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Resumo

Bradyrhizobium elkanii ¢ uma bactéria de solo, que fixa nitrogénio e induz a formagdo de
nddulos em soja [Glycine max (L.) Merrill] e outras plantas leguminosas. A intera¢do entre
as bactérias simbiontes e as plantas no solo ocorre de forma especifica e depende de fatores
tanto das plantas quanto das bactérias. Entre os fatores mais importantes nessa interagao
estdo os fatores Nod, liberados pelas bactérias em resposta aos flavonoides oriundos das
raizes das plantas. Além dos fatores Nod, outros fatores da bactéria respondem a presenca
de flavonoides, entre os quais estdo as proteinas secretadas através do sistema de secrecao
do tipo III (T3SS-type Il secretion system). Esse sistema foi primeiramente descoberto em
bactérias patogénicas e, até recentemente, se pensava ser exclusivo deste grupo. No
entanto, apos o sequenciamento do genoma de diversos rizobios, genes homologos aos do
T3SS de outras bactérias foram encontrados. Dentre os genes do T3SS encontrados nos
rizobios, um, chamado de ttsl, apresenta caracteristicas de regulador da transcricao e esta
presente nos clusters de T3SS de todos os rizobios estudados. O T3SS foi descrito em B.
elkanii recentemente. Nesta bactéria esse sistema apresenta as caracteristicas comuns ao de
outros rizobios. Com o objetivo de estudar o papel da proteina TtsI em B. elkanii
SEMIAS87, uma linhagem mutante para esse gene, com a inser¢do de um cassete
interrompendo a sua sequéncia, foi obtida. Estudos de secrecdo de proteinas, testes de
nodulagdo e analise da inducao por flavonoides foram realizados nas linhagens selvagem e
mutante. Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que B. elkanii SEMIA587
secreta pelo menos duas Nops (NopA e NopL), apos a indugdo com genisteina, enquanto
que a linhagem mutante para o gene ttsl ¢ incapaz de secretar estas mesmas Nops, mesmo
apos a indugdo com o flavonoide; a regido promotora do gene ttsl possui um tts-box, que é
ativo e responde a inducdo por flavonoides; testes de nodulagdo com trés diferentes plantas

leguminosas demonstraram que o T3SS em B. elkanii SEMIAS587 também possui a
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caracteristica de dependéncia de hospedeiros, como em outros rizobios estudados, onde a
cultivar Peking de soja se mostrou dependente das proteinas secretadas pelo T3SS de B.

elkanii SEMIA587 para uma nodulagdo eficiente.
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Abstract

Bradyrhizobium elkanii is a soil bacterium that fixes nitrogen and induces nodule
formation in soybean [Glycine max (L.) Merrill] and other leguminous plants. The
interaction between the symbiont bacteria and plants in the soil is specific and relies on
both plant and bacterial factors. Among the factors that are important for the interaction are
the Nod factors, released by the bacterium in response to flavonoid compounds, released
by plant roots. Besides Nod factors other bacterial factors respond to flavonoid induction,
such as the proteins secreted by the type III secretion system (T3SS). This system was first
discovered in pathogenic bacteria, and until recently was thought to be exclusive to those
bacteria. However, homologous genes were discovered in some rhizobia after the
sequencing of their genome. One of the T3SS genes in the rhizobia, the ttsl gene, has
transcriptional regulators characteristics and is present in all rhizobia T3SS clusters. B.
elkanii T3SS was recently described. In this bacterium the system shares common features
to other rhizobial T3SS. Aiming to study the role of B. elkanii SEMIA587 TtsI protein, a
mutant strain of the ttsl gene, containing a cassette interrupting the sequence, was obtained.
Protein secretion and flavonoid induction analysis, as well as nodulation tests were
performed in the wild type and mutant strains. The results obtained showed that B. elkanii
SEMIAS87 secrets at least two Nops (NopA and NopL), after genistein induction, while
tts| mutant strain is unable to secrete the same Nops, even after the flavonoid induction; the
promoter region of the ttsl gene presents a tts-box, which is active and responsive to
flavonoid induction; nodulation tests performed with three different leguminous plants
showed that B. elkanii T3SS also displayed host-dependent characteristics, as in other
rhizobia, and the Peking soybean cultivar was dependent of B. elkanii T3SS efficient

system for nodulation.
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1 Introducdo

1.1  Rizobios

Rizdbios sdo bactérias pertencentes a familia Rhizobiaceae, estritamente aerobias,
quimiorganotréficas, com formato de bastonetes ndo formadores de esporos, Gram-
negativas, de um tamanho que varia de 0,5-0,9 um x 1,2-3,0 um. A sua mobilidade ¢ dada
por um flagelo polar tnico ou dois a seis flagelos peritriqueos (Somasegaram e Hoben,
1994). Normalmente encontradas no solo, fixam nitrogénio atmosférico em simbiose com
leguminosas e algumas plantas ndo leguminosas. Essa associagdo planta-bactéria ¢ de
grande interesse, pois oferece beneficios econdmicos e ecoldgicos, uma vez que essas
bactérias se associam simbioticamente as plantas e fixam nitrogénio em condi¢des
limitantes desse composto (Geurts e Bisseling, 2002).

Embora a nomenclatura e classificacdo da familia Rhizobiaceae sejam ainda muito
discutidas (Broughton, 2003), os rizobios sdo classificados em seis géneros: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium (Lafay e Burdon, 1998;
Michiels et al., 1998; Perret et al., 2000; Andrade et al., 2002) e Allorhizobium (Sessitsch
et al., 2002). Esses géneros fixam nitrogénio atmosférico em nodulos presentes nas raizes
de plantas da Familia Fabaceae, a qual compreende aproximadamente 750 géneros, sendo
que 250 destes sdo compostos por plantas cultivaveis (Freire, 1992).

Os rizobios diferenciam-se de outras bactérias diazotroficas (que fixam nitrogénio)
devido a capacidade de nodulacdo e diferenciam-se entre si pelas caracteristicas dos seus
nodulos. No solo ocorre uma troca de sinalizagdes moleculares entre a planta hospedeira e
a bactéria, na qual compostos flavonoides liberados pela planta nos exudatos das raizes
irdo induzir nos rizobios a expressdo de operons contendo genes nod de forma altamente
seletiva (Lopez-Garcia et al., 2002; Ausmees et al., 2004). Os genes nod codificam

enzimas de biossintese e libera¢ao de lipo-quito-oligossacarideos, conhecidos como fatores
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Nod, que sdo secretados e essenciais para o processo de infeccdo (Gresshoff, 2003;
Ausmees et al., 2004). Apoés a infec¢do, sinais bacterianos adicionais, como
polissacarideos de superficie ou proteinas secretadas pelas bactérias, também sdo
requeridos para uma eficiente nodulacdo de plantas hospedeiras especificas (Ausmees et
al., 2004).

Os noédulos fornecem nutrientes e condi¢des ambientais necessarias para que ocorra
a fixagdo de nitrogénio (Mylona et al., 1995; Gresshoff, 2003). Paralelamente a formagao
do nddulo, as bactérias se ligam as raizes, promovem a formacgao de estruturas chamadas
de brechas de infeccdo ¢ acondicionam-se no nodulo, onde elas se diferenciam em
bacteroides, estrutura bacteriana sem parede celular, que ¢ a forma capaz de reduzir o

nitrogénio atmosférico (Mylona et al., 1995).

1.1.1. Bradyrhizobium elkanii

As bactérias do género Bradyrhizobium sao de grande importancia econémica
devido a sua associa¢ao simbidtica com a soja (Glycine max L. Merr.). No Brasil, sdo
comercialmente utilizadas como inoculantes dessa leguminosa e suprem a necessidade de
adubag@o nitrogenada das lavouras (Rumjanek et al., 1993).

Dentre as bactérias desse género a mais estudada é a espécie B. japonicum, que
inclusive ja teve o seu genoma totalmente sequenciado (Gottfert et al., 2001; Kaneko et al.,
2002). Essa espécie ¢ a mais utilizada como inoculante para as lavouras de soja em paises
como Estados Unidos e Japao (Boiero et al., 2007). O Brasil, que é o segundo produtor
mundial dessa leguminosa, utiliza como inoculantes uma mistura de B. japonicum e B.
elkanii (Rumjanek et al., 1993). Entretanto, foi demonstrado que a maior parte das estirpes
usadas como inoculantes no Brasil pertencem a espécie B. elkanii (Rumjanek et al., 1993).

Ambas as espécies de Bradyrhizobium foram introduzidas no Brasil, juntamente
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com a soja, nos locais de cultivo da planta, na década de 1960. Apos esse periodo no solo,
diferencas em relacdo as linhagens parentais puderam ser observadas e indicios de
transferéncias génicas horizontais entre as bactérias que nodulam soja foram relatados
(Barcellos et al., 2007).

A separagdo taxondmica das espécies B. japonicum e B. elkanii ocorreu somente
em 1992, quando diferencas tanto fenotipicas quanto genotipicas foram constatadas
(Kuykendall et al., 1992). As bactérias da espécie B. japonicum diferem das bactérias B.
elkanii no espectro de plantas hospedeiras: ambas sdo simbiontes de leguminosas, porém a
primeira ¢ incapaz de induzir a formagdo de nddulos no genotipo rjl de soja e no
amendoim, enquanto que a segunda geralmente interage com esses dois tipos de plantas
(Devine e Kuykendall, 1996); B. elkanii induz a formagao de clorose em folhas, devido a
producdo de rizobiotoxinas, o que nao ¢ constatado em B. japonicum. Outra diferenga
marcante entre as duas espécies ¢ a maior resisténcia a uma série de antibioticos em B.
elkanii (Rumjanek et al., 1993; Devine ¢ Kuykendall, 1996). Outros trabalhos destacaram
outras diferencas entre as duas espécies, dentre as quais, além das ja mencionadas, B.
elkanii apresenta uma maior produgdo de compostos como acido indol acético, enquanto
que B. japonicum apresenta as atividades de hidrogenase e nitrato redutase, entre diversos
outros fatores analisados (Devine e Kuykendall 1996).

Justamente a producdo de rizobiotoxinas por B. elkanii tem sido um dos aspectos
mais estudados dessa bactéria. A molécula, cuja estrutura foi resolvida em 1972 como
sendo um enol-éter aminoécido, possui fun¢do de inibicdo de ACC sintase na rota de
biossintese de etileno. O composto, que por muito tempo foi tratado como fitotoxina, foi
descrito recentemente como tendo um papel positivo na nodulagdo de B. elkanii com as

plantas leguminosas hospedeiras (Sugawara et al., 2006). Foi demonstrado que a produgdo

de rizobiotoxinas impede a agdo do etileno, que, quando liberado, inibe a infeccdo por
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rizobios. Por consequéncia, a presenca de rizobiotoxinas favorece a nodulagdo em plantas
como Macroptillium atropurpureum e Vigna radiata (Yuhashi et al., 2000; Sugawara et

al., 2006), pois aumenta a eficiéncia da bactéria nesse processo (Yuhashi et al., 2000).

1.2 Nodulacao

Apoés o contato inicial entre a raiz da planta e a bactéria no solo, uma série de
sinaliza¢des quimicas liberadas por ambas as partes funcionam como atrativos no caso de
uma interacdo compativel, sendo como uma “conversa molecular” no solo. A planta libera,
através de suas raizes, flavonoides que sdo, por sua vez, percebidos pelas bactérias no solo
(Perret et al., 2000). Em resposta aos flavonoides a bactéria inicia um processo de ativagdo
da transcricdo de genes responsaveis pela confeccdo dos fatores Nod, que sdo moléculas
sinalizadoras que atuam nas raizes das plantas no estabelecimento da simbiose (Viprey et
al., 1998).

As raizes das plantas estdo constantemente expostas a uma variedade de
microrganismos € a parede celular ¢ uma barreira importante para as infec¢des nao
desejadas. Uma troca de sinais reciproca entre a planta hospedeira e o microrganismo
simbionte permite que a bactéria penetre nas raizes (Jones et al., 2007).

A maioria das plantas da familia das Leguminosas secreta compostos fenolicos,
especialmente flavonoides, moduladores dos genes dos rizobios que sdo necessarios para a
interacdo com a planta hospedeira. Genes importantes para a simbiose sdo regulados dessa
forma e incluem aqueles que direcionam a sintese dos fatores Nod, que, por sua vez,
induzem a curvatura das raizes suscetiveis e permitem a entrada dos rizobios nas brechas
de infeccao. Uma vez dentro da célula vegetal, outros sinais de ambos os parceiros ajudam
a direcionar o corddo de infeccdo ao cortex da raiz. A comunicagao simbidtica deve

continuar, uma vez que entre 1 a 99 % dos corddes de infec¢do podem ser abortadas
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(Deakin e Broughton, 2009). Os corddes de infec¢cdo ramificam e os rizobios entram para
as células do cortex, por endocitose, e diferenciam-se em bacteroides, forma na qual os
rizobios sdo capazes de realizar a fixagdo bioldgica do nitrogénio (Jones et al., 2007).
Durante a entrada nas células vegetais e apds a diferenciacao para bacteroides, os rizobios
continuam separados do citoplasma da planta através das membranas do simbiossomo, que
¢ um compartimento do tipo membrana, derivado do hospedeiro, que se origina da brecha
de infec¢ao contendo a bactéria (Relic et al., 1994; D’Haeze et al., 1998; Mergaert et al.,
2006; Jones et al., 2007).

Os passos iniciais para o processo de infecgdo, isto €, curvatura dos pelos das
raizes, divisdo celular cortical e formacao do corddo de infecg¢do, sdo eventos especificos
somente encontrados em interagdes compativeis entre a planta hospedeira e o rizébio
(Stacey, 1995).

Os genes de nodulacdo de rizobios estdo organizados em diversos operons, que
podem estar localizados no cromossomo ou em grandes plasmideos, dependendo da
espécie (Chen et al., 2005). Em B. japonicum os genes de nodulagdo, assim como os genes
de fixa¢do de nitrogénio (nif e fix), estdo localizados em dois grandes agrupamentos no
cromossomo, separados por uma regido de aproximadamente 200 kb (Stacey, 1995). Ja em
Rhizobium sp NGR234, os genes envolvidos na simbiose, como os de nodulagao ¢ fixa¢do
de nitrogénio, estdo localizados, em sua maioria, no plasmideo simbidtico pNGR234a

(Freiberg et al., 1997; Kobayashi et al., 2004).

1.2.1 Sintese dos fatores Nod

Em resposta a liberagao de moléculas indutoras apropriadas pela planta hospedeira
os rizébios sintetizam e liberam uma familia de lipoquitooligosacarideos (LCOs). que sao

chamados de fatores Nod (Perret et al., 2000). O primeiro passo na formagdo dos fatores
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Nod se da a partir do produto do gene nodC, que ¢ uma N-aceti-glucosamil-transferase.
Essa enzima sintetiza um quitooligossacarideo, alongando a cadeia em terminagdes nao
redutoras. A desacetilase NodB remove o N-acetil da extremidade dos oligossacarideos da
N-acetilglucosamina, e, finalmente, uma acetiltransferase, codificada por nodA, liga a
cadeia acil ao acetil livre da extremidade do oligossacarideo (Mergaert et al., 1997; Perret
et al., 2000). As proteinas Nodl e NodJ, apesar de ndo serem essenciais para a formagao
dos fatores Nod, podem estar envolvidas na exportagdo destes (Perret et al., 2000).

As proteinas NodABC sao suficientes para a inducdo da formagdo de nodulos na
maioria das plantas leguminosas hospedeiras, uma vez que formam a cadeia principal dos
fatores Nod (Broughton e Pueppke, 1999; Perret et al., 2000) conforme esta demonstrado
na Figura 1. Os outros componentes Nod, no entanto, possuem um papel mais sutil na
nodulagdo, podendo aumentar a abrangéncia de plantas hospedeiras, ou mesmo agindo na
protecdo da degradagdo dos fatores Nod (Perret et al., 2000). Entre os genes, cujos
produtos estdo envolvidos nesses processos estdo: NOJEF, responsaveis por adicionar
acidos graxos a cadeia principal; noeC, responsavel pela arabinosilagdo; nodZ e nolK,
responsaveis pela fucosilagdo; nodH e noeE, responsaveis pela sulfatagdo; nodL, nodX e
nolL, responsaveis pela acetilagdo; nodS, nodU e nolO, responsaveis pela N metilagdo e
carbamoilagdo; noel, responsavel pela 2-O-metilagao (Carlson et al., 1993; Mergaert et

al.,1997; Broughton e Pueppke, 1999; Perret et al., 2000; Geurts e Bisseling, 2002).
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Figura 1: Estrutura da cadeia principal dos Fatores Nod, produzida pelas proteinas NodABC

(Retirado de Essentials of Glycobiology, 2 edigdo, CSH Press, 2008)
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Apesar de pertencerem ao mesmo género, as bactérias B. japonicum e B. elkanii
possuem estruturas diferentes de fatores Nod (Ruan e Peters, 1992; Stockkermans et al.,
1992; Carlson et al., 1993). Em um estudo comparativo, os pesquisadores encontraram que
na linhagem USDAG61 (atualmente classificada como B. elkanii) haviam oito tipos de
fatores Nod adicionais aos produzidos por B. japonicum USDA110. O interesse em
desvendar os tipos de fatores Nod produzidos por essas bactérias se deu devido ao fato de
que elas possuem diferentes plantas hospedeiras. No que diz respeito a essas modificagdes,
as estruturas apresentadas por B. elkanii se assemelham aquelas apresentadas por
Rhizobium NGR234, evidenciando que uma gama maior de estruturas nos fatores Nod

pode significar um maior espectro de hospedeiros para as bactérias (Carlson et al., 1993).

