das estirpes
analisadas (B. elkanii SEMIA 587 e B. japonicum SEMIA 5079). Os plasmideos
recombinantes escolhidos foram novamente extraidos, utilizando-se o kit S.N.A.P.™
MiniPrep (Invitrogen®) e quantificados (QubitTM—Invitrogen®). Cerca de 200 ng de
plasmideo foram utilizadas para as reagdes de seqiienciamento contendo 1 uL de primer
M13 FOR 5 pMol. As amostras foram preparadas em tubos do tipo eppendorf (capacidade
de 0,6 mL) em um volume total de 6 pl e, sequenciadas no sequenciador automético
Applied Biosystem modelo ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer, do Laboratdrio de Biologia
Molecular Vegetal do Centro de Biotecnologia da UFRGS.

No total, foram enviadas para seqiienciamento duas construcdes contendo os
fragmentos amplificados com os primers fhuA (uma de B. elkanii SEMIA 587 [pfhuAS587 ]
e uma de B. japonicum SEMIA 5079 [pfhuA5079]) e seis plasmideos contendo fragmentos
de amplificacdo obtidos com os primers fegA (cinco de B. elkanii SEMIA 587
[pfegAS587.2, pfegAS87.4, pfegAS587.5, pfegAS587.6 e pfegAS587.7] e um de B. japonicum
SEMIA 5079 [pfegA5079]). As seqiiéncias obtidas foram analisadas por BLASTn/NCBI
on line e pelos programas FinchTV 1.4.0 (Geospiza Inc.), Clustal X 1.81 (Thompson et al.,
1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 (Hall, 1999). As seqiiéncias de
aminodcidos derivadas da traducdo dos fragmentos de interesse foram analisadas por

BLASTp/NCBI on line.

3.8 Hibridizacao por Southern blot

As seqiiéncias dos genes blr4504 de B. japonicum USDAI110, fegA de B.
Jjaponicum 61A152 e bll4920 de B. japonicum USDA110, assim como dos fragmentos de
interesse obtidas por seqiienciamento, foram analisadas quanto a presenca de sitios de
clivagem para diferentes enzimas de restricdo. As enzimas Apal, Hindlll e Kpnl
(Promega®), foram escolhidas devido a auséncia de sitio de restricdo entre todas as
seqiiéncias analisadas. Para a clivagem de cerca de 10 ug de DNA gendmico das estirpes

SEMIA 587 de B. elkanii e SEMIA 5079 e USDA110 de B. japonicum, foram utilizadas 30
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U de enzima e volume adequado de tampao 10 X concentrado especifico, em reacdes
incubadas por no minimo 16 horas a 37°C.

O volume de cada clivagem foi igualmente dividido e cada aliquota (contendo
aproximadamente 5 pg de DNA gendmico clivado) foi aplicada em duplicata em gel de
agarose 0,8% (em tampao TBE 1x) contendo brometo de etideo. A ordem das amostras no
gel foi repetida, com exce¢ao dos controles positivos de hibridizagao: fragmento de 308 pb
de fegA de B. japonicum SEMIA 5079 e fragmento de 434 pb de fhuA de B. elkanii
SEMIA 587, aplicados no inicio de cada conjunto de amostras respectivamente.

O gel foi submetido a eletroforese com corrente de 50 V, por aproximadamente
6 horas. Apds esse periodo, o gel foi fotografado com régua sobre luz UV e, a seguir,
submetido as seguintes etapas: 1) desnaturacdo e neutralizacdo dos fragmentos de DNA em
gel de agarose; 2) transferéncia (por um periodo de 16 h) dos fragmentos para uma
membrana de ndilon (GE Healthcare®); 3) fixacdo do DNA a membrana por 2 horas a
80°C. A partir desse momento, a membrana de ndilon foi cortada e cada membrana,
contendo exatamente a mesma seqiiéncia de amostras de DNA foi hibridizada com as
sondas especificas (fegA de B. japonicum SEMIA 5079 para a membrana 1 e fhuA de B.
elkanii SEMIA 587 para a membrana 2). Todos os procedimentos foram conduzidos
conforme descrito no manual do kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection
Systems (Amersham Biosciences®).

Os fragmentos utilizados como sondas e controles positivos de hibridizagao,
foram obtidos por clivagem com a endonuclease de restricdo EcoRI (Promega®), de
aproximadamente 10 pg dos seguintes plasmideos recombinantes (confirmados por
seqiienciamento): pfegA5079 e pfhuAS587. Os fragmentos de 308 pb de fegA de B.
Jjaponicum SEMIA 5079 e de 434 pb de fhuA de B. elkanii SEMIA 587 foram purificados
do gel de agarose (kit GFX, GE Healthcare®) e quantificados (QubitTM—Invitrogen®) para

devidas utilizagdes.

3.9 Isolamento de regioes adjacentes ao fragmento amplificado do gene
JhuA de B. elkanii SEMIA 587

Visando a obtencao de um fragmento correspondente ao gene fhuA de B. elkanii
SEMIA 587 de maior tamanho e também da regido reguladora desse gene foram

empregadas, em diferentes ocasides, as distintas estratégias descritas abaixo.
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3.9.1 Primeira estratégia: Construcao de novos primers fhuA

Com base na seqiiéncia correspondente ao fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA
587 de 434 pb, foi projetado um outro primer reverso: fhuA REV_novo. Para tal, fez-se o
alinhamento das seqiiéncias dos fragmentos correspondentes aos genes fhuA de B. elkanii
SEMIA 587 e fhuA de B. japonicum SEMIA 5079, com a seqiiéncia do gene blr4504 de B.
Jjaponicum USDA110, para andlise de identidade entre os nucleotideos correspondentes.

Uma vez que fegA e fhuA sdo genes com alto indice de identidade, as
seqiiéncias correspondentes aos genes fegA de B. japonicum 61A152 e seu correspondente
em B. japonicum USDA110, o gene bll4920, foram alinhadas com a seqiiéncia do
fragmento do gene fhuA de B. elkanii SEMIA 587 para andlise da dissimilaridade de
nucleotideos entre elas.

A porcao inicial do fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA 587, ou seja, a
extremidade 5° sequenciada, foi escolhida para projecdo do novo primer reverso. A regiao
mais adequada para tal, isto é, que fosse conservada entre as duas seqii€éncias dos
fragmentos fhuA e blr4504 e que, ao mesmo tempo, apresentasse dissimilaridade de

nucleotideos com fegA, estd representada na figura abaixo (Figura 2).

1327 1342 1361

tonB _USDA110 AGCCACACCACGCTGGTCGGGATCGACTATCGCAACACCTCCTTCCGCGACACCG
(a) fhuA 5079 ~TGCACCCGATGCTGTTCGGGCTCGACTATCGCAATACGTCGTTCC-CGACCCCG
fhuA 587 —mmmm————e CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCGCGACATGG
*kk kkkok Kkhkhkkhkhkkhkk Kkhkkhkkk kk kk kkhkkk kkkk *
(b) fegA 61A152 ACTACTTCATCGCACCGTCCTTCACCTGGAGGCTGGATTCCGACACCACCTTCTC
fhuA 587 = —mmmmmmmeeeee CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCG

* * ok * * kkkkk ok kkk
(©) b114920_USDA110 GTCCGGTGAAGCACACGATGCTGTTCGGGGTCGACCTGAAGGGTTATCAGATCGA
fhuA 587 = —mmmmmmeeeeee CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCG

* ok ok ok ok ok ok ok * ok k ok ok * kK

Figura 2: Parte dos alinhamentos analisados para projecio do novo primer reverso fhuA
REV_novo. Em (a), alinhamento da extremidade 5’ sequenciada do fragmento fhuA de B. elkanii
SEMIA 587 (fhuA 587) com a regido correspondente de fhuA de B. japonicum SEMIA 5079 (fhuA
5079) e de blr4504 de B. japonicum USDA110 (tonB_USDAI110), para andlise da identidade
nucleotidica. Andlises de dissimilaridade também foram feitas pela comparacdo com fegA de B.
Jjaponicum 61A152 (b) e bll4920 de B. japonicum USDA110 (c). A regido destacada em negrito e
sublinhada, na seqiiéncia fhuA de B. elkanii SEMIA 587, foi utilizada para constru¢do do novo
primer. Asteriscos indicam nucleotideos conservados entre as seqiiéncias comparadas. Os niimeros
acima das seqiiéncias referem-se a seqiiéncia de blr4504 de B. japonicum USDA 110.
Alinhamento: Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0.

Para a projecdo de um novo primer fhuA direto, comparou-se a seqii€ncia de

blr4504 de B. japonicum USDA110 com as seqiiéncias de outros genes que codificam
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receptores dependentes de TonB de diferentes rizébios (BLASTn/NCBI). O primer fhuA
FOR_novo foi projetado com base em uma das regides conservadas. As espécies de
rizébios utilizadas para o alinhamento foram: Rhodopseudomonas palustris HaA2 (acesso
CP000250.1), Azorhizobium caulinodans ORS 571 (acesso AP009384.1), Sinorhizobium
meliloti 1021 (acesso AL591688.1) e Rhizobium leguminosarum (acesso CAJ315451.1). O
percentual de identidade entre blr4504 e as seqii€ncias génicas descritas acima é&,
respectivamente: 57, 51, 50 e 42%. A dissimilaridade entre as seqiiéncias de blr4504 de

USDAL110, bl14920 de USDAT110 e fegA de 61A152, também foi analisada (Figura 3).

612 626

. Jjaponicum USDA110 GCCTCGATCCCTACGGCGCCGAGCGCCTCGAGGTCCTCAAGGGGCCGTCCTCGGCGATGT
(a) R. palustris GCAACGAGCCCTACGGCGTGGAGCGCATCGACGTCGTCAAGGGCCCGAGCTCGGTGATGT

* % *k ok kkkkkokkkkk khkkkkhkk khkkk kkk khkkkkkk kkk *kkkk  kkkkk

Jjaponicum USDA110 GCCTCGATCCCTACGGCGCCGAGCGCCTCGAGGTCCTCAAGGGGCCGTCCTCGGCGATGT

(®) a. caulinodans ~--CGGAGACCTACGGCCTTGAGCGTGTCGACGTGATCAAGGGACCGGCTTCCGTGCTCT
* % * k ok ok ok ok ok ok * k k Kk k *kkk kK kkhkkkkkk kkhkk Kk kk Kk Kk Kk K

B. japonicum USDA110 GCCTCGATCCCTACGGCGCCGAGCGCCTCGAGGTCCTCAAGGGGCCGTCCTCGGCGATGT

(©) s. me1iloti ~-—ACGAGCCCTACGGGTTGGAAGGCGTTTCGATCCTGCGCGGCCCCTCCTCTGCCCTTT
*k ok kkkkkkkk * % **  * * Kk k kK *k kk kkkkk kK *  *

J) B+ japonicum USDAL10 GCCTCGATCCCTACGGCGCCGAGCGCCTCGAGGTCCICAAGGGGCCGTCCTCGGCGATGT
(d) r.1eguminosarum ~——CCGATCCCTATCAGCTGCAACGCGTCGAGGTGATCAAGGGACCGGTATCCGTTCTCT
* k ok ok ok k ok ok k * kkk kkkkkkk *hkkkkkk  kkk **  * * ok

A. caulinodans ---CGGAGACCTACGGCCTTGAGCGTGTCGACGTGATCAAGGGACCGGCTTCCGTGCTCT

(€) s. meriloti --—~ACGAGCCCTACGGGTTGGAAGGCGTTTCGATCCTGCGCGGCCCCTCCTCTGCCCTTT
R. leguminosarum ---CCGATCCCTATCAGCTGCAACGCGTCGAGGTGATCAAGGGACCGGTATCCGTTCTCT

R. palustris GCAACGAGCCCTACGGCGTGGAGCGCATCGACGTCGTCAAGGGCCCGAGCTCGGTGATGT

B. japonicum USDA110 GCCTCGATCCCTACGGCGCCGAGCGCCTCGAGGTCCTCAAGGGGCCGTCCTCGGCGATGT

* % * * k% * * * * * *k kK **  * *  *

fegA_61A152 GCTTCCGCCGTT-CAACATGGAGCGCGTGGAGGTGCTGCGCGGTCCGTCGGCAGTGCTTT

(f) p114920_uspaiio GCTCCAGACGCC-GRACATGGAGCGCGTCGAGGTGCTGCGCGGCCCGTCAGCGGTGCTCT
b1r4504_USDA110 GCCTCGATCCCTACGGCGCCGAGCGCCTCGAGGTCCTCAAGGGGCCGTCCTCGGCGATGT

* % * * * K*khkhkkhkkk Kk Kkhkkkkx Kk*k * Kk kkkkk * X X x %

Figura 3: Parte dos alinhamentos analisados para proje¢do do novo primer direto fhiuA FOR _novo.
De (a) a (d), pairwise alignment entre blr4504 de B. japonicum USDA110 com cada um dos genes
que codificam receptores dependentes de TonB de R. palustris, A. caulinodans, S. meliloti e R.
leguminosarum, respectivamente; em (e), o alinhamento unico entre todos eles. Em (f),
alinhamento de blr4504 com bli4920 de B. japonicum USDA110 e fegA de B. japonicum 61A152,
para andlise da dissimilaridade de nucleotideos na regido escolhida para constru¢do do novo
primer. A regidao destacada em negrito e sublinhada, localizada entre as posi¢des 612 e 626 da
seqiiéncia de bir4504, foi utilizada para constru¢do do novo primer. Asteriscos indicam
nucleotideos conservados entre as seqiiéncias comparadas. Os numeros acima das seqiiéncias
referem-se a seqiiéncia de blr4504 de B. japonicum USDA110. Alinhamento: Clustal X 1.81 e
BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0.
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A combinacdo especifica de tais primers, segundo a andlise da seqiiéncia de
blr4504, resulta na amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 750 pb. As reagdes
de amplifica¢do foram elaboradas conforme descrito no primeiro pardgrafo do subitem 3.6,
utilizando-se o kit Tag DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen®). As condigdes
utilizadas foram inicialmente testadas através de uma PCR gradiente, conforme segue: um
passo inicial de desnaturacio a 94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, variacdo (por amostras) de 55,1 a 70,3°C por 2 minutos, 72°C por 2
minutos; por fim, 1 ciclo de 72°C por 10 minutos, 4°C por 10 minutos. Apds checagem dos
produtos de amplificacdo em gel de agarose 1%, submetido a eletroforese com corrente de
100 V, verificou-se que a melhor temperatura de anelamento foi a de 57,6°C.

Novos ciclos de PCR a temperatura de 57,6°C foram realizados com diferentes
concentracdes de DNA gendmico (10, 50 e 70 ng/uL) e a banda de interesse foi purificada
do gel de agarose (kit Invitrogen®) e ligada no vetor pGEM-T Easy (Promega®)
(conforme instrucdes do fabricante). As reagdes de ligacdo foram wusadas para
transformacdo por choque térmico de E. coli XL1-Blue termo-competentes (Sambrook &
Russel, 2001). Apés selecao dos transformantes e extracdo de plasmideos (conforme
descrito no subitem 3.7), a confirmac¢do das clonagens positivas foi feita através de
clivagens com a enzima EcoRI (Promega®). Entre os plasmideos que liberaram bandas de
tamanho esperado, trés foram escolhidos para seqiienciamento (com 1 puL de primer M13
FOR 5 pMol): pNovofhuAS587.1, pNovofhuA587.2 pNovofhuA587.3 O sequenciador
utilizado foi 0 mesmo descrito no subitem 3.7.

As seqiiéncias obtidas foram analisadas por BLASTn/NCBI on line e pelos
programas FinchTV 1.4.0 (Geospiza Inc.), Clustal X 1.81 (Thompson et al., 1997) e
BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 (Hall, 1999).

3.9.2 Segunda estratégia: SiteFinding-PCR

Uma adaptacio do método descrito por Tan e colaboradores (2005) foi
realizada, conforme exemplificado na Figura 4.

Para realizac@o desta técnica foi projetado um novo primer reverso especifico,
com base na seqiiéncia correspondente ao fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA 587:
primer fhuA REV_maior (Figura 5). Esse primer foi usado, segundo o esquema abaixo,

como GSP1, enquanto que o outro primer reverso projetado e descrito no subitem 3.9.1
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(fhuA REV_novo) foi usado como GSP2. Os demais primers utilizados na técnica de

SiteFinding-PCR estio descritos na Tabela 2.

Molécula alvo Molécula nao-alvo
Sitio alvo do SiteFinder ~ Sequéncia conhecida

— e — ..
== =
*

* GSP3 GSP2 GSP1

Desnaturagao &

Anelamento do SiteFinder f"‘,,

‘5?,_% Extensdo
%

[T
$

PCR (SFP1+GSP1) Supressao por formagao

Amplificag&o exponéncial = de estrutura secundaria
& (stem-loop)
SFPL_____ SFP1
GSPI SFP1
PCR (SFP2+GSP3) l Supressao por formagao

()

de estrutura secundaria
(stem-loop)

o
o
=
wva
SFPz Abundante S]:pz Raro
_— o ———
GSP3 SFP2

Figura 4: Adaptacido da técnica de SiteFinding-PCR, que pode ser resumida em trés etapas
principais: Reacdo de SiteFinding (1), reacdo primdria do Nested PCR (2) e reagdo secunddria do
Nested PCR (3). Asteriscos indicam os sitios de reconhecimento para os oligonucleotideos
SiteFinder. Primers gene especificos (GSP1, GSP2 e GSP3) anelam-se nas seqiiéncias conhecidas
e primers Site Finding (SFP1 e SFP2) anelam-se nos oligonucleotideos SiteFinders ja ligados aos
sitios-alvo. A reacdo de SiteFinding PCR consiste dos seguintes passos: apds anelamento dos
oligonucleotideos SiteFinders em baixa temperatura, uma fita é sintetizada pela Tag DNA
polimerase, gerando moléculas alvo em dupla fita de diferentes tamanhos (1); na rea¢do primdria
do Nested PCR (2), o DNA alvo é amplificado exponencialmente com SFP1 e GSP1, enquanto que
a amplificacdo de moléculas ndo alvo € suprimida pela formagdo de um stem-loop na estrutura do
DNA; na reacdo secunddria do Nested PCR (3), novamente o DNA alvo é amplificado
exponencialmente por um primer alvo especifico mais interno (GSP2 ou GSP3) combinado com o
primer SFP2, enquanto que a amplificagdo de moléculas ndo alvo € suprimida por formacgdo de
estrutura secundaria. No produto final, a representacdo das moléculas alvo é bastante superior a de
moléculas nao alvo.