1.2.2  Fixacgado Biologica do Nitrogénio

O nitrogénio ¢ uma molécula essencial a vida, fazendo parte de importantes
biomoléculas, como aminoacidos e bases nitrogenadas. O nitrogénio proveniente da
atmosfera estd sob forma de N, (com uma ligacdo tripla entre seus atomos) se tornando
muito resistente ao ataque quimico e, portanto, indisponivel para a maioria dos
organismos. Existem, no entanto, microrganismos capazes de converter o N, em formas
assimilaveis pelos outros organismos, como a amoénia. Esses microrganismos sao
chamados diazotréficos e o processo de reducdo do nitrogénio € conhecido como Fixagao
Biologica do Nitrogénio (FBN). A FBN ¢ responsavel por mais de 60% do nitrogénio
fixado disponivel (Halbleib e Ludden, 2000). A relevancia desse processo se da, além da
reducdo dos custos com adubos nitrogenados, pela importincia do nitrogénio como um
elemento vital, aumentando a produtividade das plantas (Peters et al., 1995).

Os microrganismos diazotroficos realizam a FBN gragas ao complexo enzimatico
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da nitrogenase, cuja reagao com o nitrogénio atmosférico resulta em amonia, que, entdo, ¢
fornecida pela bactéria para a planta a ela associada. O complexo enzimatico da
nitrogenase ¢ composto de duas subunidades: dinitrogenase redutase (produto do gene
nifH), também chamada de Fe-proteina, e dinitrogenase (produto dos genes nifDK),
também chamada de MoFe-proteina (Rangaraj et al., 2001; Dixon e Kahn, 2004). Durante
a catalise, a dinitrogenase ¢ reduzida pela dinitrogenase redutase, um elétron por vez, até
que uma quantidade suficiente de elétrons (em geral oito) tenha sido acumulada para a
subsequente reducao do substrato (Dixon ¢ Kahn, 2004). Esse processo utiliza uma grande
quantidade de energia: pelo menos 16 moléculas de ATP sdo necessarias para cada
molécula de N, reduzida. Devido a isso, existem diversos niveis de controle na expressao
dos genes envolvidos e ainda mecanismos de controle em nivel posterior a transcri¢ao (Fu
et al., 1989; Halbleib e Ludden, 2000; Rangaraj et al., 2001; Dixon e Kahn, 2004).

Os genes envolvidos no processo de FBN sdo chamados de nif (de nitrogen
fixation) e foram primeiramente caracterizados na bactéria diazotrofica de vida livre
Klebsiella pneumoniae. A maioria dos genes esta envolvida na montagem ¢ estabiliza¢do
do complexo enzimatico da nitrogenase. Existe uma grande similaridade em estrutura,
organizacdo e func¢do dos genes nif nos diversos organismos estudados em comparagdo
com os genes de K. pneumoniae. Nesta bactéria, os genes estdo localizados em uma regiao
gendmica de 24.000 pares de base, organizados em oito operons (Arnold et al., 1988). Os
genes estruturais da nitrogenase estdo localizados no mesmo operon (nifHDK). Muitos dos
outros genes Nif estdo envolvidos na sintese do cofator da enzima, FeMo-co, entre eles
nifE, nifN, nifV, nifB ¢ nifQ. Existem ainda genes envolvidos no transporte de elétrons,
como os genes NifJ e nifE (Dixon, 1984; Arnold et al., 1988).

O grande gasto energético que o processo de FBN demanda faz com que ocorra um

controle rigido sobre a transcrigdo dos genes nif (Dixon e Kahn, 2004). Entre os genes nif
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de K. pneumoniae nifL e nifA sintetizam proteinas com fungdes regulatorias. NifL ¢ uma
flavoproteina (Dixon, 1998) com a fungdo de reprimir a atividade da proteina NifA,
quando as condicdes para a sintese da nitrogenase nao sdo adequadas, normalmente em
resposta a presenga de oxigénio e nitrogénio fixado. J& a proteina NifA reconhece e se liga
em sequéncias UAS (sequéncias ativadoras a montante, do inglés: upstream activator
sequence) no DNA, aproximadamente 100 nucleotideos & montante do sitio de ligagao da
RNA-polimerase, ativando a transcrigdo dos genes nif. As sequéncias UAS possuem a
sequéncia consenso TGT-N;(-ACA e estdo presentes em regides promotoras de genes nif
caracterizados, evidenciando que estes genes estdo sujeitos a ativagdo da transcri¢do pela
ligagdo da proteina NifA (Dixon, 1984; Arnold et al., 1988; Dixon, 1998).

Além do sistema nifLA outros genes, cujos produtos apresentam fungdes
regulatdrias gerais, também podem estar envolvidos na regulagdo dos genes nif, como, por
exemplo, os genes do sistema ntr. As proteinas NtrBC estdo envolvidas na regulagdo do
metabolismo de nitratos, regulagdo posterior a traducdo da nitrogenase e podem, também,
ativar a transcri¢ao de nifA (Arnold et al., 1988; Fu et al., 1989; Merrick ¢ Edwards, 1995;
Huergo et al., 2004). A proteina NtrB é uma quinase/fosfatase que controla a atividade da
proteina reguladora NtrC. Em condi¢des limitantes de aménia NtrC ¢é fosforilada por NtrB
e ativa a transcri¢do de genes relacionados a fixagdo de nitrogénio pela RNA-polimerase
complexada ao fator 6”*. Em condi¢des desfavoraveis, o grupamento fosfato é retirado da
proteina NtrC, interrompendo a transcrigdo dos genes (Dixon e Kahn, 2004; Huergo et al.,
2004).

A proteina PII, produto do gene gInB, ¢ necessaria para a ativagdo da transcrigdo de
NifA, que ¢ requerida na transcri¢do de todos os genes nif (Aratjo et al., 2004; Dixon e
Kahn, 2004). Ela funciona como um sensor do status de nitrogénio da célula. Quando a

concentragdo interna de glutamina for baixa, uma uridil-transferase (GInD, produto de

21



gene gInD) uridila a proteina PII, alterando a conformagdo da proteina, permitindo que
NtrB fosforile NtrC, sinalizando para a posterior transcricdo de genes para a fixagdo de
nitrogénio. Por outro lado, quando existe nitrogénio

intracelular, GInD retira a modificagdo de PII, reprimindo, consequentemente, a
transcri¢do dos genes nif (Huergo et al., 2004; Dixon e Kahn, 2004).

Outro mecanismo de controle ocorre em algumas bactérias através dos produtos dos
genes draT e draG. Essas proteinas possuem fungdes regulatorias posteriores a tradugio da
nitrogenase, agindo diretamente sobre a enzima, inativando-a quando o nivel de oxigénio
celular esta muito elevado (Fu et al., 1989; Grunwald et al., 2000).

A regido promotora dos genes envolvidos no metabolismo e fixa¢do do nitrogénio
possui uma sequéncia de reconhecimento pela RNA-polimerase que difere daquelas
presentes em genes que desempenham outras fungdes. Essa sequéncia consenso se
caracteriza pelo grande conteudo de nucleotideos G e C, localizando-se nas posigdes -24/-
12, ¢ ¢é reconhecida pelo fator sigma alternativo da RNA-polimerase (c°%), também
chamado de o" (Dixon, 1998). A RNA-polimerase complexada ao fator °* necessita da
presengca de proteinas acessoOrias para a transcricdo de genes, e, no caso dos genes
envolvidos na fixacdo de nitrogénio, ¢ a proteina NifA, juntamente com a proteina IHF
(fator de integragdo do hospedeiro, do inglés: integration host factor) (Dixon, 1998;
Barrios et al., 1999). Com a ligagdo da proteina ativadora NifA na regido UAS ¢ o
reconhecimento e ligagio da RNA-polimerase complexada ao fator ¢°* na regido
promotora, a proteina IHF promove uma curvatura no DNA, aproximando essas duas
proteinas. A interagdo da proteina NifA com o complexo da RNA-polimerase- 6°* promove

o inicio da transcri¢@o dos genes nif (Zhang et al., 1997; Dixon, 1998).
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1.2.3 Regulacdo da transcricdo dos genes relacionados a simbiose

Genes nod

Os genes de nodulacdo de rizobios estdo organizados em diversos operons, que
podem estar localizados no cromossomo ou em grandes plasmideos, dependendo da
espécie (Chen et al., 2005). Os genes sdo positivamente regulados pela proteina NodD
(produto do gene nodD), que pertence a familia de ativadores de transcrigdo LysR de
bactérias. Apesar de variagdes entre linhagens, a expressdo dos genes nod ¢ mediada pela
proteina NodD através da ligacdo dessa proteina na regido de DNA consenso altamente
conservada de aproximadamente 47 pb, chamada de nod-box. Os nod-box sao encontrados
nas regides promotoras de genes envolvidos na nodulacdo (Swanson et al., 1993; Perret et
al., 2000; Loh e Stacey, 2001). A proteina NodD uma vez em contato com o flavonoide
especifico, liberado pela planta hospedeira, sofre uma mudanga conformacional e se liga
nos nod-box, situados nas regides promotoras dos genes nod, nol e noe (Stacey, 1995;
Viprey et al., 1998; Chen et al., 2005; Bais et al., 2006). A expressdo dos genes nod leva a
sintese dos fatores Nod (Perret et al., 2000; Bais et al., 2006).

Duas proteinas NodD foram identificadas em B. japonicum, com fungdes e padroes
de expressdo distintos: NodD1 funciona como um ativador da transcri¢do dos genes nod,
responsivo a flavonoides liberados pelas raizes das plantas (como genisteina e daidzeina);
NodD2, ao contrério, funciona como repressor da transcrigdo desses genes. Um mecanismo
similar de ac¢@o destas proteinas também ocorre em Rhizobium sp.NGR234 (Fellay et al.,
1998; Loh e Stacey, 2001; Loh e Stacey, 2003). Entretanto, em B. japonicum, NodD1 ¢
auto-regulada e induzivel por flavonoides, como genisteina e daidzeina, diferentemente do
que ocorre em Rhizobium sp. (Loh e Stacey, 2003), cuja expressao ¢ constitutiva.

Apesar de NodDI1 ser essencial a expressio dos genes nod, mutantes de B.

japonicum, defectivos na proteina NodD1, ainda sdo capazes de nodular suas plantas
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hospedeiras, porém em uma taxa menor que a bactéria de tipo selvagem (Sanjuan et al.,
1994; Loh et al., 1997). Esta aparente contradi¢do foi posteriormente resolvida com a
descoberta de componentes regulatorios secundarios, NodVW, que também estdo
envolvidos na ativagdo de genes nod por isoflavonas (Sanjuan et al., 1994). NodVW sio
importantes na formagdao de nddulos em plantas hospedeiras alternativas, como por
exemplo Vigna unguiculata, feijao caupi (V. radiata) e siratro (Macroptilium
atropurpureum) (Gottfert et al., 1992; Sanjuan et al., 1994), porém, ndo sdo requeridos
para a nodulagdo de soja (Loh et al., 1997).

A analise da sequéncia de DNA dos genes nodVW indicou que ambos pertencem a
familia de proteinas reguladoras do tipo dois componentes (two-component system). Nessa
familia, os membros sdo classificados em duas subclasses: sensores e reguladores. Apds a
detec¢do do estimulo ambiental correto, o sensor transduz o sinal para o regulador, que,
por sua vez, regula a expressdo dos genes alvo. Esse processo ¢ mediado por diversos
passos de fosforilagdo. Ao receber o estimulo, o dominio quinase do sensor autofosforila-
se em um residuo de histidina conservado. A quinase ativada, entlo, transfere o
grupamento fosforil para um residuo de aspartato no dominio N-terminal da proteina
reguladora, ativando-a. No caso das proteinas NodVW, foi sugerido que NodV funcione
como o sensor ¢ NodW como o regulador, regulando a transcri¢do dos genes nod em B.
japonicum (Sanjuan et al., 1994; Loh et al., 1997).

Assim como NodVW, NolA também ¢ essencial para uma nodulacio efetiva de
uma planta hospedeira por B. japonicum (Loh e Stacey, 2001). NolA funciona como um
dos dois reguladores negativos da transcri¢do de genes de nodulagdo, juntamente com a
proteina NodD2 (Loh e Stacey, 2001; Krause et al., 2002). Diferentemente dos genes de
nodulagdo, nolA nao ¢ induzido por isoflavonas (Loh et al., 1999). Foi descrito que a

transcricdo de nolA pode ser induzida em resposta a quitooligossacarideos presentes nas
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células. Além disso, os quitooligossacarideos podem inibir por feedback a expressdo dos
genes de nodulagdo que governam a sua propria sintese. Esse mecanismo de feedback
ocorre com a participacao de NolA e NodD2 (Loh e Stacey, 2001). Um resumo da rede de

regulagdo em B. japonicum USDA110 esta ilustrado na Figura 2.

Sinal Nod pentdmero

Sinal Nod tetramero

Figura 2: Modelo para a regulagéo dos genes envolvidos na nodulagdo em B. japonicum USDA110

(Reproduzido de Loh e Stacey, 2001).

1.3 Sistema de Secrecio do Tipo III (T3SS)

Muitas bactérias patégenas de plantas e animais usam o Sistema de Secre¢do do
Tipo III (T3SS, de type 3 secretion system) como arma na infec¢do da célula eucariotica
hospedeira (Hueck, 1998; Ghosh, 2004; Mudgett, 2005). O T3SS permite que bactérias
Gram-negativas injetem proteinas de viruléncia diretamente no citosol das células
eucarioticas hospedeiras. O sistema ¢ altamente conservado entre as mais diversas

bactérias patogénicas, e, no entanto, as proteinas por ele secretadas sdo completamente
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diferentes, demonstrando a grande capacidade de adaptacdo das bactérias patogénicas
(Hueck, 1998).

As proteinas injetadas na célula eucaridtica podem interagir com fatores
eucaridticos com fun¢do de transducao de sinal, de modo a se tornarem capazes de
interferir com a sinaliza¢dao celular. Essa mudanca pode acarretar em desarmamento da
resposta imune das células hospedeiras, deixando o caminho livre para a infeccao (Hueck,
1998).

O T3SS ja foi identificado em diversos microrganismos patdégenos de animais
como: Yersinia spp, Salmonella spp, Shigella spp, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Bordetella spp, Chlamydia spp. Também foi
identificado em fitopatdgenos, como: Pseudomonas solanacearum, P. syringae, Erwinia
spp e Xanthomonas spp. Porém, a distribui¢do do T3SS nao ¢ exclusiva de patdgenos, ¢ o
sistema ja foi encontrado em bactérias endosimbiontes (Ghosh, 2004).

O aparato do T3SS ¢ composto por cerca de 20 proteinas diferentes, das quais pelo
menos dez sdo altamente conservadas entre as mais diversas bactérias ja estudadas. Dentro
das proteinas conservadas existe ainda uma grande semelhanga de sequéncia com proteinas
do corpo basal do flagelo bacteriano (Hueck, 1998; Ghosh, 2004). Devido a essa
semelhanca questdes levantando a origem evolutiva desses dois aparatos ja foram
discutidas em alguns trabalhos (Gophna et al., 2003). Analises filogenéticas demonstraram
que os sistemas formam ramos diferentes de arvores filogenéticas, quando comparados
com quaisquer de seus componentes homoélogos, e, ainda, que T3SS foi repetidamente
transferido horizontalmente entre as bactérias durante a histéria evolutiva, enquanto que o
aparato flagelar ndo (Saier, 2004). Tanto o flagelo, quanto o T3SS, tem secre¢do de
proteinas como meio de funcionamento: o flagelo funciona como um motor rotatorio

impulsionado por potenciais i0nicos, a sua montagem requer a secrecdo da subunidade
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flagelar em um processo realizado pela ATPase flagelar. A secrecdo de proteinas pelo
T3SS também depende de uma ATPase e de potenciais i0nicos transmembrana (Ghosh,
2004).

O T3SS ¢ essencial em bactérias fitopatogénicas para a indugdo de uma reagao de
defesa chamada de resposta hipersensivel (HR - hipersensitive response) em plantas
resistentes que, normalmente, ndo sdo hospedeiras de um patégeno em particular (Hueck,
1998; Buttner e Bonas, 2006). A HR ¢ caracterizada por necrose localizada de tecidos ¢ a
producdo de compostos fendlicos e agentes antimicrobianos no local de contato com a
bactéria. Os genes das bactérias que sdo responsaveis pela patogenicidade em plantas
suscetiveis ¢ por HR em plantas resistentes foram definidos como hrp (do inglés:
hipersensitive response and pathogenicity), e esta nomenclatura se manteve para os genes
de patogenicidade via T3SS (Hueck, 1998).

Em contraste com o que ocorre em patdgenos de animais, o T3SS de fitopatdgenos
possui um grande numero de proteinas efetoras por ele secretadas, como, por exemplo, em
Yersinia sdo conhecidos seis efetores, enquanto que em P. syringae sdo 29, que,
presumivelmente, interferem de maneira coletiva no hospedeiro, interferindo na
sinalizacdo celular, beneficiando o patégeno (Buttner e Bonas, 2006).

Os efetores T3SS de fitopatdgenos contribuem para a patogénese através de
processos celulares que levam a resisténcia a doencgas. Foi demonstrado que, em adigdo as
fungdes de viruléncia, os efetores T3SS possuem um papel de suprimir diretamente as

defesas das células vegetais, agindo no interior da célula hospedeira (Mudgett, 2005).

14 T3SS em rizobios

Dentre os genes envolvidos com a nodulacdo ja descritos para as espécies de

rizobios existem alguns envolvidos na faixa de amplitude de hospedeiros para a simbiose.
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Esse € o caso dos genes NOIXWBTUV em Sinorhizobium fredii USDA257, os quais, quando
mutados, alteraram a especificidade de hospedeiros da bactéria. Tal bactéria mutante foi
capaz de nodular uma cultivar de soja anteriormente ndo suscetivel a infeccdo por essa
bactéria (Krishnan et al., 1995; Krishnan, 2002; Ausmees et al., 2004). A transcri¢do dos
genes NOIXWBTUV ¢ dependente da presencga de flavonoides e das proteinas reguladoras de
transcricdo NodD1 ¢ NodD2 (Krishnan et al., 1995). Analises molecu lares ¢ o
sequenciamento da regido do l6cus nolIXWBTUV (que pode ser referido como locus de
especificidade de cultivar) de Rhizobium sp. NGR234 (Freiberg et al., 1997; Viprey et al.,
1998) e Bradyrhizobium japonicum USDA110 (Gottfert et al., 2001) revelaram a presenga
de um sistema de secregdo do tipo III. Em Rhizobium sp. NGR234 foi constatado que esse
sistema se apresentava completo e simbioticamente ativo (Viprey et al., 1998; Marie et al.,
2001; Bartsev et al., 2003; Ausmees et al., 2004).

Em bactérias Gram-negativas fitopatogénicas, o T3SS ¢ requerido para a
colonizacdo do tecido vegetal hospedeiro, através da secregdo e translocacido de proteinas
efetoras para a célula vegetal (Lahaye e Bonas, 2001; Mudgett, 2005). A presenca do
sistema, porém, também foi verificada em bactérias comensais (como Photorhabdus
luminscens, Sodalis glossinidius e Sitophilus zeamais), assim como em rizobios simbiontes
de plantas e alguns outros procariontes nao-patogénicos (Tampakaki et al., 2004). Foi
sugerido que a fungdo desse sistema em organismos simbiontes seria similar aquela que
ocorre em patdgenos, ou seja, a secre¢ao de proteinas efetoras diretamente dentro da célula
hospedeira eucariética (Krishnan, 2002; Krishnan et al., 2007).

O T3SS ¢ induzido através do contato com as células hospedeiras (Tampakaki et
al., 2004). Em Rhizobium sp. NGR234, ¢ também em estirpes de S. fredii (Krishnan,
2002), demonstrou-se que a secre¢do de proteinas ocorre de forma dependente de NodD1

(a proteina ativadora da transcrigdo dos genes de nodulagdo) e do T3SS (Viprey et al.,
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1998; Perret et al., 2000). Foi visto, também, que o T3SS de Rhizobium sp. NGR234 afeta
profundamente a nodulac¢do de varios legumes, como Tephrosia vogelii, com esta bactéria
(Viprey et al., 1998), sugerindo-se que o sistema atue na especificidade dos hospedeiros
em bactérias simbiontes (Perret et al., 2000). Outra fungdo para o sistema em simbiontes
seria a superagao de defesas nado especificas das plantas, as quais sdo ativadas na presenga
de microrganismos invasores, de modo que as proteinas secretadas seriam percebidas pelas
plantas, levando a um aumento da nodulagdo (Perret et al., 2000, Bartsev et al., 2003;
Marie et al., 2003; Ausmees et al., 2004; Bartsev et al., 2004; Marie et al., 2004; Deakin et
al., 2005).

Os genes do sistema de secre¢ao do tipo III em rizobios foram inicialmente
descobertos através do sequenciamento do 1dcus simbiotico de Rhizobium sp. NGR234,
onde, dentre os 416 genes presentes nessa regido, dez tiveram sequéncias possivelmente
relacionadas com componentes estruturais desse sistema (Freiberg et al., 1997; Viprey et
al., 1998). Estes genes estdo localizados adjacentes ao locus que contém os genes
essenciais para a fixacdo de nitrogénio (nif e fix) (Viprey et al., 1998). Em rizobios, a
nomenclatura desses genes foi novamente alterada e eles sdo chamados de rhc (do inglés,
rhizobia conserved; Viprey et al., 1998).

Baseado na estrutura do aparato do T3SS de P. syringae foram sugeridas as fungoes
dos componentes desse sistema em rizobios: RhcC1 e RhcC2 correspondem aos dominios
N e C-terminal de HrcC, que ¢ uma proteina de membrana externa. RhcJ ¢ uma
lipoproteina de membrana externa. RhcR, RheS, RhcT, RhcU e RhcV sdo proteinas de
membrana interna. Duas proteinas citoplasmaticas RhcN e RheQ também compdem o

sistema, que esta ilustrado na Figura 3 (Viprey et al., 1998; Krishnan et al., 2003).
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Figura 3: Modelo de estrutura e organizagdo do complexo do Sistema de Secrecdo do Tipo III

(T3SS) em Rhizobium sp.NGR234. Reproduzido de Viprey et al., 1998.

Marie e colaboradores (2001) introduziram o termo Nop (do inglés, nodulation
outer proteins) para proteinas transportadas e secretadas pelo T3SS de rizobios. Em
Rhizobium sp. NGR234 genes que codificam proteinas secretadas foram identificados:
nopA, nopB, nopC, nopJ, nopL, nopM nopP, nopT e nopX (Viprey et al., 1998; Bartsev et
al., 2003; Marie et al., 2003; Ausmees et al., 2004; Bartsev et al., 2004; Deakin et al.,
2005; Saad et al., 2005; Skorpil et al., 2005; Dai et al., 2008; Kambara et al., 2009).
Trabalhos realizados por diversos autores (Krishnan, 2002; Krishnan et al., 2003; Lorio et
al., 2006; Krishnan et al., 2007, Rodrigues et al., 2007; Lopez-Baena et al., 2008)
demonstraram que esse sistema em S. fredii ¢ altamente similar ao encontrado em

Rhizobium sp. NGR234, com varias proteinas Nops sendo secretadas. Em B. japonicum,
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genes similares a NopA, nopB, nopL e nopP estao localizados no agrupamento tts (Krause
et al., 2002). O gene nopX, no entanto, ndo esta presente no genoma dessa bactéria (Siif3 et
al., 2006).

O papel das Nops na nodulagdo das mais diversas leguminosas comecou a ser
desvendado em 2003, quando um trabalho utilizou mutantes em diversos genes nop para
definir quais as consequéncias dessas mutagdes para a nodulagdo. Utilizando Rhizobium
NGR234, que ¢é capaz de nodular pelo menos 232 plantas leguminosas, como modelo, foi
determinado que certas Nops sdo essenciais para a nodulagdo de algumas plantas
(Tephrosia vogelii, Flemingia congesta), ao passo que podem ser prejudiciais para outras
plantas (Pachyrhizus tuberosus, Crotalaria juncae) (Marie et al., 2003). Esse trabalho
ainda infere sobre as provaveis fun¢des de duas Nops: NopX seria uma proteina que
compde o translocon, envolvida na translocagdo de outras proteinas, enquanto que NopL
agiria como a proteina efetora propriamente dita, atuando diretamente sobre o citoplasma
da célula vegetal hospedeira. Em um estudo posterior foi determinado que NopL pode ser
fosforilada no interior da planta, por quinases vegetais (Bartsev et al., 2003), o que levou
os autores a sugerir que a funcdo dessa proteina na interacdo planta-bactéria seria a de
interferir na cascata de transdugdo de sinais, responsavel pela inducdo dos genes de defesa
das plantas, uma vez que esses genes se mostraram suprimidos em plantas transgénicas
expressando NopL (Bartsev et al., 2004).

NopP foi descrita através do estudo da mutantes em Rhizobium NGR234 (Ausmees
et al., 2004). Nesse trabalho concluiu-se que essa também se trata de uma proteina efetora,
de forma similar a que ocorre com NopL. NopP também atua na célula vegetal, em
interagdo com as proteinas vegetais, sendo alvo de fosforilagdo por quinases vegetais
(Ausmees et al., 2004; Skorpil et al., 2005). Esta proteina se mostrou como a determinante

no estabelecimento de simbiose com os legumes tropicais Flemingia congesta e Tephrosia
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vogelii, e, ainda, foi sugerido que esta proteina funcione juntamente com a NopL, uma vez
que duplos mutantes para os dois genes correspondentes (NOpP e nopL) apresentam
fenotipos negativos em testes de nodulagao (Skorpil et al., 2005).

NopA foi mais profundamente estudada em 2005 (Deakin e colaboradores), quando
os autores descreveram o papel do pequeno peptideo NopA como sendo um componente
externo da maquinaria. Semelhangas com HrpA, que em fitopatégenos ¢ formador de pilus
do T3SS, sugerem que a proteina NopA esteja envolvida na formagdo de uma forma de
pilus, para a translocacdo de proteinas efetoras. Rhizobium NGR234 sintetiza apéndices
extracelulares de forma dependente de flavonoides e do T3SS, dos quais NopA ¢ um dos
principais componentes. Essa foi a primeira vez que foi demonstrada que a secre¢do de
outras Nops ¢ dependente de NopA, evidenciando a fun¢do de formadora de estrutura
parecida com pilus. Nesse artigo ¢ descrita, ainda, a descoberta de uma nova Nop, que foi
nomeada NopC (Deakin et al., 2005).

NopB também apresentou caracteristicas de apéndices extracelulares relacionados a
uma estrutura parecida com pilus. No trabalho de Saad e colaboradores (2005) foi
demonstrada a presenga e fungdo da proteina NopB em Rhizobium NGR234 e, ainda, foi
discutida a presenca de sequéncias homologas a do gene nopB em outros rizoébios,
demonstrando que a proteina NopB deve estar presente nessas bactérias.

NopJ, NopM (Kambara et al., 2008) ¢ NopT (Dai et al., 2008; Kambara et al.,
2008) foram recentemente descritas em Rhizobium NGR234. NopJ possui grande
homologia com a proteina YopJ de patégenos que contém o T3SS, cuja fungdo ¢é a
interagdo com proteinas de transducdo de sinais da célula eucaridtica hospedeira. NopM
pertence a um grupo de proteinas efetoras que ¢é caracterizado por conter multiplas
repeti¢des ricas em leucina, dominios esses que estdo envolvidos nas intera¢des proteina-

proteina (Kambara et al., 2008). NopT apresenta homologia com YopT, um efetor de
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patdgenos que pertence a familia de cisteino-proteases (Dai et al., 2008; Kambara et al.,
2008). Em outro estudo foi verificada a existéncia de um homologo a NopT em B.
japonicum USDA110, porém nao em outros rizobios, sugerindo que este seja um efetor
especifico de algumas linhagens. Dai e colaboradores (2008) sugerem a evolucao desse

efetor de fitopatogenos. Um resumo das provaveis fungdes e estrutura das Nops esta

representado na Figura 4.
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Figura 4: Papel das diferentes Nops em Rhizobium sp. NGR234. Algumas das proteinas tém papel
na formagdo de um pilus que transporta as demais proteinas para o meio extracelular (NopA), algumas
proteinas fazem parte de um complexo chamado de translocon que possui fung¢do de transporte de proteinas
(NopX); enquanto outras proteinas agem diretamente como efetoras, podendo ser fosforiladas por quinases

das plantas (NopL). (Adaptado de Marie et al., 2003.)

33



Em outros rizdbios, diversos componentes do T3SS foram igualmente
caracterizados. Em um trabalho realizado com outro microssimbionte de soja,
Sinorhizobium fredii USDA257, foi demonstrado que outros fatores, além dos flavonoides,
podem influenciar na secre¢do de proteinas. No caso, a presenga do ion calcio afeta
consideravelmente a secre¢do de diversas Nops, diminuindo a sua secre¢do, podendo levar
a consequéncias agronomicas em solos calcarios (Krishnan et al., 2007). Foi visto,
também, que um mutante da linhagem HH103 de S. fredii, para um dos genes conservados
(rhcd) ¢ incapaz de secretar Nops apos a indugédo por flavonoides (de Lyra et al., 2006).

Outro estudo realizado com essa mesma bactéria (S. fredii) mostrou diferengas
entre duas linhagens (S. fredii USDA257 ¢ S. fredii USDA191) para genes componentes do
sistema (Lorio et al., 2006). O gene y4xP presente no cluster do T3SS apresenta duas
copias na linhagem USDA257, enquanto que a linhagem USDA191 possui apenas uma
copia. Além disso, as linhagens apresentam quantidades diferentes de Nops secretadas,
acarretando em diferentes capacidades simbiodticas em interagdo com soja [Glycine max
(L.) Merrill]. A proteina NopB foi identificada em S. fredii USDA257 e sua fungdo de
proteina associada ao pilus foi descrita (Lorio et al., 2004). Utilizando técnicas de
protedmica foram identificadas nessa bactéria NopM e NopD (Rodrigues et al., 2007).

O T3SS foi descoberto em B. japonicum USDA110 através do sequenciamento da
regido simbidtica, uma regido de aproximadamente 410 kb (Gottfert et al., 2001). Nessa
bactéria foram encontrados diversos genes homoélogos aos genes rhc de Rhizobium
NGR234 ¢ alguns genes candidatos a serem secretados pelo T3SS. Porém, a organizacao
do cluster se mostrou diferente da encontrada nos outros rizobios e algumas proteinas
secretadas, como por exemplo, NopX, ndo estdo presentes no genoma dessa bactéria

(Krause et al., 2002; Siip et al., 2006).
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Em um estudo realizado com B. japonicum USDA110 para identificar os genes
ativados apds a inducao pelo flavonoide genisteina foram identificadas diversos candidatos
a serem secretados via T3SS (Siip et al., 2006). Nesse trabalho, oito proteinas candidatas
foram descritas, dentre as quais foram encontradas algumas homologas as Nops de
Rhizobium NGR234, como, por exemplo, NopP, e, também, genes relacionados ao flagelo.
GunA2, que foi descrita como uma endoglucanase, também foi demonstrada ser secretada
via T3SS nesse trabalho. O genoma de B. japonicum USDA110 também foi analisado
quanto a resposta a indug@o por genisteina, onde diversos genes, incluindo os do T3SS, se
mostraram mais ativos ap6s algumas horas de indugao (Lang et al., 2008).

Recentemente, foi descrita a organizacdo gendmica e a sequéncia completa do
cluster do T3SS de B. elkanii USDAG61 (Okazaki et al., 2009). Foi sequenciada uma regido
de 47,1 kb, que mostrou a presenca dos genes de T3SS, além de nove sequéncias
reguladoras tts-box, e um nod-box, esse ultimo localizado na regido promotora do gene ttsl.
Esse trabalho demonstrou os rearranjos genomicos e, ainda, as diferengas entre o sistema
em comparagdo com B. japonicum USDA110. Os autores construiram duas linhagens
mutantes para os genes rhcC2 e rhcJ. Estudos utilizando a técnica de gel de proteina em
duas dimensdes identificaram NopA, NopB, NopL, NopX e NopP. Comparado com outros
rizobios, uma caracteristica tnica do T3SS de B. elkanii USDA61 ¢ que, sob condigdes
normais de multiplicagdo (mesmas condigdes utilizadas em B. japonicum USDA110), as
proteinas sdo secretadas de forma independente de um indutor conhecido. Esse resultado
indica que a regulacdo do T3SS em B. elkanii USDAG61 ¢, de alguma forma, diferente dos
outros rizobios, apesar da semelhanga existente na sequencia da proteina reguladora Ttsl.
Os autores identificaram também, em testes de nodulagdo, que o sistema nessa bactéria
possui um fendtipo dependente de hospedeiro. Em plantas de siratro (Macroptilium

atropurpureum) as bactérias mutantes apresentaram um niimero menor de nodulos, porém,
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eles foram maiores que os induzidos pela bactéria de tipo selvagem. Em plantas Vigna
radiata a resposta foi diferente, conforme a cultivar testada, da mesma forma que ocorreu
nos testes com soja (G. max).

Um resumo de todos os processos que ocorrem na interagdo das plantas com as
bactérias apos a percepcao do flavonoide na rizosfera, subsequente ativacao do T3SS e dos

genes de nodulacao esté representado na Figura 5.

. Determinagéo de compatibilidade simbidtica
®

[
Indugdo da morfogénese NGIJL. .

Flavonoides do nodulo @ NopM

Sinorhizobium fredii HH103

Figura 5: Resumo dos passos para a formagao do nddulo e ativacdo do T3SS, apds a inducdo por
flavonoides, em Sinorhizbium fredii HH103. Reproduzido de Rodrigues e colaboradores (2007). Em laranja

estéo representados os Nod-box e em verde estdo representados os tts-box.

1.5  Regulacio do T3SS em Rizobios — proteina Ttsl

Os flavonoides ativam a transcricdo dos genes do T3SS em rizobios através da
ativacdo de NodD1. Na regido promotora do gene ttsl dos diversos rizobios ja
caracterizados foi encontrado o motivo nod-box, sequéncia a qual a proteina NodD1 se liga

para a ativacao da transcri¢do dos genes por ela regulados (Krause et al., 2002; Krishnan et
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al., 2003; Marie et al., 2004; Lopez-Baena et al., 2008). O gene ttsl é o tnico que possui
caracteristicas de ativador de transcri¢ao entre todos os genes do 16cus do T3SS, sugerindo
que essa proteina seja o Unico regulador da transcri¢ado dos demais genes desse sistema
(Wassem et al., 2008).

Krause e colaboradores identificaram, em 2002, sequéncias consenso na regiao
promotora dos genes do T3SS, as quais sdo reconhecidas pela proteina Ttsl, em B.
japonicum. Essas regides foram nomeadas tts-box (Krause et al., 2002) e foram
identificadas também em Rhizobium NGR234 (Marie et al., 2004; Wassem et al., 2008) ¢
em S. fredii (Lopez-Baena et al., 2008).

A analise da sequéncia da proteina Ttsl revelou similaridade com ativadores de
transcri¢ao do tipo de dois componentes. O estudo detalhado da regido promotora de
alguns genes do T3SS em Rhizobium NGR234, M. loti e S. fredii revelou a presenca nestas
de um motivo conservado na sequéncia que foi, entdo, nomeado tts-box. Esse motivo foi
testado em estudos de expressao sob indugdo de genisteina e se mostrou ativo e induzivel
para esse flavonoide em B. japonicum USDA110 (Krause et al., 2002). Interessantemente,
o fenotipo de um mutante para esse gene de B. japonicum USDA110 em testes de
nodulagdo ndo se mostrou tdo severo quanto mutantes em genes estruturais do sistema.
Além disso, o fendtipo encontrado em associacdo com a soja foi o de um atraso na
nodulacdo (Krause et al., 2002).