Amplificagdo exponéncial stem-loop

l

> fhuA 587_fragmento 434 pb
CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCGCGACATGGCCTCGAGCTACAGCACCGGCAAGCTCAACG
TCTTCGCGCCGGTCTATACCAACAGCTGGATCAACAACGGACCGTATGACGACACCGGCATCAAGCAGTCGCA
GGCCGGCCTCTATCTGCAGGACCAGATCAGGCTCGGACGGCTGTCGTTCCTGCTCGGCGGGCGGCAGGATTTC
GTCACCACCGACCTCGACAACAATCTCGCGAAGACGTCGACCTCGACCGATGCTTCGGCATTCACCGGCCGCG
CCGCCGTCATGTACAATTTCGACAATGGCATCGCGCCCTATTTCAGCTATTCGGAATCATTCCTGCCGGTGCT
GAGCATCAACGCCGCCGGCGAACTGCTGAAGCCGGAGTCCGGCGTCCAGTACGAACTCGGCGTGAAGTA

Figura 5: Fragmento de 434 pb de fhiuA de B. elkanii SEMIA 587 [referente a construcdo
pfhuAS87 (subitem 3.7)]. A regido destacada em negrito e sublinhada foi utilizada para construgdo
do novo primer fhuA REV_maior.
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Para a reacdo de SiteFinding (incorporacdo de oligonucleotideos SiteFinders no
genoma bacteriano), cada mistura de PCR continha 4 pLL de 5 X Green GoTaq Buffer
(Promega®), 5 puLL de solu¢do de dNTPs 1 mM, 2 pl. de MgCl; 25 mM (Promega®), 0,25
uL de GoTaq Hot Start Polymerase (S5U/uL) (Promega®), 1 pL de SiteFinder 10 pMol e
20, 50 ou 100 ng de DNA gendmico de B. elkanii SEMIA 587 (em diferentes reagdes). O
volume foi completado para 20 plL com dgua ultra pura estéril e um tnico ciclo de PCR foi

feito, de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4: Condigoes das reacdes de amplificagdo utilizadas para PCR SiteFinding.

Reacao Ciclo(s) Condicoes
SiteFinding 1 92°C (2 min), 95°C (1 min), 25°C (1 min), 68°C por 10 min
Nested PCR primdrio 1 94°C (1min)
30 95°C (10 seg), 65°C (30 seg), 68°C (6 min)
1 72°C (5 min)
Nested PCR secundario 1 94°C (1min)
30 95°C (10 seg), 62°C (30 seg), 68°C (6 min)
1 72°C (5 min)

Para a reacdo primdria de Nested PCR, foram adicionados aos tubos contendo
20 pL da reacdo de SiteFinding (mantidos no gelo): 1 pL de 5 X Green GoTaq Buffer
(Promega®), 1 pL. de primer SFP1 50 pMol, 1 pL de primer fhuA REV_maior 10 pMol e 2
pL de dgua ultra pura estéril. Trinta ciclos de PCR foram feitos de acordo com a Tabela 4.

Um pL da reacdo primaria de Nested PCR foi diluido 50 X em dgua ultra pura
estéril (1:50). Um pL desta diluicao foi utilizado para a reacdo secundaria de Nested PCR,
que também continha: 10 pL de 5 X Green GoTaq Buffer (Promega®), 2,5 uL. de solucao
de dNTPs 1 mM, 2 puL de MgCl, 25 mM (Promega®), 0,25 pL de GoTaq Hot Start
Polymerase (5U/uL) (Promega®), 0,5 puL. de primer SFP2 10 pMol, 2,5 uL de primer fhuA
REV_novo 10 pMol e dgua ultra pura estéril para completar o volume final de 50 pL.
Novamente, 30 ciclos de PCR foram realizados, conforme descrito na Tabela 4.

Os produtos finais de amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1%
submetido a eletroforese com corrente de 80 V. Utilizando-se a reac¢do primdria de Nested
PCR diluida 50 X como molde da reacdo secundaria de Nested PCR, obteve-se a
amplificacdo de bandas de peso molecular em torno de 1000 pb. Essas bandas foram

purificadas de gel de agarose (kit GFX (GE Healthcare) e ligadas no vetor pGEM-T Easy
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(Promega®) (conforme instru¢des do fabricante). As reagdes de ligacdo foram usadas para
transformacdo por choque térmico de E. coli XL1-Blue termo-competentes (Sambrook &
Russel, 2001). Apés selecao dos transformantes e extracao de plasmideos, a confirmagdo
das clonagens foi feita através de reagdes de PCR com os primers M13 REV e M13 FOR
(conforme subitem 3.7). Entre os plasmideos que liberaram bandas de tamanho esperado,
foram escolhidos para seqiienciamento, com 1 uL de primer M13 FOR 5 pMol:
pSFfhuA587.1 e pSFfhuA587.2. O sequenciador utilizado foi o mesmo descrito no subitem
3.7.

As seqiiéncias obtidas foram analisadas por BLASTn/NCBI on line e pelos
programas FinchTV 1.4.0 (Geospiza Inc.), Clustal X 1.81 (Thompson et al., 1997) e
BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 (Hall, 1999).

3.9.3 Terceira estratégia: Construcio de uma biblioteca gendmica parcial
de B. elkanii

Primeiramente, experimentos de Southern blot gendmico foram realizados com
diferentes enzimas de restricdo, a fim de que fosse identificado um fragmento de DNA que
contivesse o gene fhuA completo (fragmento maior que 2,5 Kb) e que, ao mesmo tempo,
ndo possuisse tamanho molecular maior que 5,0 Kb, para facilitar a constru¢do da
biblioteca. A enzima EcoRI foi escolhida, pois a banda resultante da hibridiza¢dao (com a
sonda fhuA) do DNA gendmico de B. elkanii SEMIA 587 clivado com essa enzima,
apresentou aproximadamente 4,0 Kb.

Para a construcdo da biblioteca parcial, cerca de 10 ug de DNA gendmico de B.
elkanii SEMIA 587 foram clivados em uma reacido contendo tampao 10 X adequado e 30
U da enzima EcoRI (Promega®), além de dgua ultra pura estéril para completar o volume
de 200 pL; a reacdo foi incubada a 37°C por 16 horas. Dois uL. da digestdo foram
aplicados em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente de 100V, para
confirmacdo da clivagem. O DNA clivado foi concentrado em 30 uL utilizando-se
centrifuga a vacuo. O volume de 30 pL de DNA foi aplicado em gel de agarose 0,8%
submetido a eletroforese com corrente de 50 V por 6 horas. Logo apés, os fragmentos de
peso molecular de aproximadamente 4 Kb (correspondentes a banda de hibridizacdo de
interesse) foram purificados do gel de agarose (kit Invitrogen), suspendidos em 70 puL de

dgua ultra pura estéril e o DNA foi quantificado (QubitTM—Invitrogen®).
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Paralelamente, cerca de 2,5 pug do vetor pUC18 também foram clivadas com a
enzima EcoRI (Promega®) sob condicdes adequadas por 4 horas. Dois uLL da digestao
foram aplicados em gel de agarose 0,8% submetido a eletroforese com corrente de 100 V.
Apoés confirmagdo da clivagem, a reagdo foi mantida a 65°C por 15 minutos para
inativacdo enzimadtica. Posteriormente, o plasmideo clivado foi defosforilado com a adicao
de 0,5 U da enzima SAP (utilizando-se para essa reacdo o mesmo tampao de EcoRI); a
reagdo foi incubada por 2 horas a 37°C. O background de plasmideos nao clivados foi
conferido através de transformacdo por choque térmico de E. coli XL1-Blue termo-
competentes (Sambrook & Russel, 2001). A selecdo dos transformantes foi feita em placa
de Petri contendo meio LB sélido, tetraciclina e ampicilina.

A reacdo do plasmideo pUC18 defosforilado foi purificada em coluna com o kit
Invitrogen® e o DNA foi quantificado (QubitTM—Invitrogen®). Para ligacdo dos
fragmentos de aproximadamente 4 Kb ao vetor, foram preparadas trés reacdes de ligacao
contendo cinco vezes mais fragmentos do que vetor (proporcao 5:1), utilizando-se T4
DNA Ligase e tampao 10 X (Promega®), além de dgua ultra pura estéril para completar o
volume de 20 pL; as reacdes foram incubadas a 4°C por 16 horas. Dez pL de cada ligacao
foi utilizado para transformac¢do por choque térmico de E. coli XL1-Blue termo-
competentes (Sambrook & Russel, 2001). A selecdo dos transformantes foi feita em placa
de Petri contendo meio LB sélido, tetraciclina, ampicilina, X-Gal 4% e IPTG 0,1 M.

As colonias brancas obtidas foram organizadas (utilizando-se palitos de
madeira estéreis) em placas de Petri contendo meio LB sélido, tetraciclina e ampicilina.
Para cada placa foi realizada hibridizacdo de coldnias, utilizando-se como sonda o
fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA 587, conforme procedimentos descritos no manual do
kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection Systems (Amersham Biosciences®).
Os plasmideos das bactérias que apresentaram sinal forte na hibridiza¢dao de colonias foram
extraidos conforme descrito no subitem 3.7 (Sambrook & Russel, 2001) e checados em gel
de agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente de 100 V.

Apds quantificagdo (QubitTM—Invitrogen®), cerca de 2 pg de cada DNA
plasmidial foram clivadas com a enzima EcoRI (Promega®) para liberacdo do fragmento
de interesse clonado ao vetor pUC18. Reagdes de PCR com os primers fhuA (fhuA REV e
JhuA FOR_elk) também foram realizadas (conforme subitem 3.7). Os plasmideos que

apresentaram melhores resultados nos experimentos de clivagem e PCR, foram novamente
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clivados com EcoRI; todo volume das reagdes de clivagem foi aplicado em gel de agarose
0,8% submetido a eletroforese com corrente de 80 V por 3 horas. Apos esse periodo, os
géis foram fotografados com régua sobre luz UV e os fragmentos transferidos para uma
membrana de ndilon (GE Healthcare®), para posterior hibridizacdo com a sonda fhuA de

B. elkanii SEMIA 587.

3.10 Construcao de mutantes nulos de B. elkanii SEMIA 587 para o gene
JhuA, utilizando-se cassete gfp e cassete gfp/Sm/Sp

Para a constru¢do de mutantes nulos para o gene fhuA de B. elkanii SEMIA
587, foi utilizada a estratégia de mutagénese via inser¢ao de cassete génico. Para tal, duas
abordagens foram realizadas: 1) interrup¢do do fragmento fhuA de 434 pb pelo cassete
contendo o gene gfp (green fluorescent protein) sem a regido promotora e 2) interrupgao
do fragmento fhuA de 434 pb pelo cassete gfp/Sm/Sp [gene gfp sem a regido promotora e
cassete, com promotor préprio, contendo os genes de resisténcia aos antibidticos
estreptomicina (Sm) e espectinomicina (Sp)].

O cassete gfp utilizado nesse estudo foi obtido do vetor pHGWES7
(Invitrogen®), disponivel em nosso laboratério. O cassete Sm/Sp (com interposon Omega)
encontra-se clonado no vetor pHP45Q (Prentki & Kirsch, 1984) e foi cedido pelo Dr.
William Broughton, da Universidade de Genebra (Suica). Os fragmentos de interesse
interrompidos pelo cassete gfp e pelo cassete Sm/Sp, foram isolados e clonados em vetor
conjugativo. Para transferéncia das constru¢des, foram utilizadas duas maneiras: 1)
conjugacdo triparental entre B. elkanii SEMIA 587, E. coli XL1-Blue carregando a
constru¢do de interesse e E. coli XL1-Blue carregando o plasmideo helper e 2)
transformagdo por choque térmico de B. elkanii SEMIA 587 termo-competentes com a
construcdo de interesse. O plasmideo conjugativo utilizado foi pK19mobsacB (Schifer et

al., 1994) e o plasmideo helper, pRK2013 (Figurski & Helinski (1979).

3.10.1 Clivagem de pfhuAS87 com a enzima de restricao Nrul

Inicialmente, o plasmideo pfhuA587 foi clivado com a enzima Nrul
(Promega®), que apresenta um sitio unico de restricio no fragmento fhuA de B. elkanii
SEMIA 587, situado a 247 nucleotideos do inicio desse fragmento (considerando-se a fita

codificadora) (Figura 6). Dois pL da reagdao foram aplicados em gel de agarose 0,8%
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submetido a eletroforese com corrente de 100 V para confirmagdo da clivagem. Apds
inativacdo enzimatica por 15 minutos a 65°C, todo volume da reacdo foi purificado por

coluna (kit Invitrogen®).

> fhuA 587_fragmento 434 pb
CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCGCGACATGGCCTCGAGCTACAGCACCGGCAAGCTCAACG
TCTTCGCGCCGGTCTATACCAACAGCTGGATCAACAACGGACCGTATGACGACACCGGCATCAAGCAGTCGCA
GGCCGGCCTCTATCTGCAGGACCAGATCAGGCTCGGACGGCTGTCGTTCCTGCTCGGCGGGCGGCAGGATTTC
GTCACCACCGACCTCGACAACAATCTCGCGAAGACGTCGACCTCGACCGATGCTTCGGCATTCACCGGCCGCG
CCGCCGTCATGTACAATTTCGACAATGGCATCGCGCCCTATTTCAGCTATTCGGAATCATTCCTGCCGGTGCT
GAGCATCAACGCCGCCGGCGAACTGCTGAAGCCGGAGTCCGGCGTCCAGTACGAACTCGGCGTGAAGTA

Figura 6: Fragmento de 434 pb de fhuA de B. elkanii SEMIA 587 [referente a construgdo
pfhuAS87 (subitem 3.7)]. Os nucleotideos destacados em negrito referem-se aos cédons em fase de
leitura correta (na primeira fase) para a traducdo de fhuA: observa-se que apds clivagem com a
enzima Nrul (sitio de restricdo TCG’CGA sublinhado), um nucleotido (G) permanece sobressalente
ao ultimo cédon (CTC) da primeira metade do fragmento clivado. A clivagem com Nrul cliva o
fragmento de 434 pb de fhuA de B. elkanii SEMIA 587 na posi¢do 247; a metade que resta do
fragmento possui 187 pb.

3.10.2 Obtencao dos cassetes gfp e Sm/Sp

Para obtencdo do cassete gfp, a seqiiéncia do gene gfp contida no vetor
pHGWEFS7 foi cuidadosamente analisada para que o fragmento isolado contivesse o
nimero correto de nucleotideos para entrar em fase de leitura com o fragmento fhuA de B.
elkanii SEMIA 587 (ap6s ligacdo do cassete gfp ao vetor pfhuAS87_Nrul, no préximo
subitem 3.10.3). Para tal, era necessario que a seqiiéncia isolada de gfp contivesse dois
nucleotideos antes do seu codon inicial de leitura (primeiro ATG).

Dessa forma, o vetor pHGWEFS7 foi inicialmente clivado com as enzimas Sacll
e Nrul (Promega®) a 37°C por 4 horas. Apds inativacdo das enzimas de restricdo a 65°C
por 15 minutos, foram adicionados a reagdo 3 uL de DNA Polimerase I/fragmento de
Klenow (com atividade de exonuclease 3’-5") (Invitrogen®) e tampao 10 X adequado; a
reacdo foi incubada a 37°C por 1 hora. Finalmente, todo o produto de clivagem foi
aplicado em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente de 80 V, e a
banda de 800 pb referente ao gene gfp, foi purificada do gel (kit Invitrogen®). Parte da
seqiiéncia oriunda do vetor pHGWEFS7, contendo o gene gfp, esta ilustrada abaixo: os sitios

de restricao referentes as enzimas Sacll e Nrul, estdo destacados em negrito (Figura 7).
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> gfp_vetor pHGWES7
SacIl

GTGATATCCCGCGGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGA
CGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACC
CTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCG
TGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTA
CGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGC
GACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGC
TGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTT
CAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGC
GACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGA
AGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAA
GCCCGGCATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACTCGACGGCCTGTGGGCATTCAGT
CTGGATCGCGAAAACTGTIGGAA

Nrul

Figura 7: Parte da seqiiéncia nucleotidica do plasmideo pHGWEFS7, contendo o gene gfp. Apds
clivagem de pHGWFS7 com as enzimas Sacll (sitio de restricgdo CCGC’GG destacado em negrito)
e Nrul (sitio de restricio TCG’CGA destacado em negrito), € liberado, entre outros fragmentos, um
de aproximadamente 800 pb referente ao gene gfp. Para que tal fragmento contivesse os dois
nucleotideos necessdrios antes de seu primeiro ATG (ATG sublinhado), o produto de clivagem foi
submetido a atividade exonucledsica da DNA polimerase I/fragmento de Klenow e, posteriormente,
purificado do gel de agarose.

Para obtencdo do cassete Sm/Sp, o vetor pHP45Q foi clivado com a enzima
Smal (Promega®) a 25°C por 4 horas. Apds inativagdo da enzima de restricdo a 65°C por
15 minutos, todo o produto de clivagem foi aplicado em gel de agarose 0,8%, submetido a
eletroforese com corrente de 80 V, e a banda de 2 Kb, referente ao cassete Sm/Sp, foi

purificada do gel (kit Invitrogen®).