Normalmente, os reguladores de transcricdo do tipo dois componentes sdo ativos
pelos parceiros com funcao de sensores (histidino-quinases) através da auto-fosforilagao do
residuo de histidina apés o estimulo ambiental. O grupamento fosforil ¢ posteriormente
transferido a um residuo de aspartato no parceiro regulador, induzindo a uma mudanga
conformacional que leva a ativagdo. Uma vez ativa, essa proteina se liga a elementos CiS na

regido promotora dos genes requeridos pelo sinal ambiental, ativando a transcri¢do
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(Wassem et al., 2008). A proteina Ttsl de rizobios, no entanto, possui um residuo de
glutamato no lugar do residuo aspartato conservado e necessario para a ativagdo pelo
parceiro sensor dos dois componentes. Em outras bactérias que possuem essa proteina, esse
tipo de mudanca na sua sequéncia de aminoacidos leva a uma ativacdo constitutiva da
proteina, sem a necessidade da proteina sensora. Portanto, ¢ possivel que Ttsl em rizdbios
funcione como um ativador da transcricdo independente de fosforilagdo e de proteinas
sensoras. Ao invés disso, a proteina é ativa em resposta a NodD1 e flavonoides indutores
(Kobayashi et al., 2004; Marie et al., 2004; Wassem et al., 2008).

Buscas na sequéncia completa do plasmideo simbidtico de Rhizobium NGR234,
pNGR234a, foram realizadas a procura do motivo conservado tts-box. Seis destas
sequéncias foram encontradas em regides diversas do plasmideo, fora do cluster do T3SS
(Marie et al., 2004). Trés tts-box estavam localizados na regido promotora de genes que
codificam possiveis proteinas secretadas. Outro elemento foi encontrado na regido
promotora de genes envolvidos na divisdo de plasmideos. Os outros dois tts-box foram
encontrados em regides promotoras de genes envolvidos na sintese de ramnose (Marie et
al., 2004). Através do estudo de um mutante com um cassete inserido na sequéncia do gene
ttsl os autores demonstraram que a inativacao do gene provoca mudangas na caracteristica
da camada de LPS da bactéria, que ndo ¢ capaz de sintetizar o composto ramnose dessa.
Esse mesmo mutante foi utilizado para estudos de nodulagdo e essa bactéria mostrou
resultados diferentes aos apresentados com o mutante do gene rhcN, cujo fendtipo foi mais
Severo.

Estudos de expressdo génica em B. japonicum USDAI110, utilizando o gene
reporter lacZ fusionado a genes que contém o ttS-box em suas regides promotoras
revelaram que estes estdo ativos em nodulos de quatro semanas de Macroptilium

atropurpureum, sugerindo que o T3SS ¢ ativo em nodulos fixadores de nitrogénio (Zehner
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et al., 2008). Este trabalho também reiterou que o tts-box é um elemento promotor
essencial ao T3SS.

Em S. fredii HH103 o gene ttsl foi mais profundamente estudado em um trabalho
de 2008 (Lopez-Baena ¢ colaboradores) onde foi demonstrada a presen¢a do nod-box em
sua regido promotora, além de demonstrada a ativacdo por flavonoides em um estudo
utilizando o gene reporter lacZ. Os testes de nodulagdo realizados com uma linhagem
mutante para este gene mostraram fendtipos similares aos encontrados em B. japonicum
USDAL110, os quais se mostraram mais severos quando um gene estrutural do sistema foi
interrompido. No caso de S. fredii HH103, esse gene foi o rhcJ (de Lyra et al., 2006;
Lopez-Baena et al., 2008). A linhagem mutante para o gene ttsl também foi incapaz de
liberar proteinas Nops em testes de secregdo de proteinas (Lopez-Baena et al., 2008).

Apods o estudo de uma mutagdo deletéria do gene ttsl de Rhizobium NGR234
concluiu-se que a proteina Ttsl ¢ um fator importante na ativacdo da transcri¢do de genes
que codificam proteinas secretadas (Nops) ¢ que o tts-box, presente nas regides promotoras
desses genes, ¢ ativo e responsivo a flavonoides. Desta forma, os autores sugeriram que a
regulagdo do T3SS em Rhizobium sp. NGR234 difere daquela vista em bactérias

fitopatogénicas (Wassem et al., 2008).
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2 Justificativa

O T3SS em rizobios foi descrito para a especificidade da simbiose com diversas
plantas leguminosas. Dentre as bactérias do género Bradyrhizobium, poucos trabalhos
visando a caracteriza¢ao do sistema foram realizados até o momento, e, em sua maioria, na
espécie B. japonicum USDAI110. Muitos autores ja ressaltaram as diferengas entre as
espécies B. japonicum e B. elkanii em diversos aspectos, entre eles a organizagdo gendmica
e varias caracteristicas fenotipicas. Portanto, seria importante caracterizar o sistema em B.
elkani. Um artigo publicado em 2009, pelo mesmo grupo de pesquisa responsavel pelas
publica¢des com o T3SS de B. japonicum (Okazaki et al., 2009), desvendou a sequéncia do
cluster desses genes em B. elkanii USDAG61, e, ainda, alguns aspectos desse sistema nessa
bactéria. No entanto, uma caracterizagao da regulacao dos genes e atividade da proteina
TtsI ainda ndo foi desvendada para essa bactéria e muitas questdes ainda estao em aberto.

Ambas as espécies sao utilizadas comercialmente como inoculantes na cultura de
soja no Brasil. Porém, a literatura ja& demonstrou que a espécie predominante no solo
brasileiro ¢ B. elkanii. A bactéria aplicada no solo dessa maneira ¢ capaz de fornecer o
nitrogénio para a planta, diminuindo a necessidade de adubos nitrogenados.

Levando em consideracdo a importancia da soja para a agricultura e economia do
Brasil, e, mais ainda, a grande relevancia da nodulacdo e fixacdo de nitrogénio para essa

cultura, o melhor entendimento dessa interagdo se faz necessario.
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3 Objetivos

O objetivo desse trabalho foi colaborar com a elucidacao do papel da proteina Ttsl
no T3SS em B. elkanii SEMIA587. Mais especificamente:
Clonar e isolar a sequéncia de nucleotideos o gene ttsl de B. elkanii SEMIAS587;
Identificar e isolar sequéncias promotoras de genes do T3SS que contenham o motivo de
ligacdo para a proteina TtsI (tts-box);
Construir uma linhagem mutante de B. elkanii SEMIAS587 através da inser¢ao de um
cassete () com resisténcia a estreptomicina e espectinomicina, na sequéncia do gene ttsl;
Estudar na linhagem mutante (587QttsI) e na linhagem selvagem (587) a secrecdo de
proteinas em resposta a inducao por flavonoides;
Estudar na linhagem mutante (587Qttsl) e na linhagem selvagem (587) a interacdo com
plantas leguminosas, através de testes de nodulagao;
Estudar na linhagem mutante (587Qttsl) e na linhagem selvagem (587) a regulagdo e
expressao dos genes do T3SS, através de fusdes entre o gene-repérter gfp e regides

promotoras contendo os tts-box, apds indugao por flavonoides.
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4 Material e Métodos

4.1 Linhagens bacterianas e plasmideos

As linhagens bacterianas e plasmideos utilizados na realizacdo deste trabalho estdo

relacionados nas tabelas a seguir:

Tabela 1: Linhagens bacterianas

Linhagens bacterianas Caracteristicas Referéncia

Escherichia coli

XL1- blue recAl endAl gyrA96 thi hsdR17(r K" mK’) supE44 Stratagene
relA1 A lac [F’ proABlaclZDM15 Tnl10 (Tc%)]

DH5a F~ ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl Life
endAl hsdR17(rg ~, mg") Technologies

Bradyrhizobium elkanii

SEMIA587 Fixador de nitrogénio em simbiose com soja, utilizada Fepagro /RS
como inoculante comercial no Brasil (Tc®)

B. elkaniis87 Q ttsl SEMIA587 contendo o cassete Q interrompendo o Este trabalho

B.elkanii587 pNT

B. elkanii587 pNT pTtsl

B.elkanii587 pNT pNod

B. elkanii587 pNT pNopC

B. elkanii587 Q ttsI pNT

B. elkanii587 Q ttsI pNT pTtsl

B. elkanii587 Q ttsI pNT pNod

gene ttsl (Tc?, Sp¥, Sm®)
SEMIA587 carregando o vetor pPROBE NT (TcF,
Km®)

SEMIA587 carregando o vetor pPPROBE NT contendo

a regido promotora do gene ttsl (Tc¥, Km®)

SEMIA587 carregando o vetor pPPROBE NT contendo

a regido promotora dos genes nodABC (Tck, Km®)

SEMIA587 carregando o vetor pPPROBE NT contendo

a regidio promotora do gene nopC (Tc®, Km®)

B. elkanii587 Q ttsl carregando o vetor pPROBE NT
(Tc®, Sp¥, Km")

B. elkanii587 Q ttsl carregando o vetor pPPROBE NT
contendo a regido promotora do gene ttsl (Tc®, Sp¥,
Km"®)

B. elkanii587 Q ttsl carregando o vetor pPPROBE NT

contendo a regiio promotora dos genes N0dABC (TcK,

Sp*, Km®)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
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Tabela 2: Plasmideos utilizados

Plasmideo Caracteristicas Referéncia
pGEM T-Easy Ap®; 1acZ’; T7p; SP6p; origem de replicagdo do fago F1 Promega®
pBluescriptIl KS” Fago f1, lacZ, Ap" Stratagene®
pHP45Q Pen", Sm"; Sp*; fragmento Omega Prentki e Kirsch (1984)
pK18mobsacB Km®, Suc®; lacZ’; vetor mobilizavel ndo-replicativo de E. Schiifer e colaboradores (1994)
coli
pRK2013 Km®; Mob'; Tra'; Col-E1 replicon; plasmideo helper Figurski e Helinski (1979)
pPROBE NT pVS1/pl5a vector, Km" Miller e colaboradores (2000)
pGEMttsI pGEM T-Easy contendo o fragmento do gene ttsl Este trabalho
clonado
pK138ttsI pK18mobsacB contendo o fragmento do gene ttsl Este trabalho
retirado de pGEMttsl e inserido no sitio de EcoRI
pK18ttsIQ pK18ttsl contendo o cassete Q do vetor pHP45€, Este trabalho
excisado com Smal, inserido no sitio de Mlul,
preenchido, do fragmento do gene ttsl.
pGEMpTtsl pGEM T-Easy contendo o fragmento com a regido Este trabalho
promotora do gene ttsl e parte da regido codificadora.
pGEMNB pGEM T-Easy contendo a regido promotora dos genes Este trabalho
nodABC.
pGEMpNopC pGEM T-Easy contendo o fragmento da regido Este trabalho
promotora do gene nopC
pNTpTtsI pPROBE NT contendo o fragmento da regido promotora Este trabalho
do gene ttsl
pNTNod pPROBE NT contendo o fragmento da regido promotora Este trabalho
dos genes nodABC
pNTpNopC pPROBE NT contendo o fragmento da regido promotora Este trabalho

do gene nopC

4.2 Meios de cultura e condi¢oes de cultivo

Os meios de cultura utilizados para as linhagens de B. elkanii SEMIAS87 e
derivadas foram YEM (extrato de levedura e manitol), TY (triptona e extrato de levedura)

e RMS (meio minimo para rizébios contendo succinato como fonte de carbono na
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concentracdo final de 12 mM), todos conforme Somasegaram e Hoben (1994). As bactérias
foram incubadas a 28°C por cinco a sete dias. Para as linhagens de Escherichia coli foi
utilizado o meio Luria Bertani (LB, Sambrook e Russel, 2001), com incubagao a 37°C por
24 horas. Quando necessario, os meios de cultura sélidos ou liquidos foram suplementados
com concentragdes adequadas de antibioticos: para B. elkanii, tetraciclina - Tc (10 pg mL"
", canamicina — Km (40 pg mL™), espectinomicina - Sp (100 pg mL™) e rifampicina - Rf
(75 pg mL™") (Benson et al., 2005); para E. coli, ampicilina — Ap (100 pg mL™),
canamicina (30 pg mL™), estreptomicina - Sm (20 pg mL™) e espectinomicina (75 pg mL"
") (Sambrook e Russel, 2001). Quando indicado, as culturas foram induzidas com os

flavonoides genisteina, apigenina ou daidzeina na concentragio final de 10° M.

4.3  Extracio de DNA genomico de Bradyrhizobium elkanii

O DNA gendmico das culturas de bradirrizobios foi extraido segundo o
procedimento descrito a seguir. As células bacterianas foram multiplicadas em meio YEM
liquido e incubadas a 28°C sob agita¢do constante de 128 rpm. Aliquotas de 1,5 mL foram
centrifugadas em tubos de microcentrifuga, por 3 minutos a 12.000 rpm. 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 centrifugagdo por 3 minutos a 12.000 rpm. Ao
precipitado foram adicionados 500 puL de solug¢dao tampdo TE1 (1 % de Tris pH 8§ 1 M
adicionado 5% mL de EDTA 0,5 M) e 25 pL de lisozima [20 mg mL™'], com incubacdo a
37°C por 30 minutos. Apos, 108 pL de SDS 20% e 5 pL de proteinase K foram
adicionados e fortemente homogeneizados, incubando-se a 56°C por 15 minutos. A seguir,
adicionou-se 600 pl. de acetato de amodnio 8M e as amostras foram mantidas por 30

minutos no gelo, sendo posteriormente centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm. O
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sobrenadante resultante foi transferido para um novo tubo. O DNA foi extraido pela adi¢ao
de igual volume de fenol/cloroférmio. Apds centrifugacao por 10 minutos a 12.000 rpm, a
fase aquosa subsequente foi transferida para um novo tubo. O procedimento foi repetido
utilizando-se, ao invés de fenol/cloroféormio, uma solucao de cloroférmio/alcool isoamilico
(na proporgdo 24:1). A fase aquosa, coletada e transferida para um novo tubo estéril, foram
adicionados 100 mM de cloreto de sédio e 0,6 volumes de isopropanol. Apés 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%, e

suspendido em 50 pL de solugdo TE (tampao Tris/EDTA).

4.4 Condig¢oes de PCR

O DNA gendmico de B. elkanii SEMIAS587 foi utilizado como molde nas reagdes
de PCR. As reagdes foram elaboradas com kit Tag DNA Polymerase Recombinant
(Invitrogen®), em um volume total de 25 pL, contendo 50 ng de DNA genémico, 0,2 pL
de Taq DNA polimerase (5 U pL™), 2,5 uL de PCR Buffer 10 X, 1 uL de MgCl, 50 mM, 5
pL de solugdo de dNTPs 1 mM (1 mM de dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1 puL de cada
primer na concentragdo de 10 uMol. Tais amplifica¢des (como todas as demais descritas
nessa metodologia) foram realizadas no termociclador PCR Express Temperature Cycling
System (Thermo Hybaid). A amplificacdo foi realizada da seguinte maneira: uma etapa
inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de: 94°C por 45 segundos,
anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, e uma etapa final

de extensdo a 72°C por 5 minutos.

4.5 Amplificacdo e clonagem de um fragmento do gene tts/

Primers, desenhados a partir do alinhamento de sequéncias obtidas no GenBank
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(NCBI) de genes ttsl de outros rizobios, foram utilizados para a amplificagdo de um
fragmento de 364 pares de base. Este fragmento foi clonado no vetor pGEM T-Easy e
sequenciado com os primers M13 direto e reverso (Sambrook e Russel, 2001), gerando o
vetor pPGEMttsl. A sequéncia dos primers para a amplificagao foi:

ttsl FOR: 5 TCTGCCCGATGGAGACGGCTT 3’

ttsI REV: 5> TGCGCAGGCGATAGATCCCGA 3’

4.6  Construcao da linhagem mutante B. elkanii587Q1tsI

O vetor pGEMttsl foi digerido com a enzima de restri¢do EcoRI para a liberagao do
inserto. Essa reacdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com
brometo de etideo, ¢ o fragmento correspondente ao inserto foi purificado com o kit
Wizard ® SV Gel and PCR purification kit (Promega ®). O vetor conjugativo
pK18mobsacB (cedido pelo Prof Dr William J. Broughton — LBMPS, Universidade de
Genebra) foi igualmente digerido com a enzima de restricio EcoRI, e uma reacdo de
liga¢do, contendo uma propor¢do de 3:1 de fragmento em relagdo ao vetor, foi realizada
utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Fermentas®), conforme indicacdo do fabricante. A
ligacdo foi utilizada para transformar células competentes de E. coli DH5a, que foram
selecionadas em placas de Petri contendo meio LB suplementado com canamicina. As
colonias resultantes foram utilizadas para extragdo de plasmideos por mini-preparacao,
utilizando o kit S.N.A.P.™ Miniprep kit (Invitrogen). A clonagem foi checada através de
digestao com EcoRI. O vetor resultante foi nomeado pK18ttsl.

O cassete, que confere resisténcia aos antibidticos espectinomicina (Sp) e
estreptomicina (Sm), utilizado para a mutagdo, foi obtido do vetor pHP45Q. O vetor foi
digerido com Pstl e Ndel por duas horas, e, apds inativa¢do das enzimas, foi novamente
digerido com Smal. A reacdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8%, e o

fragmento de 2 kb, correspondente ao cassete, foi purificado do gel com o kit Wizard® SV
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Gel and PCR Clean-Up System (Promega®).