3.10.3 Construcao de pfhuAS87gfp e pfhuAS87gfp/Sm/Sp

Uma reagdo de ligacdo do cassete gfp ao vetor pfhuAS87 clivado com Nrul, foi
feita utilizando-se a propor¢do 5:1 de cassete:vetor, T4 DNA Ligase e tampiao 10X
(Promega®), além de dgua ultra pura estéril para completar o volume de 10 pL; a reacdo
foi incubada a 4°C por 16 horas. A ligacdo foi utilizada para transformacao por choque
térmico de E. coli XL1-Blue termo-competentes (Sambrook & Russel, 2001). A selecio
dos transformantes foi feita em placa de Petri contendo meio LB sdlido, tetraciclina e
ampicilina.

Dezoito colonias brancas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio
LB liquido, tetraciclina e ampicilina. Os plasmideos foram extraidos de acordo com

Sambrook & Russel (2001) (conforme descrito no subitem 3.7) e checados em gel de
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agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente de 100 V, utilizando-se como
comparativo a constru¢do pfhuAS587. Os plasmideos que apresentaram maior peso
molecular do que pfhuA587, foram clivados com a enzima EcoRI (Promega®) a 37°C por
4 horas, para confirmacgdo da clonagem. Os produtos de clivagem foram aplicados em gel
de agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente de 80 V. O plasmideo chamado
pfhuAS587gfp, que liberou uma banda de 3 Kb (correspondente ao vetor pGEM-T Easy) e
uma de aproximadamente 1,2 Kb (correspondente ao fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA
587 interrompido pelo cassete gfp), foi enviado para seqiienciamento com os primers M13
FOR e M13 REV (conforme descrito no subitem 3.7).

Apds confirmagdo por seqiienciamento da orientacdo correta de entrada do
cassete, a construcao pfhuAS87gfp foi clivada com Nrul (Promega®), que cliva entre o
final do gene gfp e a metade final (187 pb) do fragmento fhuA.

Uma reacdo de ligacdo do cassete Sm/Sp ao vetor pfhuA587gfp clivado com
Nrul, foi feita utilizando-se a proporcao 5:1 de cassete:vetor, T4 DNA Ligase e tampao
10X (Promega®), além de dgua ultra pura estéril para completar o volume de 10 puL; a
reacdo foi incubada a 4°C por 16 horas. A ligacdo foi utilizada para transformacdo por
choque térmico de E. coli XL1-Blue termo-competentes (Sambrook & Russel, 2001). A
selecdo dos transformantes foi feita em placa de Petri contendo meio LB sdlido,
tetraciclina e espectinomicina.

Trés coldnias brancas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio LB
liquido, tetraciclina e espectinomicina. O DNA plasmidial de apenas uma das trés culturas
foi extraido com kit S.N.A.P.™ MiniPrep (Invitrogen®) e clivado com EcoRI (Promega®)
a 37°C por 4 horas, para confirmacao da clonagem. O produto da clivagem foi aplicado em
gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente de 80 V. O plasmideo
chamado pfhuA587gfp/Sm/Sp, que liberou uma banda de 3 Kb (correspondente ao vetor
pGEM-T Easy) e uma de aproximadamente 3,2 Kb (correspondente ao fragmento fhuA de
B. elkanii SEMIA 587 interrompido pelo cassete gfp/Sm/Sp), foi enviado para
seqiienciamento com os primers M13 FOR e M13 REV (conforme descrito no subitem
3.7).

Apdés confirmacdo da clonagem, os plasmideos pfhuAS87gfp e
pfhuAS587gfp/Sm/Sp foram clivados com EcoRI (Promega®) a 37°C por 4 horas, para

liberacao dos insertos. Os produtos da clivagem foram aplicados em gel de agarose 0,8%,
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submetido a eletroforese com corrente de 80 V e os fragmentos fhuAS587gfp (de
aproximadamente 1200 pb) e fhuA587gfp/Sm/Sp (de aproximadamente 3200 pb), contendo
extremidades coesivas derivadas do sitio de restri¢do de EcoRI, foram purificados do gel

(kit Invitrogen®).

3.10.4 Sub-clonagem dos fragmentos fhuA587gfp e fhuAS87gfp/Sm/Sp no
vetor conjugativo pK19mobSacB

O vetor conjugativo pK19mobSacB foi cedido pelo Dr. Volker Wendisch da
Universidade de Munique (Alemanha). pK19mobSacB, derivado do plasmideo pK19 de E.
coli, € um vetor nao-replicativo que carrega um gene de resisténcia a canamicina (derivado
de Tn5) e o gene sacB modificado (derivado de B. subtilis).

O plasmideo pK19mobSacB foi clivado com EcoRI (Promega®), que possui
um unico sitio de restricdo no sitio de policlonagem. A linearizacdo de pK19mobSacB,
origina uma banda de aproximadamente 5,7 Kb. O produto de clivagem foi aplicado em
gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente de 100 V, para confirmagdo da
clivagem. O plasmideo linearizado pKl19mobSacB e os fragmentos fhuAS587gfp e
JhuAS587gfp/Sm/Sp, foram quantificados utilizando-se o fluorometro QubitTM—InVitrogen®.

Posteriormente, os fragmentos fhuAS87gfp e fhuAS587gfp/Sm/Sp foram
subclonados no sitio de EcoRI de pK19mobSacB, utilizando-se a propor¢ao 5:1 de
fragmento:vetor, T4 DNA Ligase e tampao 10X (Promega®), além de 4gua ultra pura
estéril para completar o volume de 10 pL; as reacdes foram incubadas a 4°C por 16 horas.
A ligagao foi utilizada para transformacgao por choque térmico de E. coli XL1-Blue termo-
competentes (Sambrook & Russel, 2001). A selecdo foi feita em placa de Petri contendo
meio LB sélido, tetraciclina e canamicina para selecdo dos transformantes contendo o
fragmento fhuAS587gfp. Para selecio dos transformantes contendo o fragmento
JhuAS87gfp/Sm/Sp utilizou-se LB sdlido, tetraciclina, canamicina e espectinomicina.

Uma colonia branca de cada uma das transformagdes foi inoculada em tubos de
ensaio contendo meio LB liquido e antibiéticos adequados. Os plasmideos foram extraidos
com kit SN.A.P.™ MiniPrep (Invitrogen®) e clivados com enzimas de restricdo para
confirmacdo das clonagens. O plasmideo chamado pKfhuA587gfp foi clivado com as
enzimas EcoRI e HindIll (Promega®) e o plasmideo chamado pKfhuA587gfp/Sm/Sp foi
clivado com BamHI, HindIll, Pstl e Sall (Promega®), a 37°C por 4 horas. Os produtos das
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clivagens foram aplicados em gel de agarose 0,8%, submetido a eletroforese com corrente
de 80 V. Apés confirmacdo das bandas de tamanho esperado, pKfhuAS587gfp e
pKfhuAS587gfp/Sm/Sp foram enviados para seqiienciamento com os primers M13 FOR e
M13 REV (conforme descrito no subitem 3.7).

Paralelamente, o plasmideo helper pRK2013 (cedido pelo prof. Emanuel de
Souza, da UFPr), que é utilizado em experimentos de conjugacdo triparental, foi
introduzido em E. coli XL1-Blue termo-competentes, por transformacdo por choque
térmico (Sambrook & Russel, 2001). Uma coldnia foi inoculada em tubo de ensaio
contendo meio LB liquido, tetraciclina e canamicina. Plasmideos foram extraidos com o kit
S.N.A.P.™ MiniPrep (Invitrogen®) e checados em gel de agarose 0,8%, submetido a

eletroforese com corrente de 80 V, para confirmagdo da transformacao.

3.10.5 Transformacido por choque térmico de B. elkanii SEMIA 587
utilizando-se as construcoes pKfhuAS87gfp e pKfhuAS87gfp/Sm/Sp

Nesse experimento, as construcdes pKfhuAS87gfp e pKfhuAS87gfp/Sm/Sp
foram separadamente utilizadas para transformacdo de B. elkanii SEMIA 587 por choque
térmico. O protocolo de transformacao foi adaptado de Vincze & Bowra (2006).

Inicialmente, a linhagem SEMIA 587 de B. elkanii foi inoculada em 3 mL de
meio LM e mantida a 28°C sob agitagcao constante de 128 rpm por 5 dias. Apés, 1,5 mL do
caldo de cultura foi precipitado em centrifuga a 12.000 rpm por 6 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado de bactérias diluido em 3 mL de LM. Esse novo inéculo foi
incubado a 28°C sob agita¢ao constante de 128 rpm pelo tempo de 13 horas, até atingir a
fase estacionaria. Novamente, 2 mL dessa cultura foram inoculados em 20 mL de meio LM
e incubados sob agitacdo constante de 128 rpm pelo tempo de 24 horas.

Aliquotas de 1,5 mL da cultura foram pipetadas em seis tubos eppendorfs
estéreis com capacidade de 2 mL e centrifugadas a 12.000 rpm e 4°C por 10 minutos. Os
seis tubos foram retirados da centrifuga diretamente para o gelo. Os sobrenadantes foram
descartados e todos os precipitados suspendidos com 2 mL de CaCl, gelado e estéril. O
volume de 2 mL de células suspensas em CaCl, foi aliquotado em um tubo falcon estéril
com capacidade de 14 mL e mantido por 30 minutos no gelo. Apds esse periodo, aliquotas
de 100 pL foram pipetadas em tubos eppendorfs com capacidade de 0,6 mL, que

posteriormente foram suspensos em nitrogénio liquido por 5 segundos e retirados
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diretamente para o gelo. Imediatamente apds, a cada tubo contendo 100 puL de células
competentes de B. elkanii SEMIA 587, 6 uL de cada um dos plasmideos pKfhuA587gfp e
pKfhuAS587gfp/Sm/Sp foram adicionados para transformacgdo por choque térmico a 40°C
por 5 minutos.

Apbs o choque térmico, as células foram mantidas por 2 minutos no gelo e,
posteriormente, 500 uL de meio LM liquido foram adicionados ao volume de células,
utilizando-se tubos eppendorfs com capacidade de 1,5 mL, mantidos a 28°C por 3 horas. A
seguir, as células transformadas foram espalhadas em placas de Petri contendo meio LM e
antibidticos adequados: canamicina para transformacdo com pKfhuA587gfp e canamicina,
espectinomicina e estreptomicina para transformacdo com pKfhuAS587gfp/Sm/Sp. Como
controle, células competentes ndo transformadas foram inoculadas em meio LM com e sem
os antibidticos descritos acima. Nessa etapa, as colonias de B. elkanii SEMIA 587

multiplicadas em placa de Petri com antibiético foram chamadas de primeira geragao.

3.10.6 Conjugacao triparental utilizando-se as construcoes pKfhuAS87gfp e
pKfhuAS87gfp/Sm/Sp

Dois experimentos de conjugacdo triparental foram conduzidos com as
seguintes bactérias: 1) B. elkanii SEMIA 587, E. coli XL1-Blue contendo pKfhuA587gfp e
E. coli XL1-Blue contendo pRK2013 e 2) B. elkanii SEMIA 587, E. coli XL1-Blue
contendo pKfhuAS587gfp/Sm/Sp e E. coli XLL1-Blue contendo pRK2013.

Inicialmente, cada linhagem foi inoculada em meio de cultura liquido,
conforme as condicdes necessdrias. A conjugacdo foi feita em placa de Petri contendo
meio LM sem antibiéticos, inoculando-se com al¢a de platina, no canto esquerdo da placa
as bactérias isoladas (para conferéncia da multiplicacdo) e, no restante, as trés linhagens
misturadas na seguinte ordem de inoculacdo: E. coli XL1-Blue contendo pRK2013, E. coli
XL1-Blue contendo pKfhuAS87gfp ou pKfhuAS587gfp/Sm/Sp e B. elkanii SEMIA 587. A
placa foi incubada em estufa a 28°C por 4 dias.

Nos tempos de 48, 72 e 96 horas pds-conjugacdo, diversas aliquotas das células
bacterianas conjugadas foram re-inoculadas, com al¢a de platina, em placas de Petri
contendo meio LM com antibidtico adequado, para selecdo dos transconjungantes: na
conjugacdo com pKfhuAS587gfp utilizou-se canamicina € na conjugacdo com

pKfhuAS87gfp/Sm/Sp, foi utilizado estreptomicina e espectinomicina. Além desses
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antibidticos, todas as placas continham ampicilina para selecionar somente células de B.
elkanii SEMIA 587 (e ndo de E. coli). Nessa etapa, as colonias de B. elkanii SEMIA 587

multiplicadas em placa de Petri com antibiético foram chamadas de primeira geragao.

3.11 Metodologia em andamento

3.11.1 Selecao e analise de colonias de B. elkanii SEMIA 587 contendo a
construcao pKfhuAS87gfp

A selecao de linhagens B. elkanii SEMIA 587 advindas da transformacdo por
choque térmico ou do experimento de conjugacdo, para os quais utilizou-se a construcao
pKfhuA587gfp, esta sendo realizada conforme descrito abaixo.

Ap6s multiplicacdo das bactérias da primeira geragdo em meio contendo
canamicina, todas as colonias serdo inoculadas (com palitos de madeira estéreis) em
duplicata, tanto em placas contendo LM, ampicilina e canamicina, como em placas
contendo somente LM e ampicilina, por mais trés geracdes. Tal procedimento visa a
obtencdo de coldnias de B. elkanii SEMIA 587 que se multipliquem apenas em meio com
LM e ampicilina, nas quais a recombina¢do dupla entre o gene fhuA e o fragmento
JhuA587gfp ja tenha possivelmente ocorrido e, o plasmideo pK19mobsacB tenha sido
eliminado.

Apds a quinta geracdo de isolamentos, as coldnias que se multiplicarem em
meio LM com ampicilina e ndo em meio LM com ampicilina e canamicina, serdao
utilizadas em reacdes de PCR com os primers fhuA FOR_elk e fhuA REV, conforme
descrito no terceiro pardgrafo do subitem 3.6. No caso de transconjungantes positivos, a
amplificacdo com os primers fhuA resultard em um fragmento de aproximadamente 1200
pb (referente ao fragmento fhuAS587gfp) e auséncia de amplificacdo do fragmento
correspondente a fhuA de aproximadamente 400 pb. O DNA de B. elkanii SEMIA 587
selvagem serd utilizado como controle nas reacdes de PCR.

As bactérias isoladas, que apresentarem o resultado esperado nas reagdes de
PCR, terdo seu DNA gendmico extraido e analisado conforme descrito no subitem 3.5. O
DNA das bactérias serd submetido a clivagem com as enzimas EcoRI e HindIll e

experimentos de Southern blot serdo conduzidos conforme descrito no subitem 3.8,
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utilizando-se como sonda o fragmento de 434 pb fhuA de B. elkanii SEMIA 587 (kit ECL

Direct Nucleic Acid Labelling and Detection Systems (Amersham Biosciences®).

3.11.2 Selecao e analise de colonias de B. elkanii SEMIA 587 contendo a
construcao pKfhuAS587gfp/Sm/Sp

A selecdo de linhagens B. elkanii SEMIA 587 advindas da transformacdo por
choque térmico ou do experimento de conjugacdo, para os quais se utilizou a construcao
pKfhuAS87gfp/Sm/Sp, esta sendo realizada conforme descrito abaixo.

Todas as colonias de primeira geragao serdao sucessivamente re-inoculadas (com
palitos de madeira estéreis) em placas contendo LM, ampicilina e espectinomicina, até a
sétima geracdo. As colOnias persistentes serdo utilizadas em reacdes de PCR com os
primers fhuA FOR_elk e fhuA REV, conforme descrito no subitem anterior (3.11.1). No
caso de coldnias positivas, a amplificacio com os primers fhuA resultard em um
fragmento de aproximadamente 3200 pb (referente ao fragmento fhuAS587gfp/Sm/Sp) elou
auséncia de amplificacdo do fragmento correspondente a fhuA de aproximadamente 400
pb. O DNA de B. elkanii SEMIA 587 selvagem serd utilizado como controle nas reagdes
de PCR.

As bactérias isoladas, que apresentarem o resultado esperado nas reacdes de
PCR, terdo seu DNA gendmico extraido e analisado conforme descrito no subitem 3.5. O
DNA das bactérias serd submetido a clivagem com as enzimas EcoRI e Hindlll e
experimentos de Southern blot serdo conduzidos conforme descrito no subitem 3.8,
utilizando-se como sonda o fragmento de 434 pb de fhuA 587 (kit ECL Direct Nucleic Acid

Labelling and Detection Systems (Amersham Biosciences®).

3.11.3 Isolamento e identificacio do tipo de sideréforo produzido pelas
estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 de B. elkanii

Os procedimentos necessdrios para a identificagdo do tipo de sider6foro
produzido pelas estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 de B. elkanii, estao sendo conduzidos
em parceria com a Profa. Dra. Ana Valéria Colnaghi Simionato do Departamento de
Quimica Analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP. Diferentes placas de Petri
contendo meio King-B/Manitol (1:5) e corante CAS, incubadas por dez dias em estufa a

28°C, foram inoculadas com as estirpes SEMIA 587 ¢ SEMIA 5019. Um bloco de 1 cm’
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foi cortado da regido do halo e, um bloco de dgar correspondente, no qual nao houve
multiplicacdo bacteriana, foi usado como controle.

As amostras serdo extraidas por eluicio com 2 mL de NaOH 0,1 M por 1
minuto sob agitacdo. Apds centrifugacio, o sobrenadante serd filtrado (com membrana de
0,22 mm) e injetado em um sistema de eletroforese capilar. Um capilar fusionado a silica,
com 75 mm de didmetro interno e 37 cm de comprimento total, serd utilizado. As amostras
serdo injetadas por 5 segundos sob 0,5 psi com voltagem de 30 kV e temperatura constante
de 25°C. A separacdo das amostras serd monitorada a 214 nm usando um detector UV. O
capilar serd condicionado, apds cada corrida, pela seguinte seqiiéncia de reagentes: HCI 1
M (1 min), NaOH 1 M (1 min), dgua deionizada (1 min), NaOH 0,1 M (1 min) e tampao
fosfato de potédssio 0,1 M pH 5 (2 min). Os picos obtidos no eletroferograma serdo
analisados pelo programa P/ACE System (Beckman) (Silva-Stenico et al., 2005).

Os sider6foros serdao analisados pelos métodos de Arnow, para identificacao de
sideréforos do tipo catecol (Arnow, 1937), e de Csdky para o tipo hidroxamato (Cséky,
1948), utilizando-se 4cido 2,3-dihidroxibenzéico e hidrocloreto de hidroxilamina como

padrdes, respectivamente.
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4 Resultados

4.1 Analise da producio de sideréforos em placa de Petri

A producido de siderdforos foi verificada pelo cultivo dos isolados em placas de
Petri contendo meio de cultura deficiente em ferro [King-B/Manitol (1:5)] e o complexo
CAS (Schwyn & Neilands, 1987). Diferentes estirpes de B. elkanii e B. japonicum,
utilizando-se R. leguminosarum como controle positivo, foram avaliadas. Os testes foram
realizados em duplicata e a produgdo de sider6foros foi considerada positiva para aquelas
estirpes que apresentaram a formacdo de halo ao redor da coldnia. Todas as sete estirpes de
B. elkanii avaliadas apresentaram-se como produtoras de sideréforos, exibindo a formacao
de colonias envoltas por halos alaranjados. Ao contrdrio, dentre dez linhagens de B.

Jjaponicum, apenas duas tiveram producao positiva (Figura 8).

Figura 8: Analise da producio de sider6foros em placas de Petri contendo meio sélido deficiente
em ferro (King-B/Manitol 1:5) e corante CAS. R. leguminosarum SEMIA 2051 foi utilizada como
controle positivo para a producdo de sider6foros. Como controle negativo utilizou-se 10 pL de
meio King-B/Manitol (1:5) [indicado por (-)]. B. elkanii SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 6100,
SEMIA 6149, SEMIA 6157, SEMIA 6159, SEMIA 6160 apresentaram a formacdo de colOnias
envoltas por halos, sendo consideradas produtoras de sideréforos. Entre as dez estirpes de B.
Jjaponicum analisadas, apenas SEMIA 6152 e SEMIA 6163 sdo produtoras, ao passo que SEMIA
566, SEMIA 586, SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEMIA 5085, SEMIA 6155, SEMIA 6164 e
USDAI110 nao foram capazes de se multiplicar em meio deficiente em ferro porque nao produzem
siderdforos.

4.2 Isolamento, clonagem e seqiienciamento de fragmentos dos genes fegA e

JhuA
Com o intuito de se isolar pelo menos um gene funcional que codifique
proteinas de membrana receptoras de sider6foros em B. elkanii, dois genes j4 identificados

em rizébios foram analisados: fegA (B. japonicum 61A152) e fhuA (R. leguminosarum).
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Para determinagdo dos oligonucleotideos iniciadores, as seqiiéncias de interesse de genes
correlacionados (identificados ou preditos) de B. japonicum foram tomadas como
referéncia devido a proximidade filogenética.

Utilizando-se os primers fegA e o protocolo de amplificacio descrito por
LeVier & Guerinot (1996), o tamanho de fragmento esperado na amplificagdo é de
aproximadamente 300 pb. Quando os DNAs genomicos de B. japonicum SEMIA 5079 e
USDAI110 foram utilizados como molde, a amplificacdo resultou em uma banda de
tamanho esperado, mas com B. elkanii SEMIA 587, nenhum produto de amplifica¢do foi

obtido (Figura 9).

‘_ a3k, Figura 9: Gel de agarose 1% mostrando os resultados
= da PCR com os primers fegA FOR e fegA REV,

utilizando-se os DNAs gendmicos de B. elkanii SEMIA
587 (1), de B. japonicum SEMIA 5079 (2) e de B.
japonicum USDA110 (3). Como marcador de peso
molecular foi utilizado o DNA de fago A clivado com
Hindlll (4). Os asteriscos indicam a auséncia da banda
de interesse na amplificacdo com o DNA de B. elkanii
— SEMIA 587 e a presenca da mesma para B. japonicum
SEMIA 5079 e USDA110.

—564 pb

O produto de PCR obtido pela amplificacio com os primers fegA em B.
japonicum SEMIA 5079 foi diretamente clonado no vetor pGEM-T Easy, utilizado para
transformacdo de E. coli XL1-Blue. Doze coldnias brancas foram analisadas por PCR com
os primers M13/pUC reverso e direto, que se anelam as posi¢oes 176-197 e 2949-2972 do
vetor pGEM-T Easy, respectivamente. Entre os plasmideos que amplificaram corretamente
a banda de interesse, o denominado pfegA5079, foi enviado para seqiienciamento. A
seqiiencia de 308 pb obtida foi analisada em banco de dados (BLASTn/NCBI) e alinhada
com as seqiiéncias dos genes fegA de B. japonicum 61A152 e seu correspondente em B.
japonicum USDA110, bll4920 (Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor
7.0.9.0) (Figura 10). O gene fegA e o gene bll4920 apresentam 83% de identidade. O
fragmento de 308 pb correspondente a fegA de B. japonicum SEMIA 5079, apresentou
96% de identidade com fegA e 84% com bll4920.
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b114920 USDA110

fegA 5079
fegA 61A152
b114920 USDA110

fegA 5079
fegA 61A152
b114920 USDA110

904

—GGCATCAACTTCCTGCCGTATCAGGGCACGGTGACGAACGCGCCGTTCGGCAAGATCCCGACCAGCTTCTTCGC
CGGCATCAACTTCCTGCCTTACCAGGGCACGGTGACGAACGCGCCGTTCGGCAAGATCCCGACCAGCTTCTTCGC
CGGCATCAACTTCCTGCCCTATGTCGGGACGGTCACCAATGCCTCGTTCGGCAAGATCCCGACCAGCTTCTTTGC

kkhkkhkKkhkhk Ak khkkhkhk* KK *k KkkkkKk Kk Kk Kk khkhkkhk Kk hhhkhkhkhdkhkhk Ak khdkhkkxkhkk* **

CGGCGATCCCAGCGTCGATAAGTTCACGCGCGAGCAGGAGATGCTCGGCTATCAGTTCGAGCGCAATCTCACCGA
CGGCGATCCCAGCGTCGATAAGTTCACGCGCGAGCAGGAGATGCTCGGCTATCAGTTCGAACGCAATCTCACCGA
CGGCGATCCCAGCGTCGACAAGTTCACGCGCGAGCAGGAGATGCTCGGCTACCAGTTCGAGCGCAATCTCACCGA
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CGATCTGACGTTCCGTCAGAATGCGCGATTTGCGCATATCGACCTGACCTATCGCGGTTACATCGGCAACGGCTG
CGATCTAACTTTCCGGCAGAATGCGCGATTTGCGCATATCGACCTGACCTATCGCGGCTATATCGGCAACGGCTG
CGATCTGACATTCCGGCAGAATGCGCGGTTTGCCCATGTCGACGTGACCTATCGTGGCTATGTCGGCAACGACTA

khkhkkhkk Kk Khhkhkk Khhkhhkhkk hkkhkAh* H hkkhkk *kk *hkkhk*k HhAkhkkhkkhkkhkx* ** ** *khkkhkKkhkKk* KK

GGACAATATCAATGCGGCCTCTCTTGGTCGCTACAATTGGTATGCTAAGGACACCGCCAACCAGGCAGATCTTGA
GGACAATATCAATGCGGCCTCTCTTGGTCGCTACAATTGGTATGCTAAGGACACCGCCAACCAGGCCGATCTCGA
CGGCAATCAGGCAACCGCCACGCTCAACCGCTACAATTGGTATGCGAAGAACACCGCCAACCAGGGCGATCTCGA

* Kk kkk * kkk Kk kK khkkhkhkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk hkhkk khkkkkkkhkkhkkkhkkhkkhkkkk *kkkk kK

1211

TAACCAACA-
CAACCAGCTG
CAACCAGCTC

*kk KKk Kk

Figura 10: Alinhamento entre o fragmento de 308 pb de fegA de B. japonicum SEMIA 5079 (fegA
5079), com as regides correspondentes aos genes fegA de B. japonicum 61A152 (fegA 61A152) e
bli4920 de B. japonicum USDA110 (bll4920 USDA110). Asteriscos indicam nucleotideos
idénticos. Os nimeros acima das seqiiéncias referem-se a seqii€ncia do gene fegA de B. japonicum
61A152. Alinhamento: Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0.

Na tentativa de amplificar o fragmento de interesse correspondente ao gene
fegA em B. elkanii SEMIA 587, diversas variacdes nas condi¢des de PCR foram realizadas.
Com a realizacdo de uma PCR gradiente com posteriores ciclos de PCR fouchdown,
obteve-se a amplificacdo da banda de tamanho esperado a temperatura de 63°C (Figura 11,

canaleta 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

",.L,a Kb

=0 Kb

Figura 11: Gel de agarose 1% apresentando
o resultado da PCR gradiente com os
primers fegA FOR e fegA REV, utilizando-
se o DNA gendmico de B. elkanii SEMIA
587 (1 a 13) em diferentes temperaturas de
anelamento. Na canaleta de nimero 3, onde
a temperatura de anelamento da PCR foi
63°C, obteve-se a amplificacdo de uma
banda de tamanho esperado (marcada com
um asterisco). O DNA de B. japonicum SEMIA 5079 (14) foi utilizado como controle positivo.
Como marcador de peso molecular foi utilizado o DNA de fago A clivado com HindIII (15).

564 pb

O produto da reacdo de nimero 3 foi diretamente clonado no vetor pGEM-T

Easy, utilizado para transformacdo de E. coli XL1-Blue. Dez coldnias brancas foram
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analisadas por PCR com os primers M13/pUC reverso e direto. Os plasmideos de nimero
2,4, 5, 6 e 7 apresentaram bandas de tamanho aproximado ao esperado (Figura 12) e foram
enviados para seqiienciamento. Tais plasmideos

pfegAS587.4, pfegAS87.5, pfegAS87.6 e pfegAS587.7. As seqiiéncias obtidas foram analisadas

foram denominados pfegAS587.2,

em banco de dados (BLASTn/NCBI), entretanto, nenhuma delas apresentou homologia

com o gene fegA. Os resultados observados em banco de dados estdo descritos na Tabela 5.

-
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Figura 12: Gel de agarose 1% mostrando o resultado da PCR com os primers M13/pUC reverso e
direto, utilizando-se os DNAs plasmidiais contendo ou nao fragmento amplificado com os primers
fegA em B. elkanii SEMIA 587 (1 a 10). A canaleta de nlimero 11 representa o controle positivo da
PCR (DNA plasmidial de pfegA5079). Como marcador de peso molecular foi utilizado 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen®) (12). Os asteriscos indicam as bandas de interesse e 0s respectivos
plasmideos escolhidos para seqiienciamento: pfegA587.2 (2), pfegAS587.4 (4), pfegAS87.5 (5),
pfegAS587.6 (6) e pfegAS87.7 (7).

Tabela 5: Seqiiéncias referentes aos plasmideos pfegAS587.2, pfegA587.4, pfegAS87.5, pfegA587.6
e pfegAS587.7 e a identidade observada em banco de dados (BLASTn/NCBI).

Fragmento BLASTn/NCBI % Categoria funcional
Identidade
pfegAS87.2 amiC: putative aliphatic  amidase  expression- 42% proteina ligante e de
(608pb) regulating transporte
Rhodopseudomonas  palustris BisB5 (acesso
CP000283.1)
pfegAS87.4  blr2632: putative adenylate cyclase 68% ribonucleotideos da
(271 pb) B. japonicum USDA110 (acesso BA000040.2) biossintese de purinas
pfegAS87.5  conserved hypothetical protein 73% subunidade beta -
(365 pb) Bradyrhizobium sp. ORS278 (acesso CU234118.1) sintese de ATP
pfegAS87.6  blr7256: putative adenylate cyclase 62% ribonucleotideos da
(494 pb) B. japonicum USDA110 (acesso BA000040.2) biossintese de purinas
pfegAS87.7  blr2939: glutathione S-transferase 48% biossintese de
(561 pb) B. japonicum USDA110 (acesso BA000040.2) cofatores, grupos

prostéticos e/ou
carreadores
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Para o isolamento de um fragmento correspondente ao gene fhuA, foram
utilizados o DNA genomico de B. elkanii SEMIA 587 com os primers fhuA REV e fhuA
FOR_elk e os DNAs de B. japonicum SEMIA 5079 e USDA110 com os primers fhuA
REV e fhuA FOR_jap. O fragmento esperado, com tamanho aproximado de 400 pb, foi

corretamente obtido na amplificacdo com os DNAs das trés estirpes (Figura 13).

1 2 3 4
il
4,3Kb -
2 Kb+
564 pb — i g &

Figura 13: Gel de agarose 1% mostrando o resultado da PCR com os primers fhuA especificos,
utilizando-se como molde os DNAs gendmicos de B. elkanii SEMIA 587 (2), B. japonicum SEMIA
5079 (3) e B. japonicum USDA110 (4). Como marcador de peso molecular foi utilizado o DNA de
fago A clivado com Hindlll (1). Os asteriscos indicam a presenga da banda de interesse na
amplificacdo com o DNA das trés estirpes analisadas.

Os produtos de PCR obtidos pela amplificacdo com os primers fhuA especificos
em B. elkanii SEMIA 587 e B. japonicum SEMIA 5079, foram diretamente clonados no
vetor pGEM-T Easy, utilizado para transformacdo de E. coli XL1-Blue. Dez coldnias
brancas de cada uma das transformacdes foram analisadas por PCR com os primers
M13/pUC reverso e direto e por clivagem com a enzima EcoRI, que libera o inserto
clonado no vetor pGEM-T Easy.

Os plasmideos denominados pfhuAS587 e pfhuA5079 foram enviados para
seqlienciamento. As seqiiéncias obtidas foram analisadas em banco de dados
(BLASTn/NCBI) e alinhadas com a seqiiéncia do gene blr4504 de B. japonicum
USDAT110 (Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0) (Figura 14).

O alinhamento entre a seqiiéncia de aminodcidos derivada da traduc¢do do
fragmento génico fhuA de B. elkanii SEMIA 587 e as proteinas correspondentes aos genes
blr4504 de B. japonicum USDA110 e fegA de B. japonicum 61A152, estdo ilustradas na

Figura 15 (a) e (b), respectivamente.
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1316 1327

fhuA 5079 TGCACCCGATGCTGTTCGGGCTCGACTATCGCAATACGTCGTTCC-CGACCCCGCCTTTGGCGTCACGACGTCGGCG
tonB_USDA110 GCCACACCACGCTGGTCGGGATCGACTATCGCAACACCTCCTTCCGCGACACCGCCTTTGGCGTCACGACCTCGGCC
fhuA 587 ~  —————m———e- CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCGCGACATGGCCTC-~GAGCTACAGCACCGG-—
K’k k Kk k) dAhkhkkhkhkkhkk khkkkk K*k kkxk kkhkkk Kkk*k * Kk Kk Kk * % * % * * k%
fhuA 5079 CCCGAGATCAACGTCTTCAACCCGGTCTACAGCTACGACTGGACCATCGGCGCCATGAGCGACAACACCGGTGTCAG
tonB_USDA110 CCCGAGATCAACGTGTTCAATCCGGTCTATAGCTACGATTGGACCATCGGCGCGATGAGCGACAACACCGGCGTCAA
fhuA 587 --CARGCTCAACGTCTTCGCGCCGGTCTATACCAACAGCTGGATCAACAACGGACCGTATGACGACACCGGCATCAA
* kk Kkkhkkkkkhkk kkkx K*Akhkkkhkkrkkhkkhkk K K Kk*k R S S * % * *hkk Kk hkkkkk * k x
fhuA 5079 GCAGTCGCAGGTCGGGCTCTATGCGCAGGATCAGATCAAGCTCGGCCGGCTGTCGTTCCAGCTCGGCGGCCGCCAGG
tonB_USDA110 GCAGTCGCAGGTCGGCCTCTACGCGCAGGACCAGATCAGGCTCGGCCGGCTGTCGTTCCAGCTCGGCGGTCGCCAGG
fhuA 587 GCAGTCGCAGGCCGGCCTCTATCTGCAGGACCAGATCAGGCTCGGACGGCTGTCGTTCCTGCTCGGCGGGCGGCAGG
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fhuA 5079 ATTTCGTGACGACGCAGGTCGACAGCAATCTCCCCACCTCCAATACGTCGGTCTCGARAGATGCCTCGGCCTTCACC
tonB_USDA110 ATTTCGTCACCACGCAGGTCGACAGCGGT-—---- ATCTTCGACACATCGGTCTCGAAGGATGCTTCGGCCTTCACT
fhuA 587 ATTTCGTCACCACCGACCTCGACAACAATC—————— TCGCGAAGACGTCGACCTCGACCGATGCTTCGGCATTCACC
*khkkkkkk kk kK * *kkkkk Kk * * * kk  kkk * k Kk k k *hkkkk kkkkk  kkkkk
fhuA 5079 GGCCGCGCCGCCGTGATGTACAATTTCGACAGCGGCATCGCGCCTTATTTCAGCTACTCCGAGTCGTTCCTGCCGGT
tonB_USDA110 GGCCGCGCCGCCGTGATGTACAATTTCAACAACGGCATCGCGCCGTATTTCAGCTATTCCGAGTCGTTTCTGCCGGT
fhuA 587 GGCCGCGCCGCCGTCATGTACAATTTCGACARTGGCATCGCGCCCTATTTCAGCTATTCGGAATCATTCCTGCCGGT
khkkkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhk khkkkkkkkkkkk *kk khkkkhkkhkhkkhkkhkkhk hhkkkkkkkhkkhkkhkk kk kk kk kk kkkkkkkk
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fhuA 5079 GCTCGCGACCGGTCCGTCCGGACAGATGCTCAATCCCGAAACCGGCGTCCAGTACGAACTCGGCGTGAAGTA-
tonB_USDA110 GCTCGCAACCGGACCGGGCGGCCAGCTGCTCAACCCTGAAACCGGCGTGCAGTACGAGGTCGGCGTAAAGTAC
fhuA 587 GCTGAGCATCAACGCCGCCGGCGARCTGCTGAAGCCGGAGTCCGGCGTCCAGTACGAACTCGGCGTGAAGTA-
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Figura 14: Alinhamento entre os fragmentos fhuA de B. japonicum SEMIA 5079 de 456 pb (fhuA
5079) e de B. elkanii SEMIA 587 de 434 pb (fhuA 587), com a regido correspondente ao gene
blr4504 de B. japonicum USDA110 (fonB_USDAI1110). Asteriscos indicam nucleotideos
idénticos. Os nimeros acima das seqiiéncias referem-se a seqiiéncia do gene bir4504 de B.
japonicum USDA110. Alinhamento: Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0.