O vetor pKl18ttsI foi digerido com MIlul para a linearizagdo, teve as suas
extremidades preenchidas com o fragmento de Klenow da DNA polimerase I de E. coli
(GE Healthcare®). A ele foi ligado o fragmento do cassete purificado, utilizando a T4
DNA Ligase (Fermentas®), conforme indicacdo do fabricante. Essa ligacao foi utilizada
para transformar as células competentes de E. coli DHS5a. Apos selegdo com antibidticos
apropriados, as colonias resultantes foram inoculadas em meio liquido e tiveram seus
plasmideos extraidos com o kit S.N.A.P.™ Miniprep kit (Invitrogen). A clonagem foi
novamente confirmada por digestdo e por PCR, utilizando os mesmos primers
anteriormente descritos para o gene ttsl. O vetor resultante foi nomeado pK18ttsI€2.

A seguir, foi realizada uma conjugacdo tri-parental, utilizando as seguintes
linhagens: E. coli DH5a pRK2013 (plasmideo helper); E. coli DHSa pK18ttsIQ; e B.
elkanii SEMIAS587. As linhagens foram misturadas em meio YEM, sem antibidticos e
incubadas a 28°C durante 72 horas. Apds esse periodo, as bactérias foram plaqueadas em
YEM, suplementado com Tc e Sp, e mantidas a 28°C até o crescimento satisfatorio das
colonias (entre cinco e sete dias). Uma série de repicagens foi realizada e os

transconjugantes candidatos foram testados por PCR e Southern blots.

4.7 Southern blot

Para a confirmagdo da linhagem mutante foi realizado o experimento de
hibridiza¢do por Southern blot. O DNA das colonias transconjugantes candidatas e da
bactéria de tipo selvagem B. elkanii SEMIA587 foi extraido como descrito anteriormente.
A sonda utilizada foi o fragmento do gene ttsl de 364 pb de B. elkanii SEMIAS87
amplificado. Cinco pg de DNA foram digeridos com HindIII (que ndo digere a sonda);

outra reacdo foi preparada com a enzima Sall (que digere a sonda). As reagdes de digestao
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foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Apo6s a corrida, o gel foi
fotografado com uma régua e transferido para uma membrana de nailon (GE Healthcare®).
O DNA foi fixado na membrana através da exposi¢ao a luz ultravioleta por 2 minutos. A
membrana foi, entdo, submetida a hibridizagao, utilizando o sistema DIG (Roche ®), que

também foi utilizado na preparagao da sonda, conforme especificagdes do fabricante.

4.8  Extracio de proteinas secretadas e Western blot

Um pré-indculo de 5 ml foi realizado em meio YEM, 28°C, com antibidticos para
duas linhagens de B. elkanii: 587 e 587Qttsl. Apos a multiplicacdo, as bactérias foram
inoculadas em meio RMS sem antibioticos (10 ml). Esses inoculos foram multiplicados a
28°C por 40 horas. Um ml dessa cultura foi utilizado para inocular 100 ml de RMS
contendo os tratamentos com flavonoides e controles. Nesse experimento os tratamentos
foram: etanol (composto que solubilizou os flavonoides e serve como controle negativo) e
genisteina (isoflavona de soja) na concentragio final de 10° M. O inéculo foi mantido sob
agitacdo (160 rpm) por um periodo de 72 horas.

A extracdo de proteinas foi realizada da seguinte maneira: o contetido dos in6culos
foi centrifugado por 15 minutos a 10°C (4.000 g). Com o sobrenadante da centrifugagdo
em um novo tubo foi repetido o procedimento. Apds a segunda centrifugagdo, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo um bastao magnético. Os tubos
foram mantidos a 4°C e colocados sobre o agitador magnético. Trinta e seis gramas de
sulfato de amonio foram adicionadas aos poucos e a mistura foi agitada por uma hora.
Ap0s esse periodo a agitagdo foi cessada e os tubos foram mantidos por 2 horas a 4°C e, a
seguir, centrifugados por 30 minutos (10.000 g) a 4°C. O sobrenadante foi removido e o
precipitado foi suspendido em 2,5 ml de Tris.HCI pH 8,0 (10 mM) e deixado por 16 horas

a 4°C. No outro dia da extragao foi retirado o sal com o uso de colunas Nap25 (Amersham
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Biosciences), de acordo com as especificagdes do fabricante. O tampao utilizado foi o
mesmo usado na suspensao (Tris.HCI pH 8,0 10 mM) e o volume final foi divido em 3
tubos do tipo eppendorf, com um furo na tampa, rapidamente congelados em nitrogénio
liquido e centrifugados a vacuo por 6 horas. Apds esse periodo, as proteinas foram
suspendidas em 50 pl de dgua destilada e foram mantidas em freezer -20°C.

Dois géis de poliacrilamida do tipo SDS- PAGE 12% foram realizados, nos quais
foi aplicada a mesma quantidade de proteina (50 pug) e o marcador de peso molecular de
proteinas Protein Ladder (Invitrogen). Os géis foram corridos por 3 horas a 120 V. Um dos
géis foi corado com nitrato de prata e o outro gel foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose para o experimento de Western blot.

Para o gel ser corado com nitrato de prata (AgNO;3) o seguinte protocolo foi
utilizado: apos a corrida, o gel foi mantido por 1 hora em solugdo de metanol (50%) e
acido acético (12%), depois, foi lavado trés vezes (15 minutos cada) em etanol (50%).
Depois das lavagens, o gel foi transferido para uma solucdo de tiosulfato de sodio 0,02%
(Na;S,0;) por 1 minuto e lavado trés vezes com agua destilada. Apos essas lavagens o gel
foi mantido por 20 minutos em solu¢do de nitrato de prata 0,2%. O gel foi novamente
lavado trés vezes com agua destilada e uma solugdo de revelagdo (contendo carbonato de
s0dio-Na,COs3) foi utilizada até o aparecimento das bandas de proteinas. O gel foi fixado
com acido acético.

O segundo gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose (GE Healthcare®),
conforme especificagdes do fabricante. A membrana foi bloqueada com leite em po
desnatado (5%) diluido em PBS-T (Tampao fosfato salino - Tween 20 0,1%), por 20
minutos ¢ lavada duas vezes (15 minutos cada) em PBS-T. O anticorpo primario foi
adicionado (a-NopA ou a-NopL, cedidos pelo Dr William Broughton ¢ Dr William

Deakin-Universidade de Genebra) em diluicao 1:5000 em PBS-T, e incubado por 1 hora.
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ApoOs a incubagao, a membrana foi lavada (duas vezes, 15 minutos cada) em PBS-T e o
anticorpo secundario foi adicionado (a-coelho) diluido 1:10000 em PBS-T. A membrana
foi lavada novamente por quatro vezes (15 minutos) e os agentes de detecgdo (kit ECL
Western blot- GE Healthcare®) foram adicionados & membrana e incubados por 1 minuto.

A membrana foi exposta a filmes de autorradiografia por 30 segundos a 10 minutos.

4.9 Ensaios de nodulacao

As linhagens de Bradyrhizobium foram testadas quanto as suas capacidades de
inducdo da formacdo de nddulos em ensaios de nodulagdo com diferentes plantas
leguminosas. Nesse trabalho foram realizados testes com as plantas Vigna unguiculata,
Macroptillium atropurpureum, Glycine max (L.) Merrill (Cv Peking e McCall), todas
obtidas da colegdo do Laboratoire de Biologie Moléculaire des Plantes Supérieures
(LBMPS, cedidas pelo Dr William Broughton-Universidade de Genebra), conforme
Pueppke e Broughton (1999).

As sementes das plantas foram desinfestadas com acido sulfurico concentrado
(cinco minutos), lavadas com agua destilada esterilizada (quatro vezes) e etanol 70% (dois
minutos), mais uma série de lavagens com agua destilada estéril (trés vezes) e germinadas
em placas contendo agar e agua (1%) por dois a cinco dias (dependendo da planta testada)
a 28°C. As plantulas (com aproximadamente dois cm) foram transferidas para potes do tipo
Magenta e transferidas para camaras de crescimento por dois a trés dias. ApoOs esse
periodo, a tampa do pote foi retirada e as bactérias foram inoculadas diretamente nas raizes
das plantas, que foram mantidas em cdmaras de crescimento com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura diurna de 26-28°C e noturna de 18°C.

O indculo das bactérias (B. elkanii 587 e B. elkanii 587QttsI) foi preparado apds

multiplicagdo em meio YEM por cinco dias com antibidticos apropriados a 28°C com

50



agitacdo (160 rpm). No dia do in6culo, as bactérias foram lavadas duas vezes em MgSQO4
10 mM e foram inoculadas diretamente nas raizes das plantas: 100 pl de bactérias com
concentracdo de 10® células por ml.

Os noddulos rosados (contendo bactérias que fixam nitrogénio) foram contados apos
periodos fixos de 14 e 28 dias. Os dados do experimento de nodulagdo representam
repeti¢des de no minimo trés plantas por tratamento ¢ a analise estatistica utilizada foi o

teste t de Student, com valores P < 0,05 considerados significantes.

4.10 Obtencido e clonagem das regides promotoras e subclonagem no vetor

pPROBE NT

4.10.1 Amplificacio da regido promotora do gene ttsl através da técnica de SiteFinding

PCR e clonagem em pPROBE NT

Uma adaptacdo do método descrito por Tan e colaboradores (2005) foi realizada. A
técnica pode ser resumida em trés etapas: Reagdo de SiteFinding, reagdo primaria do
Nested PCR e reacao secundaria do Nested PCR. Primers gene especificos anelam-se nas
sequéncias conhecidas e primers SiteFinding (SFP1 e SFP2) anelam-se nos
oligonucleotideos SiteFinders ja ligados aos sitios-alvo. A reagdo de SiteFinding PCR
consiste dos seguintes passos: apos anelamento dos oligonucleotideos SiteFinder (5
CACGACACGCTACTCAACACACCACCTCGCACAGCGTCCTCAAGCGGCCCGCN
NNNNNGCGC 3°) em baixa temperatura, uma fita ¢ sintetizada pela Taq DNA
polimerase, gerando moléculas alvo em fita dupla de diferentes tamanhos; na reacao
primaria do Nested PCR, o DNA alvo ¢ amplificado exponencialmente com SFP1 (5’
CACGACACGCTACTCAACAC 3’) e um primer gene-especifico, enquanto que a

amplificagdo de moléculas ndo alvo ¢ suprimida pela forma¢ao de um stem-loop na
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estrutura do DNA; na rea¢do secundaria do Nested PCR, novamente o DNA alvo ¢é
amplificado exponencialmente por um primer alvo gene-especifico mais interno
combinado com o primer SFP2 (5> ACTCAACACACCACCTCGCACAGC 3’), enquanto
que a amplificagdo de moléculas ndo alvo ¢ suprimida por formacdao de estrutura
secundaria. No produto final, a representacao das moléculas alvo ¢ bastante superior a de
moléculas ndo alvo.

O primer ttsIREV foi utilizado nas duas etapas de amplificagdo, como primer gene-
especifico. O produto de amplificacdo apos as duas etapas, apresentou tamanho de
aproximadamente 700 pb. Esse produto foi clonado no vetor pPGEM T-Easy (Promega®) e
sequenciado, utilizando os oligonucleotideos iniciadores M13 direto e reverso (Sambrook e
Russel, 2001). Esse plasmideo foi nomeado pGEMpTtsl.

Apds o sequenciamento, um novo primer foi desenhado e foi utilizado para
amplificacdo da regido promotora:

pTtsl sense: 5 ACTCAACACACCACCTCGCA 3°

Uma PCR foi realizada utilizando esse primer em conjunto com o ttsSIREV. O
produto de amplificacdo de aproximadamente 700 pb foi purificado e preenchido com o
fragmento de Klenow da DNA polimerase I de E. coli (GE Healthcare®). O vetor pPPROBE
NT, que possui o gene reporter gfp sem promotor fusionado ao sitio de clonagem (Miller et
al., 2000) foi digerido com a enzima de restricdo Smal. O fragmento purificado e o vetor
digerido foram utilizados em uma reagao de ligagdo, utilizando a enzima T4 DNA Ligase
(Fermentas®). A ligagdo foi transformada em células competentes de E. coli DH5a. As
colonias resultantes tiveram seus DNAs plasmidiais extraidos e foram checadas por PCR,
utilizando o primer pTtsl sense com um oligonucleotideo desenhado para amplificacdo da
GFP (GFPanti) (5> AAGCTTCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCCA 3’). O plasmideo

que apresentou banda de amplificagdo de tamanho esperado foi nomeado pNTpTtsl.
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4.10.2 Amplificacio e clonagem do nod-box da regido promotora dos genes nodABC e

subclonagem em pPROBE NT

Utilizando a sequéncia de B. elkanii USDA94 disponivel no GenBank (U04609) foi
possivel o desenho de primers especificos para a regido promotora dos genes NOdABC de
B. elkanii, contendo o motivo nod-box. Os primers foram:

nodFOR: 5 GGGCTGGCTCAGGTTAATTT 3’

nodREV: 5> GCCATCGTGGCATACCTAAT 3°

Esses oligonucleotideos foram utilizados em PCRs com o DNA genomico de
B.elkanii SEMIAS587 como molde e o produto de amplificagdo de tamanho esperado (222
pb) obtido foi clonado no vetor pPGEM-T Easy, gerando o plasmideo pPGEMNB.

Uma reagdo de digestdo com a enzima EcoRI foi realizada para o plasmideo
pGEMNB e para o vetor pPPROBE NT. A reagdo do pPGEMNB foi submetida a eletroforese
em gel de agarose e o inserto de 222 pb foi purificado do gel. O fragmento purificado foi
ligado ao pPROBE NT clivado com EcoRI utilizando T4 DNA Ligase, e a reacdo de
ligacdo foi transformada em células competentes de E. coli DHS5a. As coldnias resultantes
foram checadas através de reagdes de amplifica¢do, utilizando os primer GFP anti e
nodFOR. O plasmideo que apresentou uma banda de amplificagdo de tamanho esperado foi

nomeado pNTNB.

4.10.3 Clonagem da regidao promotora do gene nopC e subclonagem em pBROBE NT

Uma regido gendmica que compreende a sequéncia promotora do gene nopC, que
possui um putativo tts-box, de aproximadamente 4 kb, foi amplificada utilizando primers

desenhados a partir da sequéncia de B. elkanii USDAG61 disponivel no GenBank
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(FM162234).

pNopCFOR: 5 TTGACGGTCGAGAGTTCTGT 3’

pNopCREV: 5 CAGGACTTTTCCAGCTTTCA 3’

Esse produto de amplificacao foi clonado no vetor pGEM T-Easy e sequenciado. O
vetor, nomeado pGEMpNopC, foi digerido com HindIII e Sall. A reacdo foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, e uma banda de aproximadamente 1,0 kb,
correspondente a regido promotora com o tts-box, foi purificada, utilizando o kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®).

O vetor pROBE NT foi digerido com HindIIl e Sall e ligado ao fragmento
purificado, com a T4 DNA Ligase (Fermentas®), conforme especificagdes do fabricante.
A ligagdo foi utilizada para transformar células competentes de E. coli DHS5a. As colonias
brancas foram inoculadas em meio LB com antibioticos e checadas por PCR com os
primers pNopCFOR e GFP anti. O plasmideo que amplificou a banda de tamanho esperado

foi nomeado pNTpNopC.

4.11 Conjugacio tri-parental

Os plasmideos construidos no item 4.8 foram transferidos para B. elkanii
SEMIAS87 e B. elkaniiS87QttsI através de conjugagdo tri-parental. As linhagens de
Bradyrhizobium foram multiplicadas em meio YEM suplementado com antibidticos (Tc
para 587 e Tc e Sp para 587QuttsI) e incubadas a 28°C por cinco dias. As linhagens de E.
coli, uma contendo o vetor com as constru¢des de promotores fusionados a gfp (p)PROBE
NT e derivados) e a outra carregando o plasmideo helper pRK2013 foram multiplicadas
por 16 horas a 37°C em meio LB suplementado com Km (para ambas as linhagens). As

bactérias foram plaqueadas simultaneamente em meio YEM sem antibidticos e incubadas a

54



28°C por 72 horas. Apos esse periodo foram transferidas para novas placas contendo o
meio YEM, agora suplementado com antibidticos (Tc e Km para 587 e Tc, Sp e Km para
587QttsI). As linhagens resultantes foram nomeadas: B. elkanii 587 pNT, B. elkanii 587
pNTpTtsl, B. elkanii 587 pNTNB, B. elkanii 587 pNTpNopC, B. elkanii 587QttsI pNT, B.

elkanii 587QuttsI pNTpTtsl, B. elkanii 587QttsI pNTNB e B. elkanii 587QttsI pNTpNopC.

4.12 Ensaio de intensidade de expressao de GFP

As linhagens (B. elkanii 587 pNT, B. elkanii 587 pNTpTtsI, B. elkanii 587 pNTNB,
B. elkanii 587 pNTpNopC, B. elkanii 587QttsI pNT, B. elkanii 587QttsI pNTpTtsl, B.
elkanii 587QttsI pNTNB, B. elkanii 587QttsI pNTpNopC) foram multiplicadas em meio
YEM com antibidticos at¢ uma densidade otica de 0,5 em 600 nanometros (ODggo 0,5) €
diluidas para ODggp 0,2 em meio YEM. A esse meio foram adicionados os tratamentos com
os flavonoides: apigenina, daidzeina e genisteina (Sigma®) na concentragio final de 107
M e etanol como controle negativo. As bactérias foram mantidas em agitagdo e a 28°C.
Ap6s 24 horas de inducdo a densidade 6tica (ODggp) e fluorescéncia (filtros de excitagdo de
485 nm e de emissdo de 550 nm) foram medidas de 100 pl das culturas, em placas de 96
pocos, utilizando o SpectraMax Gemini XPS (MDS Analytical Technologies). A densidade
6tica foi corrigida ao nivel de background utilizando o meio nao inoculado. Pelo menos

trés repeti¢des independentes para cada tratamento foram realizadas.
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5. Resultados

5.1  Bradyrhizobium elkanii 587 possui o gene tts]

O DNA gendmico de B. elkanii SEMIA587 foi usado como molde em uma reagao
de amplificacdo utilizando primers desenhados a partir do alinhamento de sequéncias
obtidas no GenBank, relativas a genes ttsl de outros rizobios, como descrito no item 4.5 do
Material e Métodos. Como resultado, foi obtido um fragmento de 364 pb. A Figura 6
apresenta o gel de agarose correspondente a amplificacdo. O fragmento amplificado foi
clonado no vetor pGEM T-Easy, gerando o plasmideo pGEMttsl, e sequenciado, utilizando
primers universais (M13 FOR e REV), que anclam no vetor. A sequéncia gerada foi
utilizada para alinhamentos, através da ferramenta nBLAST, do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). O resultado do alinhamento apontou similaridade com as
sequéncias correspondentes aos genes basR de B. japonicum USDA 110, y4xl de
Rhizobium sp. NGR234 e y4xl de S. fredii, linhagens USDA257 ¢ HH103, além de
sequéncias de genes que codificam proteinas de dois componentes de outras bactérias. A
Figura 7 apresenta o alinhamento da sequéncia obtida com as sequéncias de basR de B.

japonicum USDAT110, y4xI de Rhizobium sp. NGR234 e y4xl de S. fredii USDA257.
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560 pb —

Figura 6: Gel de agarose 1,0% contendo o produto da amplificagdo do DNA gendmico de B. elkanii
SEMIAS587 utilizando os primers ttsIFOR e ttsSIREV. MM: marcador de peso molecular 1kb ladder
(Invitrogen®); N: controle negativo da reagdo; 587: DNA gendmico de B. elkanii SEMIA587. A seta indica o

fragmento de 364 pb amplificado.
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Figura 7: Alinhamento da sequéncia do fragmento amplificado com os fragmentos correspondentes

aos genes basR de B. japonicum USDA110, y4xI de Rhizobium sp. NGR234 e y4xl de S. fredii USDA257. O

programa Clustal X 1.81 foi utilizado para o alinhamento. Os asteriscos representam identidade entre as

sequéncias. BasR: basR B. japonicum USDA110 (GenBank GenelD: 1054539), Ttslclone: sequéncia de B.

elkanii SEMIA587 amplificada e clonada em pGEM T-Easy, NGR234: y4xl de Rhizobium sp. NGR234

(GenBank Gene ID: 962506), Sf: y4xl de S. fredii USDA257 (GenBank GenelD:19749312).

A sequéncia de nucleotideos foi traduzida, utilizando a ferramenta Translate Tool

do Expasy (www.expasy.ch). A sequéncia de aminoacidos gerada foi utilizada para

comparagdo, através do programa Blastp (www.ncbi.nlm.nih.gov/), onde os dominios

caracteristicos de proteinas do tipo dois componentes foram identificados (Figura 8).
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Figura 8: Resultado do programa Blastp (www.ncbi.nlm.nih.gov/), realizado com a sequéncia do
fragmento de ttsl traduzido com a Translate Tool (www.expasy.ch) mostrando os dominios conservados,
identificados apos o alinhamento. O dominio REC ¢ o referente ao dominio receptor de sinal. O dominio
trans_reg_C ¢ referente ao dominio de ligagdo ao DNA, que representa a porg¢ao efetora da proteina. Ambos

os dominios identificados sdo caracteristicos de proteinas do tipo dois componentes.

A comparacdo da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia de
nucleotideos obtida do gene ttsl de B. elkanii SEMIA587 com a regido correspondente da
proteina BasR (referente a proteina TtsI) de B. japonicum USDA110 revelou uma
similaridade de 97% e uma identidade de 95% entre as sequéncias. Em relacdo a proteina
TtsI de Rhizobium sp. NGR234 foram observados os valores de 87% de similaridade e
76% de identidade entre as sequéncias comparadas. A sequéncia completa do gene ttsl de
B. elkanii USDAG61 foi recentemente publicada (Okazaki et al., 2009), juntamente com
sequenciamento completo do cluster do T3SS dessa linhagem de B. elkanii. A sequéncia
de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos para a proteina Ttsl
completa ndo apresentou nenhum dominio adicional aos encontrados na sequéncia obtida
para a proteina TtsI da linhagem de B. elkanii SEMIAS587. A identidade da sequéncia de
aminoacidos da proteina Ttsl completa de B. elkanii USDA61 com BasR de B. japonicum
USDAT110 foi de 89%, com 93% de similaridade, enquanto que com TtsI de Rhizobium sp.
NGR234 foi de 70% de identidade com 84% de similaridade. Entre as proteinas Ttsl das

duas linhagens de B. elkanii, a identidade e a similaridade foi de 100%.
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5.2 Construcio da linhagem mutante B. elkanii SEMIAS587QttsI

O vetor pGEMttsl foi utilizado para a criacdo de uma constru¢do contendo o
fragmento do gene ttsl interrompido com um cassete de resisténcia aos antibidticos
espectinomicina e estreptomicina.

Uma conjugacdo tri-parental foi realizada (item 4.6 do Material ¢ Métodos), para
que a sequéncia do gene ttsl contendo a insercdo fosse recombinada com a sequéncia do
gene ttsl selvagem (cromossomica, sem a mutacdo), de modo que a insercao no gene ttsl
fosse integrada no genoma. As colonias que apresentaram a resisténcia aos antibioticos

corretos foram analisadas por PCR e, posteriormente, por Southern blot (Figura 9).

Q5 Q4 Q3 Q2 Q1 587 Q5Q4 Q3 Q2 Q1 587

Sall HindIII

Figura 9: Resultado da autorradiografia do Southern blot utilizando DNAs genémicos de diferentes
linhagens transconjugantes de B. elkanii SEMIA587 e o fragmento amplificado do gene ttsl de 364 pb como
sonda. Os DNAs foram extraidos conforme descri¢ao no item 4.3 do Material ¢ Métodos. A primeira metade
da figura apresenta as digestdes dos DNAs de diferentes transconjugantes com a enzima Sall; a outra
metadeda figura apresenta as digestdes com a enzima HindIII. 587: DNA de B. elkanii SEMIA587; Q1 a Q5:

DNAs de cinco diferentes colonias transconjugantes selecionadas para o experimento.

Os DNAs foram digeridos com uma enzima que ndo possui sitio de clivagem no

60



fragmento utilizado como sonda (HindIII), e outra que digere a sonda (Sall). O DNA de B.
elkanii SEMIAS587 apresentou, como esperado, uma banda para a enzima HindIII, de
tamanho aproximado a 2,0 kb e duas bandas para Sall, de tamanhos aproximados de 400
pb e 6,0 kb. Os mutantes, da mesma forma, apresentaram as bandas de tamanho esperado
para a digestdo com essas enzimas: com HindIIl foram observadas bandas de tamanhos
aproximados a 600 pb e 4,0 kb, enquanto que para Sall, as bandas observadas foram de
aproximadamente 3,5 kb ¢ 4,0 kb. O mutante B. elkanii587QttsI1 foi escolhido para a
continuagao do trabalho.

A linhagem mutante apresentou as mesmas caracteristicas fenotipicas da bactéria de
tipo selvagem, apresentando apenas as resisténcias aos antibidticos espectinomicina e

estreptomicina como diferencial entre as duas linhagens.

5.3  Identificacdo do elemento cis tfs-box nas regioes promotoras dos genes #tsl e
nopC

Utilizando a técnica de Site-Finding PCR (Tan et al., 2005) modificada, descrita no
item 4.10.1 do Material e Métodos, foi realizada a amplificagdo da regido promotora do
gene ttsl de B. elkanii SEMIA587. Utilizando o primer ttsSIREV como primer gene-
especifico, foi possivel a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 700 pb. O
fragmento amplificado foi clonado no vetor pGEM T-Easy e posteriormente sequenciado.
A sequéncia de nucleotideos foi analisada e um motivo conservado tts-box foi identificado

(Figura 10).
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ACTCAACACACCACCTCGCACAGCGTCCTCAAGCGGCCGCTTCGTCGCTGCCGC
ACTTGGCGCTCACGCCAAGGCGGACGTCTGTCAGTTTCGTCGAACCTCTTGGTC
AACCGTGACGCGCTTAAGGTCTTGGCGTGTATGGACGAGAGGCGATGARATGCG
AATTCTCCTGGTTGATCATCATGCGGACTTTGCCCGTGCTGTGAAGGAAGCGCT
CCCCTATTGCGGGTTCGCAGTTGACGTGACACGCACGCTGGATGAGGCGGCGGEE

CECGCTEGEATTGLGECAAC s v 4

Figura 10: Regido do genoma de B. elkanii SEMIA587 amplificada através da técnica de Site-
Finding PCR. A sequéncia apresenta a regido codificadora 5’ e regido promotora do gene ttsl. O sitio de
inicio da traducdo estd marcado em vermelho (ATG). Na regido promotora, em negrito e sublinhado, esta a

sequéncia consenso tts-box.

Como demonstrado na Figura 10, a sequéncia amplificada de 700 pb apresentou o
inicio da regido codificadora do gene ttsl (regido 5°) e uma parte da regido promotora deste
gene. Na regido promotora foi identificado o motivo de ligagdo da proteina TtsI (tts-box).
Este elemento Cis se localiza 45 pb a montante (upstream) do inicio da tradugdo e
apresentou homologia com a sequéncia consenso deste elemento. Sequéncias consenso
para a ligacdo da proteina NodD1 (nod-box), no entanto, ndo foram identificadas na
sequéncia amplificada.

A regido promotora do gene nopC foi obtida através da amplificagdo de um
fragmento contendo as sequéncias entre os genes NOPX e NOPA, com os primers € as

condi¢des de amplificagdo descritos no item 4.10.3 do Material e Métodos.

GCTTTGATGAACARCGGCTTGCCTGATCAAGTGCCACATAGGCGAGGTCTTGTA
CCAACCCTGTGATCTGCAGCTTACGCCGACACACTGCCGAAATATGAGGCGGCC
TGTCCAGAGGCAACATCAAAGAGATCGGCTCACAGAATTTCTGAGGCTCGTCAG
CTTGTCGAAAGCTAATGCTTCCATAGTAGCCGTGACGGCGACCGCTCCCTCCGC
ACGAACGAAGTTTTGAAGTAGGAGAACCCGATGCGCATTTCCAGCTCTAGCGCC
GCTGGGCACCTTGATTCCGACCTCCACGCGACTGGCGGCGGCARARRMAGGATCT

COEELGLLUTGRLGAGCACGA

Figura 11: Regido amplificada correspondente ao promotor do gene nopC ¢ a parte inicial (regido
5”) da sua regido codificadora. O sitio de inicio da tradugdo estd marcado em vermelho (ATG). A sequéncia

consenso de ligagdo da proteina Ttsl (tts-box) esta sublinhada e em negrito.
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Na regiao promotora do gene nopC, como esperado, foi encontrado o elemento Cis
tts-box, localizado 59 pb a montante (upstream) do inicio da tradug¢do. Da mesma forma
que o elemento encontrado na regido promotora do gene ttsl, este demonstra um bom grau

de homologia aos tts-box ja descritos na literatura.

5.4  Secrecio de proteinas em resposta a inducio por flavonoides

Para testar a secrecdo de proteinas em resposta a indugdo por flavonoides as
linhagens selvagem e mutante de B. elkanii SEMIA587 foram inoculadas em meio minimo
e a esse meio foi adicionado o flavonoide genisteina. Como controle negativo foi utilizado
etanol (composto no qual o flavonoide foi diluido), adicionado ao meio da mesma forma
que o flavonoide.

As proteinas secretadas foram extraidas 72 horas apds a indug¢do e foram
submetidas a SDS-PAGE 12%. Dois géis foram preparados. Um deles foi utilizado para
Western blot ¢ o outro foi corado com nitrato de prata para visualiza¢do das proteinas. A
mesma quantidade de proteinas foi aplicada em ambos os géis. A membrana para qual o
gel foi transferido foi incubada com dois anticorpos diferentes (a-NopA e a-NopL), um de

cada vez. A Figura 12 mostra os resultados desse experimento.
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a- NopL
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. . a- NopA

Figura 12: A) SDS-PAGE 12% corado com nitrato de prata (descrito no item 4.8 do Material e
Métodos). B) Western blot com as proteinas secretadas extraidas, usando os anticorpos assinalados. WT: B.
elkanii SEMIA587. MUTI: B. elkanii 587Qtts]. +: genisteina. -: ndo induzido. a-NopA: anticorpo contra a
proteina NopA. a-NopL: anticorpo contra a proteina NopL. Os anticorpos foram gentilmente cedidos pelos

Dr William J. Broughton e Dr William J. Deakin (LBMPS- Universidade de Genebra).

Os resultados obtidos nesse experimento demonstraram que a indugao de B. elkanii
SEMIAS587 por flavonoides, no caso a genisteina, promove a secre¢do de proteinas via
T3SS, no caso, NopA e NopL. Além disso, o experimento demonstrou que a bactéria

mutante ndo apresentou a secre¢do destas proteinas, mesmo apoés a inducao por genisteina.

5.5 Ensaios de nodulacio

As bactérias B. elkanii SEMIA587 de tipo selvagem e mutante para o gene ttsl
foram testadas quanto a capacidade de induzir a formacao de nodulos em alguns tipos de
leguminosas. As plantas testadas foram soja [Glycine max (L.) Merrill], variedades Peking
e McCall, Vigna unguiculata e Macroptillium atropurpureum.

Os testes foram realizados com no minimo trés repetigdes e os nodulos foram
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contados em dois tempos fixos (14 e 28 dias). Os resultados estao apresentados sob forma

de graficos na Figura 13. As Figuras 14, 15 e 16 apresentam o fenotipo das plantas

estudadas.
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Figura 13: Grafico apresentando os resultados de numero de nodulos nos testes de nodulagdo

realizados com as duas linhagens bacterianas, B. elkanii SEMIA587 de tipo selvagem e mutante. Os

resultados sdo médias de trés repeti¢des. No eixo x estdo descritas as variedades das plantas testadas e os

pontos de coleta dos nodulos (14d: 14 dias e 28d: 28 dias). McCall e Peking sdo duas variedades de soja

[Glycine max (L.) Merrill]. No eixo y estdo os niumeros de nodulos. As barras acima dos graficos representam

o desvio padrio calculado das repeti¢des e os asteriscos representam diferengas estatisticamente significantes

(P>0.05) pelo teste t de Student.

65



Figura 14:Testes de nodulagido com soja[Glycine max (L.) Merrill]. A e B: cultivar McCall; C e D:
cultivar Peking. A e C: plantas com 14 dias; B e D: plantas com 28 dias. CN: controle negativo; WT:
planta inoculada com B. elkanii SEMIA587; ttsl: planta inoculada com B. elkanii QttsI.

Figura 15: Testes de nodulagdo com Macroptilium atropurpureum A: plantas com 14 dias; B:plantas
com 28 dias. CN: controle negativo, WT: planta inoculada com B. elkanii SEMIA587; ttsl: planta
inoculada com B. elkanii Qttsl.
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Figura 16: Testes de nodula¢do com Vigna unguiculata A: plantas com 14 dias; B: plantas com 28 dias.
CN: controle negativo; WT: planta inoculada com B. elkanii SEMIA587; ttsI: planta inoculada com B.
elkanii Qttsl.

As bactérias de tipo selvagem e mutante se comportaram de maneira semelhante na
maioria dos testes de nodulagao, com excecdo da cultivar de soja Peking, na qual a bactéria
de tipo selvagem apresentou um numero de nddulos significativamente maior em ambos o0s

pontos de contagem de nddulos.

5.6  Clonagem dos elementos cis (#fs-box e nod-box) no vetor pPROBE NT

Os tts-box anteriormente identificados (nas regides promotoras dos genes ttsl e
nopC) foram clonados no vetor pPROBE NT, que possui o gene reporter gfp sem
promotor, no qual a sequéncia testada ¢ fusionada. Os promotores foram inseridos e a
orientagdo foi confirmada por PCR (como descrito no item 4.10 de Material e Métodos,
dados nao mostrados).

A regido promotora do gene nodA, do operon nodABC, foi obtida através de
amplificaco utilizando primers desenhados a partir de sequéncias presentes no GenBank.

A sequéncia obtida, de 222 pb, esta mostrada na Figura 17.
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ggctggctcaggttaatttggegegecgecgetgtgaggttgegetccgtca
ttagagcatcgagcgcaacgagaaggtttagatcaagtcccttgaacegeat
gtegtgagtctatecategtgtggatgtgttetategaaacaategatttta
ccaaactgcggattgttggatagcaaacatcagtttggaaaatgaattaggt
atgccacgatggct

Figura 17: Regido do gene nodA mostrando o nod-box e regido promotora do operon nodABC, de B.

elkanii. O elemento Cis esta em negrito e sublinhado.

A regido contendo o nod-box esta localizada a 323 pb a montante (upstream) do
inicio da traducdo do gene NodA. A orientagdo da clonagem em pPROBE NT também foi

verificada por PCR (dado ndo mostrado).

5.7  Analise da atividade de Gfp apos inducio por flavonoides

Com o objetivo de testar as respostas das diferentes regides promotoras (tts-box e
nod-box) frente a inducdo com diferentes flavonoides, os vetores pPROBE NT e suas
derivagdes contendo as regides promotoras foram transferidos para as duas linhagens de B.
elkanii (selvagem e mutante ttsl). As bactérias transformantes foram induzidas com trés
flavonoides diferentes, apigenina, daidzeina e genisteina, além de um controle com etanol
(composto no qual os flavonoides foram diluidos).

A atividade de Gfp foi medida através de absorbancia em dois comprimentos de
onda diferentes (excitacdo em 485 nm e emissdo em 535 nm), além da densidade Optica
das bactérias (600 nm). Os valores foram corrigidos em relagdo ao meio ndo inoculado e ao
plasmideo vazio. Os resultados sdo a média de trés repeti¢des independentes. O desvio
padrao foi calculado de acordo com os valores das repetigdes. Os resultados estdo
apresentados sob forma de graficos nas Figuras 18, 19 ¢ 20.