(a)

FhuA 587 1 LFGLDYRNTSFRDMASSYSTG—-KLNVEFAPVYTNSWINNGPYDDTGIKQSQAGLYLODQIRLGRLSFLLGGRQDEV
L G+DYRNTSFRD A +T ++NVF PVY+ W D+TG+KQSQ GLY QDQIRLGRLSFEF LGGRQDEV
TonB USDA 443 LVGIDYRNTSFRDTAFGVTITSAPEINVENPVYSYDWTIGAMSDNTGVKQSQVGLYAQDQIRLGRLSFQLGGRQDEV

FhuA 587 75 TTDLDNNLAKTSTSTDASAFTGRAAVMYNEDNGIAPYFSYSESFLPVLSINAAGELLKPESGVQYELGVK
TT +D+ + TS S DASAFTGRAAVMYNF+NGIAPYFSYSESFLPVL+ G+LL PE+GVQYE+GVK
TonB USDA 520 TTQVDSGIFDTSVSKDASAFTGRAAVMYNENNGIAPYFSYSESFLPVLATGPGGQLLNPETGVQYEVGVK

(b)

FhuA 587 1 LEGLDYRNTSFRD-MASSYST-GKLNVFAPVY-TNSWINNGPYDDTGIKQSQAGLYLODQIRLGRLSFLLGGRQDF
LEG+D + D A ++ T +NV  PVY N + P+ + I Q QAG Y+QDQ++LG + +L GR D+

FegA61A152 418 LFGVDLKGYQIDDYQAFNFGIVPPINVLNPVYGINIPLTGPPFRNFLITQKQAGTYVQDQOMKLGNETLVLSGRNDW

FhuA 587 74 FV-TTDLDNNLAKTSTSTDASAFTGRAAVMYNEDNGIAPYFSYSESFLPVLSINAAGELLKPESGVQYELGVK
+V TT + T S + S F+GRA ++YNFDNGIA Y SY+ SF P++ +NA +L +PE+G Q E+GVK
FegA61A152 495 WVETTQAARDTGATLASNNDSQFSGRAGLIYNFDNGIASYISYATSFNPIIGLNAQNQLFQPETGQQAEIGVK

Figura 15: Alinhamento da seqiiéncia de aminoécidos derivada da traducdo do fragmento fhuA de
B. elkanii SEMIA 587 (FhuA 587) com parte das proteinas referentes aos genes blr4504 de B.
Jjaponicum USDA110 (TonB USDA) [em (a)] e fegA de B. japonicum 61A152 (FegA 61A152) [em
(b)]. Na linha mediana, letras repetidas indicam identidade e sinais de mais (+) indicam
similaridade entre os residuos de aminodcidos.
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A andlise de identidade dos fragmentos gé€nicos fhuA de B. elkanii SEMIA 587
e fegA de B. japonicum SEMIA 5079 com genes de interesse, assim como a andlise das
seqiiencias de aminodcidos derivadas da traducdo destes fragmentos com as proteinas
correspondentes, estdo descritas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. As andlises de
similaridade e identidade foram feitas com uso dos programas BLASTn/NCBI,
BLASTp/NCBI (Pairwise alignment), Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment
Editor 7.0.9.0.

Tabela 6: Identidade de nucleotideos entre as seqiiéncias dos fragmentos correspondentes aos
genes fhuA de B. elkanii SEMIA 587 e fegA de B. japonicum SEMIA 5079 com genes
relacionados.

% Identidade com:

Genes fhuA 587 fegA 5079 blr4504* fhuA® fegA®
blrd504* 76 53
fhuA® 50 47 49
fegA® 56 96 55 49
bll4920° 58 84 56 49 83

Seqiiéncias comparadas por BLASTn/NCBI, Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0.

fhuA 587: correspondente ao fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA 587

fegA 5079: correspondente ao fragmento fegA de B. japonicum SEMIA 5079

blr4504*: correspondente ao gene ronB-dependent receptor-blr4504 de B. japonicum USDA110
fhuA®: correspondente ao gene fhuA de R. leguminosarum

fegA ©: correspondente ao gene fegA de B. japonicum 61A152

blI14920°: correspondente ao gene ferric iron receptor-bll4920 de B. japonicum USDA110

Tabela 7: Similaridade e identidade entre as seqii€ncias de aminodcidos derivadas da traducio dos
fragmentos correspondentes aos genes fhuA de B. elkanii SEMIA 587 e fegA de B. japonicum
SEMIA 5079 com proteinas receptoras de sideréforos relacionadas.

% Similaridade ou Identidade com:

Proteinas  FhuA 587  Blr4504° FhuA® FegA 5079 FegA® B114920°
FhuA 587 78 54 X 61 61
Blr4504* 68 48 53 55 58
FhuA® 40 34 45 49 47
FegA 5079 X 41 35 100 91
FegA® 43 39 34 100 91
BI114920¢ 43 42 33 85 84

Identidade destacada em negrito e similaridade com fonte normal.
Seqiiéncias comparadas por BLASTp/NCBI (Pairwise alignment), Clustal X 1.81 e BioEdit Sequence Alignment Editor
7.0.9.0.

FhuA 587: correspondente ao fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA 587

BIr4504" correspondente ao gene ronB-dependent receptor-blr4504 de B. japonicum USDA110
FhuA®: correspondente ao gene fhuA de R. leguminosarum

FegA 5079: correspondente ao fragmento fegA de B. japonicum SEMIA 5079

FegA°®: correspondente ao gene fegA de B. japonicum 61A152

B114920: correspondente ao gene ferric iron receptor-bll4920 de B. japonicum USDA110
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4.3 Hibridizacao dos genomas de B. elkanii e B. japonicum com as sondas
correspondentes aos genes fegA e fhuA

A fim de identificar a presenga, posicdo e nimero de copias dos genes fegA e
fhuA no genoma de B. elkanii SEMIA 587, experimentos de hibridizacdo foram realizados
utilizando-se como sonda os fragmentos fegA de B. japonicum SEMIA 5079 e fhuA de B.
elkanii SEMIA 587.

Em todos os experimentos utilizou-se, a fim de comparag¢do e como controle, o
genoma das estirpes SEMIA 5079 e USDA110 de B. japonicum. Foram escolhidas
endonucleases de restricdo que ndo apresentassem sitios de clivagem nas seqii€éncias de
interesse: fegA de B. japonicum 61A152, bll4920 de B. japonicum USDA110, blr4504 de
B. japonicum USDA110, fragmento fegA de B. japonicum SEMIA 5079 e fragmento fhuA
de B. elkanii SEMIA 587 e de B. japonicum SEMIA 5079. As enzimas utilizadas foram
Apal, Hindlll e Kpnl.

Uma vez que fegA e fhuA sao genes com alta percentagem de identidade
nucleotidica, a possibilidade de hibridizac¢do inespecifica do fragmento correspondente ao
gene fegA de B. japonicum SEMIA 5079 com o gene fhuA de B. elkanii deveria ser
identificada, caso ocorresse. Dessa forma, em ambos os experimentos de hibridizacao
foram tomados os cuidados necessarios para que nao houvesse diferenca de clivagem ou
corrida entre os fragmentos obtidos pela digestdo dos genomas, nem aos procedimentos de
hibridizagao.

Segundo o padrao de hibridizagdo obtido com a sonda fegA, observa-se a
auséncia desse gene no genoma de B. elkanii SEMIA 587 [Figura 16 (a)]. Em relagcao aos
genomas de SEMIA 5079 e USDA110 de B. japonicum, os fragmentos hibridizados sao de
diferentes tamanhos, mas o nimero de cOpias € 0 mesmo: ambos possuem uma tnica copia
do gene fegA em seu genoma.

Na hibridizacdo com a sonda fhuA, todos os genomas apresentaram diferenca
em relacdo ao tamanho dos fragmentos, assim como presenca de cdpia unica [Figura 16
(b)].

Através da comparagdo entre os experimentos, pdde-se concluir que a sonda
fegA de B. japonicum SEMIA 5079 ndo possui identidade suficiente com o gene fhuA de B.
elkanii SEMIA 587 para ocorréncia de hibridizacdo inespecifica. As sondas utilizadas

nesse experimento foram bons marcadores para indicar a presenca de ambos os genes nas
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estirpes SEMIA 5079 e USDA110 de B. japonicum, e de apenas um deles, fhuA, no
genoma de B. elkanii SEMIA 587.

SEMIA 587 SEMIA 5079 USDA110 SEMIA 587 SEMIA 5079 USDA110

+ +
fég)A Apa Hind Kpn Apa Hind Kpn Apa Hind Kpn  (Kb) ﬂsL)A Apa Hind Kpn Apa Hind Kpn Apa Hind Kpn

23,1 m—
9,4 mumm
6,5 m—

4,3 m—

2,0 m—

(a'a fegA 5079 (b) Sonda fhuA 587

Figura 16: Auto-radiografia mostrando o padrdo de hibridizacio obtido com as sondas
correspondentes aos fragmentos fegA de B. japonicum SEMIA 5079 (a) e fhuA de B. elkanii
SEMIA 587 (b) com os DNAs gendmicos de B. elkanii SEMIA 587, B. japonicum SEMIA 5079 e
B. japonicum USDA110 digeridos com as enzimas de restricdo Apal, Hindlll e Kpnl (conforme
indicado na figura acima). M indica marcador de peso molecular (DNA de fago A clivado com
HindIIl).

4.4. Estratégias empregadas para o isolamento de regioes adjacentes ao
fragmento amplificado do gene fhuA de B. elkanii SEMIA 587

Objetivando o isolamento de uma regido maior do gene fhuA de B. elkanii
SEMIA 587, bem como de sua regidao reguladora, diversas estratégias foram empregadas
em diferentes ocasides, destacando-se as seguintes: projecao de novos primers, SiteFinding
PCR e biblioteca gendmica parcial.

Primeiramente, novos primers especificos foram desenhados. O novo primer
reverso (fhuA REV_novo) foi projetado de acordo com a prépria seqiiéncia fhuA de B.
elkanii SEMIA 587, enquanto que o novo primer direto (fhuA FOR_novo) foi projetado
segundo o alinhamento entre genes relacionados (Figura 3). Apds padronizacdo das
reacdes de PCR com o DNA genomico de B. elkanii SEMIA 587, um fragmento com
tamanho aproximado de 750 pb foi obtido (Figura 17).
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Figura 17: Gel de agarose 1% mostrando o resultado da
PCR com os novos primers fhuA projetados (fhuA
REV_novo e fhuA FOR_novo) utilizando-se como
molde diferentes concentracdes de DNA gendmico de B.
elkanii SEMIA 587 (70, 50 e 10 ng/uL) (canaletas 2, 3 e
4 respectivamente). Como marcador de peso molecular
foi utilizado o DNA de fago A clivado com HindIII (1).
Os asteriscos indicam a presenca da banda de interesse.

A banda de interesse foi purificada do gel de agarose e ligada no vetor pGEM-T

Easy, utilizado para transformacgao de E. coli XL1-Blue. Entre os clones positivos, trés

foram escolhidos por liberarem bandas de tamanho esperado apds clivagem com a enzima

EcoRI (Figura 18). Os plasmideos denominados pNovofhuAS587.1, pNovofhuA587.2

pNovofhuA587.3 foram enviados para seqiienciamento. As seqiiéncias obtidas foram

analisadas em banco de dados (BLASTn/NCBI), entretanto, nenhuma delas apresentou

similaridade com o gene fhuA de R. leguminosarum nem com o gene blr4504 de B.

japonicum USDAT110. Os resultados observados em banco de dados estdo descritos na

Tabela 8.

4,3Kb -—'

2 Kb | —

I
-

564 pb -

Figura 18: Gel de agarose 0,8% mostrando o resultado
da clivagem dos plasmideos pNovofhuAS587.1 (2),
pNovofhuA587.2 (3) pNovofhuA587.3 (4) com a enzima
EcoRlI, com liberagdo das bandas de tamanho esperado,
de aproximadamente 750 pb (marcadas com asterisco).
As bandas de interesse sdo produtos de amplificacdo
com os primers fhuA REV_novo e fhuA FOR_novo
(utilizando-se como molde o DNA gendmico de B.
elkanii SEMIA 587) clonados no vetor pGem-T Easy.
Como marcador de peso molecular foi utilizado o DNA
do fago A clivado com HindIII (1).
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Tabela 8: Seqiiéncias referentes aos plasmideos pNovofhuAS587.1, pNovofhuA587.2 e
pNovofhuA587.3 e a identidade observada em banco de dados (BLASTn/NCBI).

Fragmento BLASTn/NCBI % Categoria funcional
Identidade

pNovofhuA587.1 blI2850: probable 6-phosphofructokinase 55% glicolise

(695 pb) B. japonicum USDAT110 (acesso BA000040.2)

pNovofhuA587.2 Enoyl-CoA hidratase 73% proteina da familia

(442 pb) Burkholderia vietnamiensis (acesso CP000651.1) luciferase

pNovofhuA587.3 glk: glucokinase 57% glic6lise

(719 pb) Bradyrhizobium sp. BTAil (acesso CP000494.1)

Tentativas de obtencao da regido reguladora do gene fhuA de B. elkanii SEMIA
587 através da técnica de SiteFinding também foram realizadas. As condi¢des de PCR
foram diversas vezes alteradas, mas fragmentos de tamanho molecular em torno de 500 pb
eram continuamente amplificados de forma preferencial [Figura 19 (a)]. Apds adaptagdes,
bandas de aproximadamente 1000 pb foram obtidas [Figura 19 (b)] e clonadas no vetor
pGEM-T Easy, utilizado para transformacdo de E. coli XL1-Blue. Dois clones foram
enviados para seqiienciamento (pSFfhuAS587.1 e pSFfhuA587.2).

1 2 3

—4,3Kb 1 2 3 4 5 6 7

2 Kb T S ke e v WP copns

4,3 Kb —

e H [ 964 pb 2 Kp—- 4

564 pb -

(a)

T
13
A o

e el

(b)

Figura 19: Géis de agarose 1% mostrando os resultados obtidos com a técnica de SiteFinding PCR
utilizando-se DNA gendmico de B. elkanii SEMIA 587 e primers especificos para o gene fhuA
(fhuA REV_novo e fhuA REV_maior). Em (a) fragmentos de tamanho molecular em torno de 500
pb em reagdes com 20, 50 e 100 ng/uL. de DNA (1, 2 e 3 respectivamente), advindos da reagdo
secunddria de Nested PCR diluida 50 X; DNA de fago A clivado com Hindlll como marcador de
peso molecular (4). Em (b), além de fragmentos menores, bandas com cerca de 1000 pb foram
obtidas: reacdes com 20 ng/uL. de DNA (4 e 7), 50 ng/uL de DNA (3 e 6) e 100 ng/uL de DNA (2
e 5), advindos diretamente da reacio secunddria de Nested PCR (2, 3 e 4) ou desta diluida 50 X (5,
6 e 7); DNA de fago A clivado com HindlIll como marcador de peso molecular (1). Os asteriscos
indicam as bandas de interesse purificadas do gel de agarose.
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As seqii€ncias obtidas foram analisadas (BLASTn/NCBI) e nao correspondiam
ao gene de interesse. Os resultados observados em banco de dados estdo descritos na

Tabela 9.

Tabela 9: Seqiiéncias referentes aos plasmideos pSFfhuA587.1 e pSFfhuA587.2 e a identidade
observada em banco de dados (BLASTn/NCBI).

Fragmento BLASTn/NCBI %0 Categoria funcional
Identidade

pSFfhuA587.1 bll0993: ABC transporter peptide-binding protein 38% proteina ligante e de

(558 pb) B. japonicum USDA110 (acesso BA000040.2) transporte

pSFfhuAS587.2  bll0993: ABC transporter peptide-binding protein 39% proteina ligante e de

(681 pb) B. japonicum USDA110 (acesso BA000040.2) transporte

A dltima estratégia empregada com a finalidade de obter-se a regido 5’ de fhuA
de SEMIA 587 foi a constru¢do de uma biblioteca gendmica parcial de B. elkanii,
enriquecida com fragmentos contendo essa regido completa. Como os resultados obtidos
no experimento de Southern blot gendmico com as enzimas Apal, Hindlll e Kpnl (subitem
4.3) apresentaram hibridizacdo de fragmentos de tamanhos relativamente grandes e de
dificil clonagem (aproximadamente 6.5, 9.5 e 7.0 Kb, respectivamente), novos
experimentos foram realizados. De acordo com os resultados observados, utilizando-se a
sonda fhuA com o DNA gendmico de B. elkanii SEMIA 587 clivado com EcoRI, a banda
resultante da hibridizacao apresentou aproximadamente 4,0 Kb (dados ndo mostrados).

Uma vez que o gene blr4504 (correspondente a fhuA) de B. japonicum
USDAI110 apresenta um tamanho de aproximadamente 2,3 Kb, a possibilidade do gene
JhuA completo de B.elkanii estar presente no fragmento de 4,0 Kb € possivel. A clonagem
da regido correspondente a banda de 4,0 Kb/EcoRlI em pUCI18/EcoRI rendeu
aproximadamente 1000 col6nias brancas. Todas colonias foram analisadas através de
hibridizacido com a sonda fhuA de B. elkanii SEMIA 587.

Dezoito coldnias, que apresentaram melhor sinal de hibridizacdo, tiveram seus
plasmideos extraidos e, posteriormente, clivados com a enzima EcoRI e submetidos a
reacdes de PCR com os primers fhuA (fhuA REV e fhuA FOR_elk). Porém, o fato de E.
coli também possuir gene fhuA, provavelmente interferiu na andlise dos resultados. A
maioria dos produtos de PCR apresentou bandas de tamanho esperado para fhuA (Figura

20).