Nesse experimento pode-se observar, primeiramente, a ativacdo dos promotores
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estudados (na bactéria de tipo selvagem) em resposta aos flavonoides utilizados, 24 horas
apo6s a inducao, com valores significativamente maiores que no controle negativo (etanol).
Outra observagdo importante foi a auséncia de resposta na bactéria mutante para o gene
ttsl, mostrando um severo grau de resposta nesses promotores, corroborando com o

resultado da analise de proteinas secretadas.
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Figura 18: Representagdo grafica da atividade de Gfp sob controle do promotor do gene ttsl, apds
inducdo pelos flavonoides e controle negativo. O grafico apresenta resultados apds 24 horas de indug@o, nas
quatro condigdes: indugdes com etanol (controle negativo), apigenina, daidzeina e genisteina. As barras
representam médias de trés repeticdes e o desvio padrdo calculado esta nas linhas acima da barras. Os
asteriscos representam valores estatisticamente significantes (P>0,05), em relagdo ao controle negativo, de
acordo com o teste t de Student. Os tratamentos de flavonoides ndo diferem entre si. Em cinza estdo
apresentados os resultados para a linhagem de tipo selvagem e em preto estdo apresentados os resultados para

a linhagem mutante para o gene ttsl.
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Figura 19: Representagéo grafica da atividade de Gfp sob controle do promotor do gene nopC, apds
inducdo pelos flavonoides e controle negativo. O grafico apresenta resultados apds 24 horas de indugdo, nas
quatro condi¢des: indugdes com etanol (controle negativo), apigenina, daidzeina e genisteina. As barras
representam médias de trés repeticdes e o desvio padrdo calculado esta nas linhas acima da barras. Os
asteriscos representam valores estatisticamente significantes (P>0,05), em relacdo ao controle negativo, de
acordo com o teste t de Student. Os tratamentos de flavonoides ndo diferem entre si. Em cinza estdo
apresentados os resultados para a linhagem selvagem e em preto estdo apresentados os resultados para a

linhagem mutante para o gene ttsl.
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Figura 20: Representagdo grafica da atividade de Gfp sob controle do promotor dos genes NnodABC,
apos indugdo pelos flavonoides e controle negativo. O grafico apresenta resultados apds 24 horas de indugio,
nas quatro condi¢des: indugdes com etanol (controle negativo), apigenina, daidzeina e genisteina. As barras
representam médias de trés repeticdes e o desvio padrdo calculado esta nas linhas acima da barras. Os
asteriscos representam valores estatisticamente significantes (P>0,05), em relacdo ao controle negativo, de
acordo com o teste t de Student. Em cinza estdo apresentados os resultados para a linhagem selvagem e em

preto estio apresentados os resultados para a linhagem mutante para o gene ttsl.
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6. Discussao

Os diversos genes de rizobios envolvidos no sistema de secre¢ao do tipo III (T3SS)
estdo agrupados na regido do genoma denominada tts e a secre¢do de proteinas externas,
necessarias para o processo de nodulagao (Nop, de nodulation outer proteins), necessita da
presenca de flavonoides e da proteina NodD1. No entanto, apenas um dos genes dessa
regido ¢ precedido por um elemento cis do tipo nod-box, o gene ttsl (Viprey et al., 1998;
Marie et al., 2001; Krause et al., 2002). A proteina TtsI tem sido classificada como um
componente regulatorio intermedidrio entre o ativador de transcricdo NodD1 e os genes
relacionados ao T3SS. Essa regulacao se da pela ligacdo de Ttsl nas regides promotoras
dos genes-alvo, em sequéncias especificas chamadas tts-box (Krause et al., 2002).

Desde a descoberta do T3SS em rizobios, diversos trabalhos vém sendo realizados
e a organizagdo do cluster, no qual os principais genes do sistema estdo localizados, foi
alvo de alguns estudos. Dentre os rizdbios, existe um consideravel grau de conservacao,
principalmente nos genes estruturais (rhc), tanto na presenga quanto na organiza¢do. Nos
genes que codificam proteinas secretadas, via sistema de secre¢ao do tipo III, as Nops,
existe uma maior divergéncia entre as bactérias. NopX, por exemplo, estd presente em
Rhizobium sp. NGR234 (Viprey et al., 1998), Sinorhizobium fredii (Lorio et al., 2006) ¢ B.
elkanii USDA61 (Okazaki et al., 2009), porém, ndo foi encontrada em B. japonicum
USDA 110 (Gottfert et al., 2001; Krause et al., 2002; Siip et al., 2006).

Nesse trabalho, um fragmento do gene ttsl de B. elkanii SEMIA587 foi obtido por
PCR e este fragmento foi estendido, em sua regido 5°, através da técnica de Site-Finding
PCR. Desta forma, um total de 595 nucleotideos foram obtidos do gene ttsl de B. elkanii
SEMIAS587. Uma vez que a sequéncia de B. elkanii USDAG61 apresenta um total de 689
nucleotideos (FM 162234, GenBank) faltariam, ainda, 94 nucleotideos da regidao 3’ do gene

ttsl de B. elkanii SEMIAS587 a serem determinados. A sequéncia de nucleotideos obtida foi
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traduzida para aminoacidos e os principais dominios € motivos presentes nessa sequéncia
foram identificados.

Os motivos encontrados na sequéncia da proteina TtsI de B. elkanii SEMIAS587 sdo
os dominios de ligacdo a DNA e sinalizacdo de resposta apos indu¢ao do ambiente, via
flavonoides. Estes sdo caracteristicos de proteinas do tipo dois componentes, como ja
descrito para Ttsl de outras bactérias (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004; Lopez-Baena
et al., 2008; Wassem et al., 2008; Zehner et al., 2008). Como ja mencionado, esse sistema
se caracteriza por duas proteinas “parceiras” atuando juntas da seguinte maneira: uma
proteina sensora (quinase) auto-fosforila um residuo de aspartato conservado. O fosfato ¢
posteriormente transferido para a outra proteina parceira, um regulador de resposta. Os
reguladores de resposta sdo proteinas com motivos de ligagdo ao DNA que regulam a
transcri¢ao de outros genes. Proteinas do sistema de dois componentes normalmente estao
envolvidas em processos como quimiotaxia, osmorregulagdo, transporte de magnésio,
tolerancia ao pH, esporulacdo, ou resposta de espécies virulentas ao ambiente da célula
hospedeira (Klose et al., 1993).

As proteinas Ttsl de Rhizobium sp. NGR234 e de outros rizobios que possuem o
T3SS sdao homologas aos reguladores de resposta do sistema de dois componentes. Porém,
nos rizobios, a proteina Ttsl apresenta um residuo de glutamato (Marie et al., 2004;
Wassem et al., 2008), ao invés do residuo conservado de aspartato, que é o aceptor
primario do fosfato em outras proteinas do tipo de dois componentes. As proteinas OmpR
de E. coli e NtrC de Salmonella typhimurium também apresentam o residuo de glutamato,
ao invés de aspartato (Klose et al., 1993; Lan e Igo, 1998). Nessas bactérias, tal
modificacdo de aminoacidos (glutamato pelo aspartato) leva a uma ativagao constitutiva de
OmpR e NtrC, driblando, entdo, o requerimento da proteina quinase sensora (Klose et al.,

1993; Lan e Igo, 1998). Essa observagdo levou a sugestdo de que a proteina Ttsl de
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rizobios poderia ndo necessitar de fosforilagdo para ser funcional. Ao invés disso, a
resposta ao sinal ambiental (no caso a presen¢a do flavonoide) provavelmente seria
mediada pela ativagdo da transcri¢ao de ttsl por flavonoides e NodD1. Uma vez expressa, a
proteina Ttsl ira ativar a transcricdo dos demais genes por ela controlados (Marie et al.,
2004; Wassem et al., 2008). Na sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos obtida do DNA genémico de B. elkanii SEMIA587, a troca de aspartato
para glutamato (ES1D), conservada em TtsI de rizébios, também foi identificada. Com
isso, pode-se inferir que a ativagdo dessa proteina em B. elkanii SEMIAS587, da mesma
forma que nos demais rizobios, possa ocorrer de maneira independente de fosforilagdo.

No trabalho aqui apresentado foi construida uma linhagem mutante para o gene ttsl
de B. elkanii SEMIAS587, na qual o cassete {, que apresenta resisténcia a espectinomicina,
foi inserido, interrompendo a sequéncia deste gene. Nos diversos rizobios que possuem o
T3SS, mutagdes no ativador de transcri¢do TtsI também foram realizadas, com o intuito de
desvendar o papel dessa proteina em diferentes aspectos da interagdo bactéria-planta
(Viprey et al., 1998; Krause et al., 2002; Lopez-Baena et al., 2008; Wassem et al., 2008).

No trabalho de Viprey e colaboradores (1998), onde o T3SS foi primeiramente
descrito em rizobios, na espécie Rhizobium sp. NGR234, uma linhagem mutante para o
gene ttsl (anteriormente chamado de y4xl nesta bactéria) foi criada também utilizando o
cassete €, juntamente com uma linhagem mutante para o gene rhcN. Os fenotipos dessas
linhagens foram estudados quanto a resposta em testes de nodulacdo com algumas plantas.
Interessantemente, as duas linhagens apresentaram fenotipos diferentes em testes com a
mesma planta (Pachyrhizus tuberosus). Concluiu-se, entdo, que apesar de ambos os genes
(rhcN e ttsl) pertencerem ao T3SS, a fungdo que os produtos destes genes desempenham
difere, e, provavelmente, o produto do gene ttsl tenha funcionalidade em outros sistemas

ndo relacionados somente ao T3SS (Viprey et al., 1998; Marie et al., 2004).
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Em B. japonicum USDA110 uma série de mutantes deletérios (com dele¢des nos
genes ttsl, rhcCl, rhcN, y4yJ, rhcQ, rhcR, rhcd, nolU e nolV) foi construida, todos
relacionados com o T3SS (Krause et al.,, 2002). As sequéncias gendmicas foram
substituidas por um cassete contendo resisténcia ao antibidtico canamicina. Dentre os
mutantes construidos, dois apresentaram a muta¢ao em apenas um gene: ttsl ou rhcC1l. Foi
nesse trabalho (Krause et al., 2002) que foi identificado o elemento cis, denominado de tts-
box, no qual a proteina Ttsl se liga para a ativagdo da transcri¢do. Testes de transcrigdo,
utilizando o gene reporter lacZ foram realizados e foi comprovada a indugdo por
genisteina, nessa bactéria. Além da identificacdo deste elemento cis, foi identificada na
regido promotora do gene ttsl o motivo nod-box, que ja havia sido identificado na regido
promotora do gene ttsl em Rhizobium sp. NGR234 (Viprey et al., 1998). NodDI1 ¢ o
ativador da transcrigdo do gene ttsl nesta bactéria (Viprey et al., 1998; Marie et al., 2004).

Em Sinorhizobium fredii HH103 o gene ttsl foi identificado e uma linhagem
mutante para esse gene foi obtida, utilizando novamente o cassete {2 para interromper a
sequéncia deste gene (Lopez-Baena et al., 2008). A comparagdo entre os fenodtipos da
bactéria mutante para o gene ttsl com uma linhagem mutante para um gene estrutural do
sistema (no caso o gene rhcJ) levou os autores a supor que a relevancia simbidtica do gene
ttsl fosse maior que a do gene rhcJ, uma vez que, mesmo que o fendtipo tenha sido o
similar ao do mutante em rhcJ, as diferengas mostraram-se mais drasticas em rela¢do ao
numero de nodulos na cultivar Williams de soja com o mutante ttsl (de Lyra et al., 2006;
Lopez-Baena et al., 2008).

O primeiro mutante de Rhizobium sp. NGR234 criado para o gene ttsl (Viprey et
al., 1998) apresentou como caracteristica a ndo complementagdo total das suas fungdes
quando o gene era fornecido em um plasmideo contendo a sequéncia completa do gene ttsl

(Marie et al., 2004), provavelmente porque a insercdo do cassete Q poderia estar
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interferindo na transcrigdo dos demais genes do operon, no caso os genes rhcC2 e y4xK.
Em um novo trabalho com a mesma bactéria, uma nova linhagem mutante para o gene ttsl
foi criada, agora com uma dele¢do na sequéncia desse gene (Wassem et al., 2008). Além
da criagdo da linhagem mutante foi possivel a identificacdo dos nucleotideos essenciais
para a ligagdo da proteina TtsI no elemento tts-box, através de mutagdes aleatérias, além da
identificacdo da sequéncia na qual a Ttsl se liga, através de experimentos de DNAsel
footprinting, com as regides promotoras de dois genes (nopB ¢ rmiB) contendo o motivo
tts-box.

Um fendtipo a ser analisado em bactérias mutantes para o T3SS ¢ a capacidade de
secrecdo de proteinas e a resposta a indugdo por flavonoides. A capacidade de secretar
proteinas foi analisada na linhagem mutante de B. elkanii para o gene ttsl obtida e
comparada com a linhagem de tipo selvagem. Extra¢des de proteinas secretadas foram
realizadas apos 72 horas de indugdo por genisteina ou etanol. As proteinas secretadas
foram aplicadas em gel SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de nitrocelulose
para o experimento de Western blot. Neste experimento, os anticorpos contra duas
proteinas secretadas, NopA e NopL, produzidos a partir das proteinas de Rhizobium sp.
NGR234, reconheceram suas proteinas correspondentes na linhagem selvagem de B.
elkanii SEMIAS587, quando a cultura foi induzida pelo flavonoide. Por outro lado, o
reconhecimento pelos anticorpos foi quase inexistente nos extratos proteicos provenientes
da cultura na qual o etanol foi utilizado. Isso demonstra que, em B. elkanii, genisteina
funciona como um indutor para a secre¢ao de proteinas do T3SS, dado até o momento
ainda nao conhecido.

No trabalho de Okazaki e colaboradores (2009) nao foi possivel a identificagdo de
diferencas entre culturas de B. elkanii USDAG61 induzidas ou ndo por flavonoides, em

relacdo a secrecao de proteinas via T3SS. Nesse trabalho, as proteinas secretadas somente
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puderam ser diferenciadas apos a comparacao com o padrao de proteinas secretadas por
uma linhagem mutante no gene rhcJ. O teste para identificacdo das proteinas secretadas foi
o de eletroforese em duas dimensdes, onde os pontos identificados nos géis
correspondentes as proteinas da linhagem de tipo selvagem, que ndo estavam aparentes no
gel das proteinas da linhagem mutante, foram analisados. Assim, algumas Nops foram
identificadas, correspondentes a algumas das proteinas secretadas ja identificadas em
outros rizobios, como por exemplo: NopA, NopB, NopL, NopP e NopX. E importante
mencionar que o meio de cultivo para a inducao da secre¢do de proteinas no trabalho de
Okazaki e colaboradores (2009) foi diferente do utilizado para a secre¢ao de proteinas nas
linhagens de B. elkanii SEMIA587 (essa Tese), de forma que essa poderia ser a razao para
resultados tdo diferentes (falta de indu¢do com genisteina X indugdo com genisteina). No
trabalho de Okazaki e colaboradores (2009) foi utilizado o meio AG (arabinose gluconato,
Sadowsky et al., 1987), o qual poderia ter diminuido a eficiéncia de secrecdo de proteinas
pela bactéria B. elkanii USDAG61. Alguns componentes dos meios de cultura ja foram
descritos como tendo influéncia na secre¢do de proteinas, como, por exemplo, a baixa
concentragdo de calcio no meio aumenta a secregdo de proteinas em S. fredii (Krishnan et
al., 2007). Neste trabalho, foram testadas diversas concentragdes deste composto, ¢ a
secre¢ao de proteinas foi inversamente proporcional a quantidade de calcio adicionada ao
meio de cultura, que nesse caso foi 0 meio RMS.

No experimento de Western blot realizado observou-se que a intensidade da banda
obtida ap6s a detec¢ao foi maior com o anticorpo a-NopA do que com o a-NopL, apesar
da mesma quantidade de proteinas ter sido utilizada em ambos os experimentos. Isso,
provavelmente, foi devido as diferentes fun¢des dessas duas proteinas. A proteina NopA,
uma proteina pequena, de aproximadamente 7 kDa na maioria dos rizébios, foi descrita

como associada aos componentes de superficie de membrana ¢ componente do pilus.
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Portanto, NopA ¢ uma proteina secretada, porém, sem a fungdo de efetora nas células
hospedeiras eucarioticas (Marie et al., 2003; Deakin et al., 2005). A proteina NopL, por
sua vez, foi descrita como efetora em células vegetais, onde sua fosforilagdo por quinases
da planta, do sistema de resposta e defesa, ja foi demonstrada (Bartsev et al., 2003; Bartsev
et al., 2004). Dessa forma, a quantidade maior de proteina NopA pode ser devida ao seu
maior requerimento para a funcionalidade, que a proteina NopL.

Outro aspecto importante do experimento de Western blot foi a resposta da
linhagem mutante de B. elkanii para o gene ttsl para a secrec¢do de proteinas apos a indugao
por genisteina. Nesse experimento, pode-se comprovar que a linhagem mutante construida
foi incapaz de secretar as proteinas NopA e NopL, mesmo apos a indugdo com o
flavonoide. Isso estd de acordo com outros trabalhos com o gene ttsl, onde linhagens
mutantes também foram testadas quanto a secrecdo de proteinas. Recentemente, uma
linhagem mutante para o gene ttsl de S. fredii HH103 teve as suas proteinas secretadas
extraidas e também submetidas ao Western blot, utilizando o anticorpo a-NopA. Também
nessa bactéria, a proteina NopA ndo foi detectada, mesmo apods a indugdo com genisteina
(Lopez-Baena et al., 2008). Quando a linhagem mutante foi complementada com um
plasmideo contendo a sequéncia completa do gene ttsl selvagem, a proteina NopA foi
detectada, demonstrando que a n3o funcionalidade da proteina Ttsl impede a secre¢do de
outras proteinas, e que o fendtipo de tipo selvagem pode ser restaurado na linhagem
mutante por complementagdo com a copia génica original.