52



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 20: Gel de agarose 1% mostrando o resultado da PCR com os primers fhuA (fhuA REV e
fhuA FOR_elk) utilizando-se como molde DNA plasmidial extraido das coldnias bacterianas que
apresentaram melhores sinais de hibridiza¢do nos experimentos relacionados a biblioteca gendmica
parcial de B. elkanii SEMIA 587. O DNA gendmico de SEMIA 587 foi utilizado como controle
positivo (2) (banda marcada com asterisco). Bandas de tamanho esperado foram encontradas em 11
das reagdes (canaletas 4, 5, 6, 7, 8, 14, 15, 16, 17, 19 e 20). Como marcador de peso molecular foi
utilizado o DNA de fago A clivado com HindIlI (1).

Dessa forma, dos dezoito plasmideos, dez foram escolhidos para transferéncia
do DNA plasmidial clivado com EcoRI (Figura 21) para membrana, seguido de
hibridizacdo com a sonda fhuA de B. elkanii SEMIA 587. Trés plasmideos (referentes as
canaletas de ntimeros 4, 14 e 17 da Figura 20) continham fragmentos de aproximadamente
4,0 Kb. Caso as bandas correspondentes a esses plasmideos contivessem o gene fhuA
(canaletas de nimeros 2, 7 e 11 da Figura 21), um forte sinal de hibridizacdo seria

identificado, porém, nenhuma das constru¢des analisadas forneceu o resultado esperado

(dados nao mostrados).

Figura 21: Gel de agarose 0,8%
mostrando o resultado da clivagem
com EcoRI de dez dos dezoito
plasmideos extraidos das coldnias

bacterianas que apresentaram
melhores sinais de hibridizagdo nos
experimentos relacionados a

biblioteca gendmica parcial de B.
elkanii  SEMIA 587 e que,
apresentaram resultados positivos
para a PCR com os primers fhuA. Os
plasmideos 4, 14 e 17 (canaletas 2, 7 e
11 respectivamente) apresentaram
bandas de tamanhos aproximado a 4,0
Kb (marcadas com asterisco). DNA de fago A clivado com Hindlll usado como marcador de
peso molecular (1). O gel de agarose com essa clivagem foi transferido para membrana submetida a
experimento de hibridiza¢do com a sonda fhuA de B. elkanii SEMIA 587.
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4.5 Construcao de mutantes nulos de B. elkanii SEMIA 587 para o gene
JhuA, utilizando-se cassete gfp e cassete gfp/Sm/Sp

Para a obtencdo de linhagens mutantes de B. elkanii com o gene fhuA
interrompido, inicialmente o plasmideo pfhuAS87 foi clivado com a enzima Nrul, a qual
possui um sitio dnico de restri¢do no fragmento fhuA correspondente. O cassete gfp, obtido
pela clivagem do vetor pHGWFS7 com Sacll e Nrul, foi tratado com Klenow DNA
Polymerase 1, para que os dois nucleotideos remanescentes da clivagem com Sacll, fossem
retirados pela atividade de exonuclease 3°-5’ da enzima. Com ambas extremidades cegas
(blunt-ended), o cassete gfp foi ligado no sitio de Nrul de pfhuAS587. Plasmideos foram
extraidos de dezoito colOnias brancas e, entre esses, cinco apresentaram maior peso
molecular do que pfhuAS87 e foram clivados com a enzima EcoRI. O plasmideo
denominado pfhuAS587gfp, que liberou uma banda de 3,0 Kb (correspondente ao vetor
pGEM-T Easy) e uma de aproximadamente 1,2 Kb (correspondente ao fragmento fhuA

interrompido pelo cassete gfp), foi enviado para seqiienciamento (Figura 22, canaleta 2).

Figura 22: Gel de agarose 1% apresentando o resultado
W - da clivagem dos plasmideos com EcoRI. Canaletas 2 a
S TNy 6, plasmideos pfhuAS587 contendo ou ndo o gene gfp
ligado no sitio Nrul do fragmento fhuA. A clonagem
‘ correta do cassete gfp em pfhuAS87 € observada no
plasmideo pfhuA587gfp (canaleta 2), onde uma banda de
aproximadamente 1,2 Kb [(marcada com asterisco)
R correspondente ao fragmento fhuA interrompido pelo
cassete gfp] e uma banda de 3,0 Kb (correspondente ao
| vetor pGEM-T Easy) sdo visualizadas. Como controle
positivo, utilizou-se a clivagem de pfhuAS87 com EcoRI
(1), onde observa-se a banda de 3,0 Kb do vetor pPGEM-
T Easy e a banda de aproximadamente 400 pb referente
T564pb a0 fragmento fhuA. Os demais plasmideos (3, 4, 5 e 6)
ndo apresentaram tamanhos esperados de insertos
liberados na clivagem. Como marcador de peso
molecular utilizou-se o DNA de fago A clivado com
HindIl (7).

+4,3Kb

A seqiiéncia obtida de pfhuAS587gfp confirmou a inser¢do do cassete e,
sobretudo, a correta orientacdo e posi¢do dos nucleotideos para fase correta de leitura de
gfp (Figura 23). Ap6s confirmagdo da clonagem de pfhuA587gfp, o plasmideo foi clivado
com Nrul, que cliva entre o final do gene gfp e a segunda metade (de 187 pb) do fragmento
JfhuA interrompido. Posteriormente, o cassete Sm/Sp, obtido a partir da clivagem do vetor

pHP45Q com a enzima Smal, foi inserido no sitio de Nrul de pfhuA587gfp.
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> pfhuA587gfp_M13 REV
CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCGCGACATGGCCTCGAGCTACAGCACCGGCAAGCTCAACG
TCTTCGCGCCGGTCTATACCAACAGCTGGATCAACAACGGACCGTATGACGACACCGGCATCAAGCAGTCGCA
GGCCGGCCTCTATCTGCAGGACCAGATCAGGCTCGGACGGCTGTCGTTCCTGCTCGGCGGGCGGCAGGATTTC
GTCACCACCGACCTCGACAACAATCTCGGGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCA
TCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCAC
CTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACC
ACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCG
CCATGCCCGAATGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAGGACGACGGCACTACAGACCCGCGCCGAGG
GTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACGCATCGAGCTGAGGCATCGACTTCAGGAGGACGGCACATCTGG
GCACAAGCTGGAGTAAACTCCACAGCCCACGTCTATTTTATGCCGACAGCAAGAGAATCGCATCAGGTGACTT
CAGATCGCCACACTCGACG

Em preto: parte inicial de fhuA 587
Em cinza: parte inicial do gene gfp

Figura 23: Parte da seqiiéncia de pfhuA587gfp, contendo o inicio do fragmento fhuA de B. elkanii
SEMIA 587 (nucleotideos destacados em preto), seguido do cassete gfp (nucleotideos destacados
em cinza), obtida a partir do seqiienciamento com o primer M13 reverso. As fases corretas de
leitura de fhuA e gfp estdo destacadas pela alternincia de cédons com e sem negrito. Observa-se
que o coédon inicial do gene gfp (ATG sublinhado), entrou em fase de leitura correta com a
seqiiéncia de fhuA.

O DNA plasmidial extraido de uma coldnia branca foi clivado com as enzimas
EcoRI e Hindlll. A clivagem com EcoRI libera bandas de aproximadamente 3,0 Kb
(correspondente ao vetor pGEM-T Easy) e 3,2 Kb (correspondente ao fragmento fhuA
interrompido pelo cassete gfp/Sm/Sp), dificeis de serem diferenciadas pela anélise do gel.
A digestdo com Hindlll, entretanto, libera a banda referente ao cassete Sm/Sp
(aproximadamente 2,0 Kb) e um fragmento de cerca de 4,2 Kb correspondente ao vetor
pGEM-T Easy (que nao possui sitio para HindlIll) e ao fragmento fhuA interrompido pelo
gene gfp (Figura 24). Tal plasmideo foi chamado pfhuAS587gfp/Sm/Sp.

Figura 24: Gel de agarose 0,8% mostrando o resultado da
clivagem do plasmideo pfhuA587gfp com cassete Sm/Sp
ligado no sitio Nrul, com as enzimas EcoRI e Hindlll. A
clonagem correta é observada pela liberagdao de bandas de
o Sy L_43Kb 2,0 Kb (referente ao cassete Sm/Sp) e 4,2 Kb
“ - (correspondente ao vetor pPGEM-T Easy e ao fragmento

- fhuA interrompido pelo gene gfp) (canaleta 1) na
- ] digestdo com Hindlll e pelas bandas de 3,0 Kb
(correspondente ao vetor pGEM-T Easy) e 3,2 Kb
(correspondente ao fragmento fhuA interrompido pelo
cassete gfp/Sm/Sp) na clivagem com EcoRI (canaleta
1564 pb 2). Como marcador de peso molecular utilizou-se o DNA de
fago A clivado com HindIlI (3).

— 2 Kb
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A seqiiéncia de pfhuAS587gfp/Sm/Sp mostra a clonagem correta do cassete
Sm/Sp ao final do gene gfp (Figura 25).

(a)

> pfhuA587gfp/Sm/Sp_M13 REV
CTGTTCGGCCTCGACTACCGCAACACCTCGTTCCGCGACATGGCCTCGAGCTACAGCACCGGCAAGCTCAACG
TCTTCGCGCCGGTCTATACCAACAGCTGGATCAACAACGGACCGTATGACGACACCGGCATCAAGCAGTCGCA
GGCCGGCCTCTATCTGCAGGACCAGATCAGGCTCGGACGGCTGTCGTTCCTGCTCGGCGGGCGGCAGGATTTC
GTCACCACCGACCTCGACAACAATCTCGGGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCA
TCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCAC
CTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACC
ACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCG
CCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGGCGCACATCTTCCTCAATGGACGATTGCAACTACAAGACTCCGCTGA
GGTGAAGTCGAGGGCGACATCCTTGGTGACGCCTCGGGTGAAGGCATCGACTTCAAGAGGACGCACATTCCTG
GGCACCACTGGATATCATCTACCAACGGCTTTAAGGTCTA

Em preto e negrito: parte inicial de fhuA 587
Em cinza: parte inicial do gene gfp

(b)

> pfhuA587gfp/Sm/Sp_M13 FOR
TACTTCACGCCGAGTTCGTCCTGGAGCCAGGACTGCGATCCCCTTGGCCGTCTGCGTGATGCTCAGCACCGGC
AAAAGGTTCCGAATAGCTGAAATAGGGCGCGATGCCATTGTCGAAATTGTACATGACGGCGGCGCGGCCGGTG
AATGCCGAAGCATCGGTCGAGGTCGACGTCTTCGGGGGATCCGGTGATTGATTGAGCAAGCTTTATGCTTCGT
AAACCGTTTTGTGAAAAAATTTTTAAAATAAAAAAGGGTTAAAGGTCATTCCAAAGGTCATCCACGGGATCAA
TTCCCCTGTTCCCGCGGGTGGGTGCCAGCTCTCGGGTAACATAAGGGCCCGTTCTTGGAACCTTGCCTCCCCC
ACGAGATTGTGGCGTAACGAATCCAATCCTTACCCGAATTGCCAACCCCCCTGATCGCTGGGCCGTTCCAAAA
AACTGGGGCAACAAACAGGCCTCTTCCCGAAAACCCCCAAAGCCAAGGTTTCCATTTCGAAACAGGGGAAATC
GTGCACACCTTGCCTAAAAAAAAAGGGCCCTAGT

Em preto e negrito: parte final de fhuA 587
Em cinza: parte final do interposon &mega com cassete Sm/Sp

Figura 25: (a) Parte da seqiiéncia de pfhuAS587gfp/Sm/Sp, contendo o inicio do fragmento fhuA de
SEMIA 587 (nucleotideos destacados em preto/negrito), seguido do cassete gfp (nucleotideos
destacados em cinza), no seqiienciamento com o primer M13 reverso. No seqiienciamento com o
primer M13 direto (b), observa-se a presenca da parte final do fragmento fhuA de SEMIA 587
(invertido nesta representacio) (nucleotideos destacados em preto/negrito), seguido da seqiiéncia
correspondente ao interposon 6mega com cassete Sm/Sp (nucleotideos destacados em cinza).

Posteriormente, os plasmideos pfhuAS587gfp e pfhuA587gfp/Sm/Sp foram
clivados com EcoRI para liberacdo dos insertos. Os fragmentos fhuAS587gfp e
JhuAS587gfp/Sm/Sp foram purificados do gel de agarose e clonados no sitio de EcoRI do
vetor conjugativo pK19mobsacB. A confirmacgao da clonagem foi feita através da clivagem
dos plasmideos chamados pKfhuA587gfp e pKfhuA587gfp/Sm/Sp com diferentes enzimas
de restri¢do (ver Figuras 26 e 27, respectivamente).

O resultado do seqiienciamento de pKfhuAS587gfp e pKfhuA587gfp/Sm/Sp

confirmou as observagdes feitas pelos experimentos de clivagem, e os plasmideos
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finalmente puderam ser utilizados para inser¢ao em B. elkanii SEMIA 587, por conjugagao

ou transformacdo por choque térmico, em experimentos distintos.

1 2 3 4 5 Figura 26: Gel de agarose 0,8% mostrando o
plasmideo pKfhuA587gfp clivado com HindIll
(2) e EcoRI (4), usando-se como controle o vetor
pK19mobsacB linearizado pela clivagem com
Hindlll (1) e EcoRI (3), apresentando banda de

e ' . _165Kb aproximadamente 5,7 Kb. As bandas liberadas
- -~ u —43K  por pKfhuA587gfp clivado com Hindlll (2)

mostram a linearizagdo do plasmideo pela
=0 visualiza¢do da banda de aproximadamente 6,9
&b Kb (5,7 Kb do vetor pK19mobsacB e 1,2 Kb de
fhuA interrompido por gfp); na clivagem de
pKfhuA587gfp com EcoRI (4), observa-se as
bandas de 5,7 Kb (pK19mobsacB) e 1,2 Kb
(fhuA interrompido por gfp). Como marcador de
peso molecular utilizou-se o DNA de fago A
clivado com HindIlI (5).

L 564 pb

Figura 27: Gel de agarose 0,8% mostrando o

plasmideo pKfhuAS587gfp/Sm/Sp clivado com v T

BamHI (1), Hindlll (2), Pstl (3) e Sall (4). Na

clivagem com BamHI e Hindlll, bandas de | '_.9,4 Kb
aproximadamente 5,9 Kb (pK19mobsacB e - - - —4,3Kb
fragmento fhuA), 2,0 Kb (cassete Sm/Sp) e 1,0 o

Kb (gfp e fragmento fhuA); com Pstl, - — 2k

linearizagdo do vetor com tamanho aproximado
de 8,9 Kb e com Sall, banda de cerca de 6,0 Kb
(pPK19mobsacB e fragmento fhuA) e 3,0 Kb (gfp
e fragmento fhuA mais cassete Sm/Sp). Como
marcador de peso molecular utilizou-se 0 DNA
de fago A clivado com HindIlI (5).

—I 564 pb

Para a transferéncia das construcdes por choque térmico, células termo-
competentes de B. elkanii SEMIA 587 foram preparadas de acordo com método de Vincze
& Bowra (2006), com algumas modificacdes. Os plasmideos foram separadamente
utilizados para transformagdo e as bactérias foram selecionadas em meio LM contendo
canamicina (na transformacdo com pKfhuA587gfp) e canamicina, espectinomicina e

estreptomicina (na transformagao com pKfhuAS587gfp/Sm/Sp). Nessa etapa, as colonias de
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SEMIA 587 multiplicadas em placa de Petri com antibiético foram chamadas de primeira
geracao.

Para a inser¢do de pKfhuAS87gfp ou pKfhuAS87gfp/Sm/Sp em B. elkanii
SEMIA 587 via conjugacdo com E. coli, fez-se uso de conjugacdo triparental. Dessa
forma, utilizou-se além de B. elkanii e E. coli XL1-Blue contendo a construcdo de
interesse, E. coli XLI1-Blue com o plasmideo pRK2013, o qual contém os genes
necessdrios para transferéncia plasmidial via conjugagdo. Nos tempos de 48, 72 e 96 horas
pOs-conjugacdo, realizou-se a primeira selecdo de trans-conjungantes em meio LM com
ampicilina, marca de resisténcia cromossdmica de B. elkanii. Além de ampicilina, o meio
para sele¢dao pds-conjugacao com pKfhuAS587gfp continha canamicina, € no caso de pos-
conjugacdo com pKfhuAS587gfp/Sm/Sp, estreptomicina e espectinomicina. Nessa etapa, as
colonias de SEMIA 587 multiplicadas em placa de Petri com antibidtico também foram
chamadas de primeira geracdo, assim como citado acima.

As etapas sucessivas de selecdo estdo sendo conduzidas conforme descrito no
subitem 3.11 do Material e Métodos. Apds obtengdo de bactérias de B. elkanii SEMIA 587
mutantes para o gene fhuA, experimentos de nodulacdo e competi¢do serdo realizados com

essa estirpe mutante.
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5 Discussao

Em vista da participacdo do ferro em processos bioldgicos essenciais, a
producdo de sider6foros € uma caracteristica que confere vantagens a sobrevivéncia de
microrganismos nos mais diversos ambientes, sendo um importante fator de competicdao
microbiana (Lynck et al., 2001). Para os diazotréficos, o ferro ainda é fundamental na
formacdo do complexo enzimdtico da nitrogenase, uma vez que as proteinas envolvidas na
fixacdo bioldgica do nitrogénio requerem o ferro como cofator (Dixon & Kahn, 2004).
Além disso, a indisponibilidade de ferro pode afetar a simbiose entre rizobios e
leguminosas, uma vez que as bactérias precisam se manter no solo até o momento da
nodulacdo. Dentro do ndédulo, mais especificamente, a importancia do ferro também ¢é
destacada por sua presen¢a na leg-hemoglobina, molécula que atua na regulacdo de
oxigénio (Yeoman et al., 2003). Entretanto, a producdo de sideréforos por bactérias
simbiontes parece ser mais importante para a sobrevivéncia e competicao no solo, que em
geral contém pouco ferro solivel, do que para a fixacao do nitrogénio (Khan et al., 2006).

Os sistemas de captacdo de ferro estdo bem caracterizados em bactérias como
E. coli e Pseudomonas sp., mas ainda pouco se conhece entre as espécies de rizobios.
Dentre os sideréforos ja identificados entre os rizébios, destacam-se rizobactina e
vicibactina. Rizobactina 1021 € um sider6foro do tipo hidroxamato produzido por
Sinorhizobium meliloti, que requer o operon rhbABCDEF para sua biossintese (Lynch et
al., 2001). Vicibactina, um sider6foro tri-hidroxamato ciclico, produzido por R.
leguminosarum, é expresso por um agrupamento composto de oito genes: vbsGSO,
vbsADL, vbsC e vbsP (Dilworth et al., 1998; Carter et al., 2002). A producido de
‘schizokinen’, um sider6foro do tipo di-hidroxamato produzido por Bacillus megaterium,
foi identificada na linhagem IARI 917 de R. leguminosarum (Storey et al., 2006).
Sider6foros do tipo catecolato s@o produzidos por diferentes linhagens de Rhizobium sp.
simbiontes de ervilha (Modi et al., 1985), amendoim (Jadhav & Desai, 1992), Cicer
arietinum (Roy et al., 1994) e Cajanus cajan (Khan et al., 2006). Muitos rizébios também
sdo capazes de utilizar compostos heme, hemoglobina e leg-hemoglobina como recurso de
ferro (Noya et al., 1997; Nienaber et al., 2001).

Entre os bradirrizobios, sabe-se que as linhagens 61A152 e USDA110 de B.
Japonicum sao capazes de utilizar citrato (Guerinot et al., 1990; Plessner et al., 1993), mas

somente 61A152 é capaz de secretd-lo. Citrato (ou 4cido citrico) ndo pertence as classes
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funcionais de sideréforos mais comumente analisadas (hidroxamato e catecolato). Além
disso, essas estirpes também sdo capazes de captar e transportar (mas nao de secretar)
ferricromo (sideréforo do tipo hidroxamato mais comumente produzido por fungos), acido
rodotordlico (outro tipo hidroxamato produzido por fungos) e pseudobactina St3
(siderdforo do tipo pioverdina, produzido por espécies de P. fluorescenses) (Plessner et al.,
1993). A estirpe USDA110 de B. japonicum nao produz sideréforos (Boiero et al., 2007).
Em estudos de Khandelwal e colaboradores (2002), dentre sete estirpes de Bradyrhizobium
isoladas, uma de B. japonicum foi selecionada por produzir dois tipos de sideréforos: um
hidroxamato e um catecolato. Para B. elkanii, entretanto, nenhum estudo especifico quanto
a producao de sider6foros ou sistemas de captagao de ferro foi encontrado.

Em vista da importancia biolégica da captacao de ferro via sideréforo e da
utilizacdo de rizébios na agricultura, o estudo de tal mecanismo entre as estirpes de B.
elkanii utilizadas em inoculantes comerciais no Brasil foi realizado neste trabalho. Andlises
da producdo de sideroforos, através do teste CAS em placas de Petri, indicaram que as
estirpes de B. elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019 sdo produtoras de sideréforos, assim
como outras cinco estirpes dessa espécie (Figura 8). Como comparacio, dez estirpes de B.
Jjaponicum, entre elas duas que sao utilizadas em inoculantes comerciais no Brasil, SEMIA
5079 e SEMIA 5080, e a estirpe USDA110 que teve seu genoma sequenciado e é usada
como inoculante em diversos outros paises, foram analisadas. Das estirpes de B. japonicum
analisadas, apenas duas sdao produtoras de sider6éforos (SEMIA 6152 e SEMIA 6163), ao
passo que as outras oito estirpes de B. japonicum nao foram capazes de se multiplicar em
meio deficiente em ferro, justamente por nao produzirem sideréforos (Figura 8).

A auséncia ou presenga da producao de sideréforos entre diferentes estirpes de
uma mesma espécie pode ser explicada por mecanismos de transferéncia génica horizontal.
Atualmente, a plasticidade dos genomas bacterianos tem sido alvo de diversos estudos
(Dobrindt et al., 2004; Kechris et al., 2006; Barcellos et al., 2007; Batista et al., 2007,
Zaied et al., 2007). A caracteristica ‘producao de sider6foros’ € expressa por agrupamentos
génicos complexos, que podem variar até mesmo entre microrganismos filogeneticamente
relacionados. Exemplo disso € a identificacdo do agrupamento ATS na estirpe C58 de
Agrobacterium tumefaciens (Rondon et al., 2004). O agrupamento ATS apresenta quatro
genes relacionados a sintese de um metabdlito secundario com atividade de sider6foro e a

linhagem mutante para esse agrupamento € incapaz de se multiplicar na auséncia de ferro.
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Nas regides adjacentes ao agrupamento ATS encontram-se outros genes relacionados ao
metabolismo de ferro, como, por exemplo, receptores dependentes de TonB e
transportadores do tipo ABC. A andlise das proteinas deduzidas a partir da tradugcdo dos
genes do agrupamento ATS demonstrou alta similaridade com proteinas relacionadas a
cianobactéria Nostoc sp., de relativa distancia filogenética de A. tumefaciens, em
comparacao a outros microrganismos produtores. Em contrapartida, o agrupamento agb,
identificado em outra linhagem de A. tumefaciens [Sonoda et al., (2002) in Rondon et al.,
2004], nao esta presente no genoma da estirpe C58.

Outro exemplo da variagdo entre estirpes € o de P. aeruginosa, bactéria na qual
a producao do sider6foro pioverdina contribui como fator de viruléncia; mutantes que nao
produzem pioverdina apresentam viruléncia reduzida (Meyer et al., 1996; Harrison et al.,
2006). Existem linhagens de P. aeruginosa produtoras e linhagens que ndo produzem
sider6foros. Sobretudo, sabe-se que a produgdo de sider6foros € benéfica para esta espécie,
visto que as estirpes produtoras apresentam altas taxas de densidade populacional quando
comparadas as ndo-produtoras (Griffin et al., 2004). A diferenga de fitness entre bactérias
produtoras e ndo-produtoras de sider6foros sé € observada em meio com limitacdo de ferro
(Ratledge & Dover, 2000).

Da mesma forma, a habilidade em utilizar sideréforos produzidos por outros
microrganismos pode ser distinta entre populacdes de uma mesma espécie bacteriana. Uma
populagdo de Mesorhizobium foi analisada quanto a presenca do sistema fhuACDB
(Carlton et al., 2007). Entre as dezessete linhagens observadas, apenas dez apresentaram
hibridiza¢do positiva para o gene fhuB. Nenhuma das linhagens produz sider6foro e a
capacidade de utilizar ferricromo, foi observada em apenas trés delas, que também
possuiam o gene fhuA. A andlise do DNA de M. loti R88B revelou a presenca de genes fhu
em trés loci distintos: 16cus 1 contendo os genes fhuBD; 16cus 2 contendo fhuA, yfhuB2 e
yfhuD?2 e 16cus 3 com o gene fhuC (a jusante dos genes exbB, exbD e tonB — complexo
TonB transdutor de energia). Na comparacdo destes agrupamentos com 0O genoma
sequenciado de M. loti MAFF303099, que ndo possui o operon fhuACDB, apenas as
regides adjacentes aos genes fhu apresentaram identidade acima de 80%. Segundo Carlton
e colaboradores (2007), a ocorréncia de genes fhu em trés loci distintos e as diferencas

entre linhagens € uma evidéncia de microevolucao.
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A transferéncia génica horizontal [também chamada de transferéncia génica
lateral (Kechris et al., 2006)] ¢ um importante mecanismo para a evolucdo dos genomas
microbianos. Elementos genéticos méveis, que influenciam tracos como resisténcia a
antibidticos, simbiose e fitness, sdo também chamados de ilhas gendmicas (Dobrindt et al.,
2004). Ilhas gendmicas que codificam genes relacionados a produgdo e/ou captagdo de
sider6foros geralmente aumentam a adaptabilidade de bactérias do solo. Estas ilhas podem
ser chamadas de ilhas de patogenicidade em se tratando de microrganismos patogénicos.
Diversos sistemas de produgdo de sider6foros sdao codificados por plasmideos que podem
ser transferidos entre bactérias, aumentando a efici€éncia dos sistemas de captagdo de ferro
através da aquisicdo de DNA exdgeno (Dobrindt et al., 2004). Dessa forma, a producao
diferenciada de sider6foros entre as estirpes de Bradyrhizobium ja citadas na literatura e
aquelas analisadas nesse trabalho, poderia ser explicada por intermédio de transferéncia
génica. De qualquer forma, a capacidade de produzir sideréforos observada entre as
estirpes de B. elkanii utilizadas como inoculantes no Brasil, é de relevancia devido as
vantagens que tal sistema pode oferecer a bactéria e a planta hospedeira.

Muitos dos mecanismos envolvidos na supressdo de fito-patogenos por PGPRs
estdo relacionados a producdo de antibidticos, competicdo por substrato e inducdo de
resisténcia sist€émica no hospedeiro (Van Loon et al., 1998). Diversos estudos mostram que
PGPRs produtoras de sider6foros podem suprimir ou minimizar os efeitos danosos
causados por microrganismos fito-patogénicos. Isolados de Pseudomonas sp. que
produzem sider6foros, sdo conhecidos por suprimir a proliferacdo de fungos patogénicos
do solo, devido a produgao de anti-fingicos e seqiiestro de ferro III da rizosfera (Paulitz &
Loper, 1991; Dwivedi & Johri, 2003). A adicdo de uma linhagem de P. putida produtora
de sider6foros, reduziu significativamente a presenca de Fusarium no solo, permitindo o
desenvolvimento de trés espécies vegetais (Scher & Baker, 1982). Além disso, algumas
estirpes produtoras também sdo capazes de influenciar positivamente a interacdo entre
rizobios e leguminosas: em experimentos de co-inoculacdo de soja em meio com baixo
conteido de ferro, trés isolados de P. fluorescenses aumentaram consistentemente o
numero de nddulos ocupados por B. japonicum USDA110 (Fuhrmann & Wollum, 1989).

A promogao de crescimento vegetal é influenciada indiretamente por PGPRs
produtoras de sideréforos, devido a capacidade de captacdo dos fons férricos presentes na

rizosfera e indisponibilidade desses para os fito-patégenos. A interagdo sinérgica entre
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producdo de sider6foros e de HCN (cianeto de hidrogénio), teve associa¢do com atividade
antifiingica de oito entre 66 bactérias isoladas de C. aretinum: seis estirpes de Azotobacter
sp., uma de Bacillus sp. e uma de Pseudomonas sp (Touhami et al., 2006). Em outro
trabalho, quando sementes de soja foram plantadas em solo contendo fito-patégenos, a
posterior inoculagdo com a linhagem de B. japonicum produtora de dois tipos de sideréforo
— hidroxamato e catecolato (Khandelwal et al., 2002), promoveu crescimento vegetal e
atividade de supressdo fito-patogénica. Nesse estudo ainda foram caracterizados, entre as
plantas inoculadas, aumentos da percentagem de clorofila e do conteido de 6leo, além de
maior comprimento das raizes e do nimero de folhas.

A capacidade de produzir sider6foros € um mecanismo importante para a
aquisicdo de ferro, mas a captacdo do complexo Fe’*-sideréforo é essencial para que o
sistema seja efetivo. O transporte de Fe**-sider6foro para dentro da célula requer energia e
depende fundamentalmente de receptores especificos na membrana externa (em bactérias
Gram-negativas). Devido a caréncia de informacao a respeito de tal sistema em B. elkanii,
objetivou-se nesse estudo o isolamento e a caracterizacdo de genes relacionados a
expressdao de receptores de sideroforos, visando-se um melhor entendimento quanto aos
mecanismos utilizados para a aquisicao de ferro por essa bactéria.

Dois genes ja identificados entre os rizébios foram escolhidos para andlise:
fegA e fhuA. O gene fegA codifica um receptor para o sideréforo ferricromo em B.
japonicum 61A152, que ndo é produtor de ferricromo, mas de citrato (Guerinot et al.,
1990; LeVier & Guerinot, 1996). O receptor de citrato ainda nao foi identificado em B.
japonicum. O gene fhuA identificado em R. leguminosarum, codifica uma proteina
relacionada a captacdo de vicibactina, sider6foro produzido por essa bactéria (Carson et
al., 1992; Stevens et al., 1999).

Utilizando-se os primers fegA (LeVier & Guerinot, 1996) com os DNAs
gendmicos de B. japonicum SEMIA 5079 e USDA110, uma banda de tamanho esperado
foi obtida. Apds seqiienciamento, uma seqiiéncia de 308 pb correspondente ao fragmento
obtido com o DNA de B. japonicum SEMIA 5079, apresentou 96% de identidade com o
gene fegA. A seqiiéncia de aminodcidos derivada da traducdo desse fragmento apresentou
identidade de 100% com o gene fegA. Entretanto, com o DNA de B. elkanii SEMIA 587,
nenhum dos fragmentos obtidos na amplificacdo com os primers fegA correspondeu ao

esperado.

63



Para a amplificacdo de um fragmento correspondente ao gene fhuA, regides
conservadas desse gene foram analisadas em bancos de dados. Devido a proximidade
filogenética, optou-se pelo alinhamento simples entre o gene fhuA de R. leguminosarum
com o gene blr4504 de B. japonicum USDAI110 (predito a codificar uma proteina
dependente de TonB), que apresentam 49% de identidade (Tabela 6). A dependéncia do
complexo TonB é caracteristica comum entre todos receptores de sider6foros conhecidos
em Gram-negativas.

Utilizando-se os primers fhuA projetados obteve-se bandas de tamanho
esperado com os DNAs gendmicos de B. elkanii SEMIA 587, B. japonicum SEMIA 5079 e
B. japonicum USDA110. A seqiiéncia de interesse, obtida com o seqiienciamento do
fragmento correspondente a fhuA de B. elkanii SEMIA 587, apresentou 76% de identidade
com o gene blr4504 de B. japonicum USDA110 e 50% com o gene fhuA de R.
leguminosarum (Tabela 6).

Em experimentos de Southern blot utilizando-se os DNAs gendmicos de B.
elkanii SEMIA 587, B. japonicum SEMIA 5079 e B. japonicum USDA110, foi possivel
observar que a sonda fegA nao hibridizou com o genoma de B. elkanii SEMIA 587 [Figura
16 (a)], o que foi corroborado pelas tentativas sem sucesso de amplificacdo do gene fegA
nessa linhagem. Com a sonda fhuA, entretanto, o padrao de hibridizacao obtido revelou a
presenca desse gene nas trés estirpes analisadas. Na comparacao entre os genomas, pode-se
observar a presenca de uma cépia de fhuA para B. elkanii SEMIA 587, enquanto que B.
Jjaponicum SEMIA 5079 e B. japonicum USDA110 possuem uma cépia de cada um dos
genes, fegA e fhuA. Outra constatagdo observada foi que mesmo possuindo alto indice de
identidade com fhuA, a sonda fegA nao hibridizou de forma inespecifica no genoma de B.
elkanii, indicando que as sondas serviram como bons marcadores para identificacdo de tais
genes nessas linhagens.

Analisando-se as seqiiéncias de nucleotideos e aminodcidos dos genes fegA,
JhuA e seus correspondentes (Tabelas 6 e 7), observam-se altas taxas de identidade e
similaridade, respectivamente. Dados da literatura consideram fegA e fhuA genes com
ancestral comum, ou seja, genes homologos. Entretanto, o sistema de captacdo de
sider6foro relacionado a fhuA ainda depende dos genes fhuCDB. O operon fhuACDB ja foi
identificado em vdarios microrganismos, como, por exemplo, em E. coli (onde é bastante

conhecido) e R. leguminosarum. Por outro lado, fegA encontra-se em um operon com 0

64



gene fegB em B. japonicum 61A152, mas ndo em USDA110, que nido possui genes
relacionados nem a fegB, nem a fhuCDB. Os receptores fegA e fhuA sao bastante similares,
mas parecem fazer parte de diferentes sistemas de captacdo de ferro. (LeVier & Guerinot,
1996; Yeoman, et al. 2000; Benson et al., 2005).

Uma andlise detalhada do genoma sequenciado de B. japonicum USDAI110
revelou a existéncia de mais trés putativos receptores de siderd6foros, além de bl[4920
(correspondente a fegA) e blr4504 (correspondente a fhuA); sdo eles: bll7968, blr3555 e
blr3904. Todos os cinco genes sdo responsivos a ferro e estdo entre os genes mais
fortemente regulados pela limitacdo desse metal [Yang et al, 2006; Small et al., 2008 (in
press)]. Mutantes para estes cinco genes que codificam receptores de sideréforos foram
construidos para a linhagem B. japonicum LO, por Small e colaboradores [2008 (in press)].
A habilidade em utilizar ferricromo e citrato foi analisada. Todos os mutantes se
multiplicaram na presenca de citrato, sugerindo que nenhum desses genes € necessario para
a captacdo de tal substrato. Na presenca de ferricromo, entretanto, apenas o mutante
bll4920 foi incapaz de se multiplicar. Tal fato € condizente com a alta similaridade (91%)
deste gene com fegA, que codifica um receptor para ferricromo em B. japonicum 61A152.
Entretanto, diferentemente de 61A152, as linhagens LO e USDA110, ndo possuem fegB a
montante de bll4920. Além disso, os mutantes bll4920, blr4504, bll7968, blr3555 e
blr3904 nao apresentam problemas na simbiose com soja, ao contrario do mutante fegAB
de 61A152. Segundo Small e colaboradores [2008 (in press)], tais dados indicam que a
linhagem 61A152 pode diferir substancialmente de outras linhagens de B. japonicum
comumente estudadas.

Quanto a regulacdo desses cinco genes, a proteina Irr, reguladora da
homeostase de ferro, também foi avaliada por Small e colaboradores [2008 (in press)]. Irr é
o Unico membro da super-familia Fur que parece responder a falta de ferro, e ndo ao
excesso dele como outros reguladores. Irr regula direta e positivamente a maioria dos
genes de B. japonicum 1LLO e USDA110, incluindo os genes relacionados ao transporte de
ferro: na auséncia de ferro, Irr ativa a transcricao dos cinco genes que codificam receptores
de sider6foros, ligando-se a regides especificas de seus promotores. A proteina reguladora
Fur, bem caracterizada em E. coli e P. aeruginosa, por exemplo, age de forma inversa,

inativando a transcri¢do na presenga de ferro. B. japonicum USDA110 também possui um
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gene que codifica a proteina Fur, mas segundo Yang e colaboradores (2006), essa proteina
tem pouco ou nenhum efeito sobre os genes que codificam transportadores de ferro.

De qualquer forma, a presenca de cinco receptores funcionais no genoma de B.
Jjaponicum USDA110 deve estar relacionada a captacdo de diferentes tipos de sideréforos
exdgenos, mesmo que as proteinas acessorias (tal como fhuCDB) ainda ndo tenham sido
identificadas nessa estirpe. Entretanto, dados de Khan e colaboradores (2006) nao
sustentam tal hipétese. A andlise de 17 isolados de nddulos de C. cajan quanto a
capacidade de utilizacdo de 37 sider6foros exdgenos foi avaliada naquela pesquisa. Todos
isolados apresentaram-se como produtores de sideréforos, mas um deles [GHU(iii)]
destacou-se pela ampla capacidade de utilizar sider6foros homologos (do tipo catecolato,
provindos de bactérias de outros nddulos) ou heter6logos (maioria do tipo hidroxamato,
provindos de microrganismos da rizosfera). A comparacdo entre o perfil proteico de
membrana externa de GHU(ii) e AP(6)4 (isolado que apresentou os menores indices de
utiliza¢do-cruzada) sob condi¢des de deficiéncia de ferro, ndo apresentou diferenca
alguma. Em ambos os perfis observou-se a presenca de apenas uma proteina de 80 kDa,
preferencialmente expressa sob auséncia de ferro. A grande habilidade de utilizagdo-
cruzada por GHU(ii) nao pdde ser atribuida a presenga constitutiva de multiplos
receptores, mas talvez ao fato do receptor presente nessa linhagem nao ser especifico
somente para determinados tipos de sideréforos (Khan et al., 2006). Todavia, os autores
desse estudo concluiram que a maioria dos isolados dos ndédulos de C. cajan ndo deve
possuir receptores para sideréforos do tipo hidroxamato, preferencialmente produzidos por
bactérias da rizosfera dessa planta, pois poucos foram os isolados capazes de captar
hidroxamatos; a maioria foi capaz de utilizar catecolatos, o tipo de sider6foro que essas
bactérias mais produzem.

Em R. leguminosarum, produtor do sideréforo vicibactina, apenas um receptor
foi descrito até o momento: fhuA. O operon fhuACDB de R. leguminosarum possui um
pseudogene, yfhuA, que se encontra em orientacao invertida aos genes fhuCDB (Stevens et
al., 1999). O gene fhuA funcional, que apresenta 32,7% de identidade com wfhuA,
encontra-se em uma regido de DNA (distante do operon fhuCDB) préximo ao gene rpol,
que codifica o fator ECFo, regulador do operon relacionado a sintese de vicibactina (genes
vbs) (Yeoman er al., 2000). E relativamente rara a ocorréncia de pseudogenes em

procariontes, mas nesse caso, 0 DNA gendmico de onze estirpes de R. leguminosarum foi
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hibridizado com sondas correspondentes a fhuA e yfhuA: todas apresentaram uma cépia de
JfhuA e quatro apresentaram uma copia de yfhuA.

O fragmento de 434 pb isolado de B. elkanii SEMIA 587 nesse trabalho, foi
desde o inicio correlacionado ao gene fhuA, uma vez que os primers foram projetados de
acordo com o gene fhuA de R. leguminosarum e blr4504 de B. japonicum USDAT10.
Entretanto, a obten¢ao desse fragmento, que apresentou 76% de identidade com blr4504 e
50% com fhuA, é apenas o inicio da busca por um receptor funcional em B. elkanii. De
acordo com os dados da literatura, € possivel perceber a grande diversidade de receptores e
sistemas de transporte de ferro, até mesmo entre diferentes estirpes de uma mesma espécie.
Dessa forma, apenas com o isolamento das regides adjacentes ao fragmento chamado de
fhuA e com a obten¢do de um mutante para esse gene, € que tal sistema de captacdo podera
ser melhor compreendido em B. elkanii.

A seqiiéncia derivada da traducdo do fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA 587
mostra a presenca de um sitio conservado relacionado a super-familia das porinas, além de
um sitio relacionado a TonB. Os 145 aminodcidos derivados da tradugdo desse fragmento
apresentam similaridade com a seqiiéncia de diversos receptores dependentes de TonB
depositados em bancos de dados, principalmente FhuA, de diferentes microrganismos. A
similaridade entre os residuos de FhuA de B. elkanii SEMIA 587 foi de 78, 56, 54 ¢ 49%
com blr4504 de B. japonicum USDAI110, fhuA de R. leguminosarum, fhuA de
Agrobacterium radiobacter K84 e fhuA de E. coli, respectivamente.

Diversas tentativas foram realizadas, além mesmo das descritas nesta
Dissertacdo, a fim de que regides adjacentes ao fragmento fhuA obtido para B. elkanii
SEMIA 587 fossem identificadas, mas nenhuma delas alcancou o resultado esperado.
Entretanto, duas seqiiéncias obtidas pela técnica de SiteFinding PCR apresentaram
similaridade com proteinas de transporte do tipo ABC (Tabelas 9). A possibilidade de que
essas seqiliéncias estejam proximas ao gene fhuA de SEMIA 587 ou que suas proteinas
tenham alguma relagdo com o transporte de sider6foros nessa bactéria, poderd ser avaliada
por experimentos de hibridizacdo e producao de mutantes. Sobretudo, a busca pelas regides
5’ e 3’°, vizinhas ao gene fhuA de B. elkanii SEMIA 587, ndo deixard de ser o objetivo
principal.

Uma biblioteca parcial de B. elkanii SEMIA 587 foi construida. Fragmentos

com tamanho aproximado a 4,0 Kb, provenientes da clivagem do genoma com EcoRI,
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foram clonados no vetor pUCI18. A enzima EcoRI ndo apresenta sitio de clivagem para o
fragmento fhuA de B. elkanii SEMIA 587, nem para os genes fhuA de R. leguminosarum e
blr4504 de B. japonicum USDA110. O fragmento de 4,0 Kb muito provavelmente conteria
o gene completo (estima-se tamanho aproximado de 2,3 Kb) e as regides adjacentes.
Entretanto, a andlise de cerca de 1000 colonias hibridizadas com a sonda correspondente
ao fragmento fhuA, ndo forneceu o resultado esperado. Porém, mesmo considerando-se a
dificuldade em clonar fragmentos de 4,0 Kb e a grande quantidade de col6nias que devam
ser analisadas, acredita-se que a constru¢do de uma biblioteca parcial ainda seja uma das
alternativas mais vidveis para que o objetivo de isolar as regides adjacentes a fhuA em B.
elkanii seja alcangado. O isolamento de um fragmento contendo 4,0 Kb tem chances
considerdveis de conter informacgdes relevantes sobre um possivel operon contendo o gene
fhuA.

De qualquer forma, para que a funcionalidade desse provavel receptor de
sider6foros em B. elkanii fosse avaliada, construcdes contendo o fragmento de 434 pb de
fhuA interrompido por cassete com gene gfp e/ou cassete com genes de resisténcia a
estreptomicina e espectinomicina, foram preparadas. A obtencdo de um mutante nulo para
esse gene permitird a andlise da funcdo de fhuA, assim como do tipo de sideréforo que
SEMIA 587 capta através desse provavel receptor. Com a purificacio e caracteriza¢do do
sider6foro produzido por B. elkanii SEMIA 587, através de técnicas de cromatografia e
espectrometria de massa (Colaboracdo da Profa. Dra. Ana Valéria Colnaghi Simionato do
Instituto de Quimica da UNICAMP), serd possivel determinar a relacdo entre esse
sider6foro e o receptor denominado aqui como FhuA. Além disso, a provavel utilizacdo
desse sider6foro por B. japonicum, R. leguminosarum e até mesmo outras bactérias que
possuam o receptor FhuA, também poderd ser avaliada.

A construcdo dos mutantes foi realizada com dois cassetes diferentes: gfp e
gfp/Sm/Sp. Considerando-se que o tamanho de 2,8 Kb do cassete gfp/Sm/Sp pudesse
interferir na recombina¢cdo homdloga dupla entre as extremidades do fragmento fhuA, com
aproximadamente 200 pb cada, e o gene fhuA no cromossomo da bactéria, o cassete de
apenas 800 pb contendo o gene gfp foi uma alternativa utilizada. Além disso, a importancia
do gene repdrter gfp € dada pela possibilidade de avaliar a expressdo de fhuA pelos
bacterdides de B. elkanii SEMIA 587 dentro do nddulo. Mutantes fhuA de R.

leguminosarum, onde um cassete com o gene gus foi utilizado, ndo apresentaram
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problemas relacionados a simbiose com plantas de ervilha (Yeoman et al., 2000). A anélise
dos nédulos contendo as linhagens mutantes com a fusdo fhuA::gus, submetidas aos
ensaios de atividade enzimdtica de f-glucuronidase, mostrou-se positiva apenas na zona
meristemdtica do nddulo, onde bactérias ndo diferenciadas e canais de infeccdo sdao
encontrados. A zona préxima a raiz, com bacterdides fixando N, efetivamente, nao
apresentou atividade da f-glucuronidase.

As estirpes utilizadas como inoculantes comerciais no Brasil foram isoladas de
lavouras de soja do RS. O sucesso da inoculagdo com as estirpes recomendadas depende,
em parte, da sua capacidade de persistir no solo e, assim, competir com a microflora nativa
jéa estabelecida. A competicdo entre estirpes no solo € complexa e € causada por diferentes
fatores, como as caracteristicas de cada estirpe, o hospedeiro com o qual se relaciona, a
interagdo planta-microrganismo e o impacto do ambiente sobre eles. Alguns experimentos
mostraram que as estirpes de rizobios podem se naturalizar, sofrendo alteragdes nas
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas, genéticas e simbidticas, o que as tornam distintas
das estirpes introduzidas inicialmente (Boddey & Hungria, 1997; Ferreira & Hungria,
2002). O fato de B. elkanii ndo possuir fegA, Unico receptor para sideréforos caracterizado
para o género Bradyrhizobium, mas possuir um gene similar a fhuA de R. leguminosarum e
produzir sider6foro como essa linhagem, leva-nos a crer na hipétese de que o gene
encontrado em B. elkanii SEMIA 587 possa ser mesmo fhuA. Além disso, a produgdo de
sider6foros por B. elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019 sdo importantes fatores de
caracteristicas competitivas dessas estirpes.

Para B. elkanii SEMIA 587, os resultados obtidos nesse trabalho indicam que é
possivel o isolamento de um receptor de sider6foros funcional, assim como a
caracterizacdao do tipo de sider6foro produzido por essa bactéria. As etapas seguintes ao
processo de transferéncia das construcdes contendo o gene fhuA interrompido, sdo
necessdarias para se comprovar o local exato da integracdo. Caso essa tenha realmente
ocorrido na regido desejada, interrompendo o gene fhuA em alguma das bactérias
selecionadas, o mutante serd avaliado quanto a competi¢cdo em experimentos de nodulacdo
com o tipo selvagem de B. elkanii SEMIA 587, a expressdo de gfp em placas com CAS, a
expressdo de gfp dentro do nddulo, as caracteristicas das coldnias e dos halos em placas

com CAS, ao perfil proteico de membrana em relacao aos tipos selvagens de B. elkanii e B.
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Jjaponicum, ao isolamento da regido adjacente a insercdo do cassete e a quantificacdo de

mRNA em condi¢des com e sem ferro, por PCR em tempo real (Real Time PCR).

6 Consideracoes finais

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se:

1. Em relacdo as estirpes de Bradyrhizobium utilizadadas como inoculantes
comerciais no Brasil, B. elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019 sao produtoras de sideréforos,
enquanto que B. japonicum SEMIA 5079 e SEMIA 5080, assim como a estirpe USDA110
de B. japonicum, utilizada nos Estados Unidos, ndo produzem sideréforos;

2. B. elkanii SEMIA 587 apresenta uma cépia do gene fhuA em seu genoma e
essa cOpia tem um alto grau de identidade com seqiiéncias de genes dependentes de TonB,
assim como um alto grau de identidade e similaridade com proteinas FhuA de diversas
bactérias, relacionadas ou ndo a essa espécie;

3. B. elkanii SEMIA 587, ao contrario de B. japonicum SEMIA 5079 e B.
Jjaponicum USDAT110, ndo possui em seu genoma copia do gene fegA, que codifica um
receptor para o sider6foro ferricromo;

4. Dados preliminares indicam que € possivel a obtencdo de um mutante nulo

de B. elkanii para o gene fhuA.
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8 Apéndice

8.1 Meio Levedura Manitol sélido — LM sélido (pH 6,8)

Componentes Para 1 L de meio
Manitol 10¢g
Extrato de levedura 05¢g

K,HPO,

MgS0,.7H,0 @

NaCl

Corante Vermelho Congo
Agar

Agua destilada

10 mL (proveniente de sol. estoque)
10 mL (proveniente de sol. estoque)
10 mL (proveniente de sol. estoque)
10 mL (proveniente de sol. estoque)
15¢

completar para volume de 1 L.

Autoclavagem: 121°C por 15 minutos;
® Descrito no subitem 8.1.2.

8.1.1 Meio Levedura Manitol liquido — LM liquido (pH 6,8)

Componentes Para 1 L de meio

Manitol 10¢g

Extrato de levedura 05¢g

K,HPO, 10 mL (proveniente de sol. estoque)
MgS0,.7H,0 © 10 mL (proveniente de sol. estoque)
NaCl 10 mL (proveniente de sol. estoque)
Agua destilada completar para volume de 1 L.

Autoclavagem: 121°C por 15 minutos;
® Descrito no subitem 8.1.2.

8.1.2 Solu¢oes-estoque para meio LM

Para 500 mL de solucio-estoque

Solucio Componentes
Vermelho Congo  Vermelho Congo
Agua destilada
NaCl NaCl
Agua destilada
MgSO4.7H20 MgSO47H20
Agua destilada
K,HPO, K,HPO,
Agua destilada

1,25 ¢
completar para volume de 500 mL

S¢g
completar para volume de 500 mL

10g
completar para volume de 500 mL

25¢g
completar para volume de 500 mL
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8.2 Meio Luria Bertani liquido — LB liquido (pH 7)

Componentes Para 1L de meio
Triptona 10¢g
NaCl 10¢g

Extrato de levedura 5¢g

Agua destilada completar para volume de 1 L.

Autoclavagem: 121°C por 15 minutos

8.2.1 Meio Luria Bertani sélido — LB sélido (pH 7)

Conforme item 8.2, com adi¢do de 15 g de dgar por litro de meio de cultura.

8.3 Corante CAS

O corante CAS foi preparado de acordo com o seguinte procedimento: 4,3 g de
piperazina anidra foram dissolvidos em 20 mL de dgua ultra-pura estéril e 6,25 mL de HCl
12M; tal mistura foi reservada. A seguir, misturou-se 1,5 mL de FeCl;.6H,O 1mM estéril
(diluido em HCI 10 mM) com 7,5 mL de cromoazurol-S 2 mM estéril, e tal solucao foi
lentamente adicionada e homogeneizada com 6 mL de uma solu¢do 10 mM de CTAB
estéril, em um frasco do tipo erlenmeyer com capacidade de 100 mL. Por fim, a solugdo de
piperazina anidra foi lentamente adicionada e homogeneizada. O pH foi ajustado para 5,6 e

o volume da soluc¢do final completado para 100 mL.

8.4 Meio King-B/Manitol sélido diluido 5X (pH 6,8)

Componentes Para 1 L de meio

Peptona 4¢g

Manitol 2g

K,HPO, 0,115 ¢

MgS0O,.7H,O 0,150 g

Agar 15¢

Agua destilada completar para volume de 1 L

Autoclavagem: 121°C por 15 minutos
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8.5 Solucoes para extracio de DNA genomico

Solucao Componentes Quantidade
Lisozima Lisozima 20 mg
Tris 10 mM (pH 8) 1 mL
Proteinase K Glicerol 1M 2,5 mL
Proteinase K 100 mg
Tris 50 mM (pH 8) 1 mL
Agua ultra-pura estéril 2,5 mL
SDS 20% (pH 7,2)  dodecil sulfato de sédio 20¢g
Agua destilada estéril completar para volume de 100 mL
TE1 Tris 1 M (pH 8) 1 mL
EDTA 0,5M (pH 8) SmL
Agua destilada estéril completar para volume de 100 mL
TE2 Tris 1 M (pH 8) 1 mL
EDTA 0,5M (pH 8) 200 pL
Agua destilada estéril completar para volume de 100 mL
8.6 Tampao TBE 5X
Componentes Para 1 L de meio
Tris Base 54 ¢
Acido Bérico 275¢g
EDTA 0,5M pHS8 20 mL
Agua destilada para completar volume de 1 L

8.7 Solucoes para Extracao de DNA plasmidial

Solucio Componentes Quantidade
Solucao I Tris 1 M (pH 8) 2,5 mL

EDTA 0,5 M (pH 8) 2mL

(/Hicose 1M 2,5 mL

Agua destilada estéril completar para volume de 100 mL
Solucao II NaOH I N 20 mL

SDS 20% SmL

Agua destilada estéril completar para volume de 100 mL
Solucao IIT CH3CO,NH,4 5M (pH 5,2) 60 mL

Acido acético glacial 11,5 mL

Agua destilada estéril

completar para volume de 100 mL
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