Um outro aspecto muito interessante para ser estudado, relacionado ao T3SS em
rizobios, € a resposta da planta hospedeira. Como o sistema foi primeiramente descrito e
estudado em bactérias patogénicas a sua fun¢do em simbiontes ainda ndo ¢ totalmente
esclarecida. A hipotese atualmente aceita ¢ a de que a funcdo desse sistema em bactérias

simbiontes seja similar a de bactérias patogénicas, ou seja, de driblar as defesas da planta.
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Nas bactérias simbiontes isso melhoraria a eficiéncia da interacdo com parceiros
compativeis. Na maioria dos estudos realizados, bactérias mutantes para algum dos genes
do T3SS apresentaram algum tipo de resposta diferente em relagdo a testes de nodulacao,
quando comparadas com bactérias de tipo selvagem. Quando linhagens mutantes para
genes do T3SS foram testadas, trés tipos de fendtipos foram encontrados: aumento no
nimero de nodulos, diminui¢do no nimero de nodulos, ou ainda um fenotipo neutro, sem
diferenga para a bactéria de tipo selvagem. A diminui¢do no nimero de noédulos indica que
o T3SS ¢ benéfico na interacdo com determinada planta que estd sendo estudada. De forma
oposta, um aumento no nimero de nddulos indica que o T3SS ndo ¢ benéfico na interagao
entre a bactéria e determinada planta. O fenotipo neutro indica que o T3SS ndo produz
nenhum efeito na interagdo. Uma vez que alguns rizobios ndo apresentam esse sistema,
parece que ele ndo € essencial para a interagdo bactéria-planta, que culmina com a
formagdo de nodulos. Linhagens de Sinorhizobium meliloti (2011) e Mesorhizobium loti
(NZP4010) que ndo apresentam o T3SS provavelmente utilizam outro método para a
interacao (Viprey et al., 1998).

Dentre os diversos trabalhos que surgiram com T3SS e rizobios, a partir de Viprey
e colaboradores (1998), uma grande variedade de bactérias e mutantes foi testada com
varias plantas leguminosas diferentes. Os trés tipos de fenotipos possiveis foram
observados. Dessa forma, muitos dos efetores puderam ser identificados e a importancia de
cada um pode ser caracterizada para cada planta hospedeira testada.

No presente trabalho, trés plantas hospedeiras diferentes foram testadas e dois tipos
de fenotipos foram observados (Figura 13). As duas variedades de soja que foram
analisadas, McCall e Peking, apresentaram diferentes respostas frente as duas linhagens de
B. elkanii testadas (selvagem e mutante para o gene ttsl). A variedade McCall ndo

apresentou diferenca significativa entre a linhagem de tipo selvagem e a mutante em
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relagdo ao numero de nodulos, tanto apds 14 quanto apos 28 dias de inoculacao. Ja& na
variedade Peking, um numero significativamente maior de nddulos, tanto ap6s 14 quanto
ap6s 28 dias de inoculagdo, foi observado na linhagem de tipo selvagem, principalmente
ap6s 14 dias de inoculagdo, em relagdo a bactéria mutante. Nas outras plantas testadas
(Macroptilium atropurpureum e Vigna unguiculata) a bactéria mutante apresentou um
fenotipo neutro em comparacdo com a bactéria de tipo selvagem. As plantas de M.
atropurpureum apresentaram um valor de nimero de noédulos superior quando inoculadas
com a bactéria de tipo selvagem, em comparagdo com as inculadas com a bactéria mutante,
esse valor, porém, ndo foi estatisticamente significante. Com as plantas de V. unguiculata
nenhuma tendéncia de diferenca entre as bactérias pode ser percebida.

O resultado dos testes de nodulagdo pode, também, se apresentar como um “atraso”
na formagao de nddulos, o que foi descrito para mutantes no gene ttsl em B. japonicum
USDA110 (Krause et al., 2002). Nesse trabalho, o resultado foi obtido em testes de
nodulagdo com soja, variedade Williams. Apds 14 dias de inoculagdo, o fendtipo negativo
(menor nimero de nodulos) foi bem mais evidente, enquanto que apds 28 dias a bactéria
foi capaz de recuperar o numero de nddulos, em comparagdo com a linhagemde tipo
selvagem. No teste com M. atropurpureum o fendtipo foi bem mais expressivo,
apresentando uma diminui¢do no numero de nédulos em ambos os pontos de analise (14 e
28 dias apos a inoculagdo), indicando que, para essa interagdo, o T3SS, especificamente o
gene ttsl, foi essencial para a formagdo dos nodulos. Nas plantas de V. unguiculata nao
houve diferengas estatisticamente significativas entre as bactérias selvagem e mutante
(Krause et al., 2002).

Em S. fredii HH103, os fenotipos obtidos com o mutante ttsl em testes de
nodulacdo com diversas variedades de soja (Williams, Peking, Heinong 33, Tribune e

Kochi) foram mais evidentes, todos apresentando uma diminui¢ao no numero de nédulos,
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quando comparados com a bactéria de tipo selvagem (Lopez-Baena et al., 2008). Os
demais testes realizados nesse trabalho também mostraram algum tipo de fendtipo com o
mutante construido: com Erythrina variegata (L.) como planta hospedeira, as plantas
apresentaram um aumento no numero de noédulos em comparagdo com as plantas
inoculadas com a bactéria de tipo selvagem; com Glycyrrhiza uralensis as plantas tiveram
uma diminui¢do no numero de nédulos em comparacdo com as plantas inoculadas com a
bactéria de tipo selvagem. Em S. fredii HH103 os fendtipos do mutante ttsl se
apresentaram mais dramaticos que aqueles observados em mutantes no gene estrutural rhcJ
(de Lyra et al., 2006).

Com o mutante QttsI de Rhizobium sp. NGR234 foram primeiramente realizados
testes de nodulagdo com quatro plantas diferentes (Viprey et al., 1998), duas (Pachyrhizus
tuberosus e Vigna unguiculata) que formam nodulos determinados, que
caracteristicamente ndo possuem meristema ¢ as bactérias se diferenciam em sincronia
(Mergaert et al., 2006; Jones et al., 2007), e duas (Leucaena leucocephala ¢ Tephrosia
vogelii) que formam nddulos indeterminados, nos quais a atividade de divisao celular ndo
cessa ¢ meristemas apicais sdo formados (Mergaert et al., 2006; Jones et al., 2007). O
fenotipo observado na linhagem mutante foi semelhante ao da linhagem de tipo selvagem
(neutro) quando V. unguiculata foi utilizada como planta hospedeira. Fenotipos
divergentes entre as linhagens mutantes, entretanto, foram obtidos com L. leucocephala e
P. tuberosus. Apos essas observagdes foi levantada a hipotese de que o produto do gene
ttsl estaria envolvido em fungdes adicionais as do T3SS.

Dentre os diversos trabalhos realizados com Rhizobium sp. NGR234, varios genes
tiveram seus produtos caracterizados através de testes de nodulagcdo, com proteinas
importantes do sistema sendo identificadas dessa maneira. Entre as Nops do T3SS que

tiveram a nomenclatura estabelecida a partir do trabalho de Marie e colaboradores (2001),
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NopA, NopB, NopC, NoplJ, NopL, NopM NopP, NopT ¢ NopX (Viprey et al., 1998;
Bartsev et al., 2003; Marie et al., 2003; Ausmees et al., 2004; Bartsev et al., 2004; Deakin
et al., 2005; Saad et al., 2005; Skorpil et al., 2005; Dai et al., 2008; Kambara et al., 2008),
NopA e NopB foram descritas como importantes na formacao do pilus para a secrecdo de
proteinas efetoras, como, no caso, NopL e NopX. Com a descoberta das fun¢des de todas
essas proteinas extracelulares estd sendo possivel aprender mais sobre o modo de agdo das
proteinas efetoras em bactérias simbiontes e tragar um paralelo com proteinas de
viruléncia, secretadas via T3SS em bactérias patogénicas.

No recente trabalho de Okazaki e colaboradores (2009) testes de nodulagao foram
realizados com a bactéria B. elkanii USDA61 de tipo selvagem ¢ dois mutantes
construidos, um para o gene rhcC2 e outro para o gene rhcJ, tendo plantas de soja,
variedades Clark rjl1 e Hill (Rj4), M. atropurpureum e Vigna radiata, variedades CN36 ¢
KPS1, como plantas hospedeiras. Foi analisado o ntimero de nodulos 25 dias apds o
indculo das bactérias e as linhagens mutantes foram comparadas com a bactéria de tipo
selvagem. Foi observado em M. atropurpureum que os mutantes induziram um numero
menor de noédulos, porém, estes se apresentaram maiores que os induzidos pela bactéria de
tipo selvagem. Ja na variedade CN36 de V. radiata as trés bactérias ndo apresentaram
diferencas significativas em relagdo ao numero de nodulos. A variedade KPS1 de V.
radiata, no entanto, apresentou a formagdo de nddulos apenas nas plantas inoculadas com
as bactérias mutantes. As variedades de soja Hill e Clark rjl sdo caracterizadas
genotipicamente como Rj4Rj4 e rjlrjl, respectivamente. A variedade Hill ndo formou
nédulos com a bactéria de tipo selvagem, mas sim com as bactérias mutantes. Em
contraste, a cultivar Clark rj1 foi nodulada pela bactéria de tipo selvagem com maior
eficiéncia. O alelo dominante Rj4 de soja ¢ muito difundido entre as cultivares de soja da

regido do Sudeste da Asia e ¢ responsavel por uma resposta de nodulacdo ineficiente com
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B. elkanii USDAG61. Entretanto, os mutantes testados no trabalho de Okazaki e
colaboradores (2009) foram capazes de induzir a formagdo de ndédulos na cv. Hill, que
possui o alelo Rj4. Ja o contrario ocorreu com as plantas da cv. Clark, normalmente
noduladas pela linhagem B. elkanii USDA61. Os mutantes, nesse caso, perderam a
capacidade de induzir a formagao de nédulos. Esse trabalho ressaltou, entao, a importancia
da capacidade da planta hospedeira em reconhecer os fatores da bactéria na interagao, para
que ocorra uma nodulagao eficiente.

Como comentado anteriormente, nos testes realizados com a linhagem mutante de
B. elkanii SEMIAS587 para o gene ttsl, a cv. Peking apresentou um numero
significativamente menor de nédulos quando inoculada com a bactéria mutante, enquanto
que a cv. McCall ndo apresentou diferenca entre as duas linhagens testadas. Essas
discrepancias entre as cultivares poderiam ser justificadas devido a diferencas existentes
entre elas. A cultivar Peking ¢ uma cultivar antiga e de origem asidtica, enquanto que a
McCall ¢ mais moderna e de origem norte-americana. Devine e Kuykendall (1996)
relataram que cultivares de soja de origem asiatica e com o gen6tipo Rj4, como € o caso da
cultivar Peking, sdo ineficientes na nodulagdo com determinadas linhagens de B. elkanii.
Essa situagdo ndo ¢ observada com cultivares de soja mais modernas e de origem norte-
americana, como ¢ o caso da cv. McCall (cujo genotipo nao é conhecido). Meinhardt e
colaboradores (1993) demonstraram que a linhagem USDA257 de S. fredii de tipo
selvagem, uma bactéria de origem asiatica, apresentou respostas bem diferentes em relagao
a essas mesmas cultivares de soja (Peking e McCall), sendo eficiente na formacgao de
nédulos com a cv. Peking e incapaz de induzir a formag¢do de nddulos na cv. McCall
(Meinhardt et al., 1993; Pueppke et al., 1998). No entanto, outras linhagens de S. fredii
foram eficientes na nodulacdo e fixagdo de nitrogénio em ambas as cultivares (Pueppke et

al., 1998). No caso da linhagem USDA257 de S. fredii o 16cus génico nolXWBTUV foi
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descrito como sendo o responsavel pelo fenotipo de nao nodulagdo da cv. McCall, uma vez
que esse locus, além de estar associado ao T3SS nessa bactéria, ¢ conhecido, também,
como lécus de especificidade de hospedeiro (Viprey et al., 1998).

Através do sequenciamento de uma regido compreendendo a por¢do 5’ do gene ttsl
de B. elkanii SEMIAS587 foi possivel a identificagdo do elemento Cis tts-box, posicionado a
45 pb do sitio de inicio da tradugdo (ATG). Essa sequéncia mostrou-se conservada com a
sequéncia consenso para este elemento. Em toda a regido sequenciada, no entanto, nao foi
possivel a identificagdo de nenhum outro elemento Cis regulatorio.

A descoberta do tts-box na regido promotora do gene ttsl surgiu de forma
inesperada, pois em todos os rizobios até agora estudados e que possuem o T3SS, o
elemento presente na regido promotora deste gene ¢ o nod-box (Viprey et al., 1998; Krause
et al., 2002; Marie et al., 2004; Lopez-Baena et al., 2008). Inclusive, o trabalho que
descreve o sequenciamento do agrupamento de genes do T3SS na linhagem USDAG61 de B.
elkanii (Okazaki et al., 2009) ndo menciona a presenga deste elemento CiS na regido
promotora do gene ttsl, e, sim, um de um elemento nod-box localizado duas ORFs a
montante (Upstream) do gene ttsl. Desta forma, a andlise da funcionalidade da sequéncia
tts-box como promotor se fez necessaria, uma vez que esta caracteristica se mostrou
exclusiva de B. elkanii SEMIAS587.

No presente trabalho foram isolados os promotores dos genes ttsl e nopC (ambos
contendo o tts-box), além do promotor do operon NnodABC, contendo o nod-box. Essas
regioes foram fusionadas ao gene reporter gfp sem a regido promotora e foram testadas
quanto a indugdo por flavonoides nas linhagens de B. elkanii SEMIAS587 de tipo selvagem
e mutante para o gene ttsl. Foram utilizados trés flavonoides e as leituras foram realizadas
apos 24 horas de indugdo. Os resultados obtidos demonstraram a indugdo por flavonoides

nos trés promotores testados, para a linhagem de tipo selvagem. A linhagem mutante,
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como esperado, ndo apresentou a ativagdo dos promotores tts-box. Surpreendentemente, a
construgdo com o nod-box apresentou uma resposta diferente na linhagem mutante, em
relagdo a obtida com a linhagem de tipo selvagem. Esse resultado ndo era o esperado
porque a mutacao criada (no gene ttsl) foi em um gene situado em uma posi¢ao posterior
na cascata de ativagdo que foi proposta para os outros rizobios (Krause et al., 2002; Marie
et al., 2004), na qual o gene nodD1 ¢é ativado na presenca dos flavonoides e a proteina
resultante (NodD1) ¢ responsavel pela ativacdo do gene ttsl. Portanto a ativacdo dos genes
nod seria dependente somente de NodDI1, ndo tendo relagdo aparente com a proteina
ausente no mutante (TtsI).

Os ensaios de expressdo realizados em B. japonicum USDA110 com genes do
T3SS fusionados ao gene reporter lacZ, com a bactéria de tipo selvagem e mutante para o
gene ttsl, levaram a identificagdo de caracteristicas importantes da proteina Ttsl nesta
bactéria (Krause et al., 2002). Quando a bactéria de tipo selvagem foi multiplicada com
genisteina, os genes ttsl, nopL, rhcV, nolU e id205 foram induzidos. Foi verificado,
também, que a expressdo dos genes nopL, rhcV era dependente da proteina Ttsl, uma vez
que a expressdo foi diminuida quando as fusdes foram testadas na linhagem mutante para o
gene ttsl. Surpreendentemente, os mesmos genes mencionados anteriormente, mesmo nado
sendo precedidos por um nod-box sio regulados por NodW e NodD, de forma dependente
de flavonoides (Krause et al., 2002). Foi, entdao, proposto um modelo para a ativagao dos
genes do T3SS em B. japonicum USDA110, no qual os produtos dos genes nodD1 e nodW
sdo responsaveis pela ativacao da transcri¢do do gene ttsl. O produto deste gene, por sua
vez, ira se ligar nas regides especificas dos promotores dos genes por ele regulados, no
caso os elementos Cis tts-box, localizados na regido promotora dos genes do T3SS. E
importante ressaltar que a proteina NodW, em B. japonicum, é um importante regulador

dos genes de nodulagdo e faz parte de sistemas de dois componentes (com NodV),
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responsivos a flavonoides (Gottfert et al., 1990; Gottfert et al., 1992; Loh et al., 1997),
regulador este que ndo possui fungdo em Rhizobium sp. NGR234. A espécie B. elkanii, que
ndo possui a sequéncia completa do seu genoma sequenciada ndo teve estudos de
regulacao neste nivel, portanto, seria de extrema importancia a elucidagao de componentes
como NodVW, que poderiam estar influenciando o modo de ativa¢ao do T3SS.

A ativagdo das regides promotoras contendo o tts-box de ambos os genes (ttsl e
nopC) na linhagem de tipo selvagem apresentou resposta de forma similar, em relagdo aos
flavonoides preferencialmente utilizados. Os dois flavonoides de soja, daidzeina e
genisteina, foram eficientes na ativagdo dos promotores. Os trés flavonoides, incluindo
apigenina, no entanto, foram capazes de induzir a ativacdo dos promotores, € por
consequéncia, aumentaram a atividade da Gfp, que pode ser detectada através de
fluorescéncia. Em relagdo ao promotor contendo o elemento Cis nod-box, do operon dos
genes NOJABC, as bactérias que foram induzidas por apigenina e genisteina apresentaram
um maior grau de ativagdo do que as bactérias induzidas com genisteina, porém, todos os
flavonoides apresentaram indugdo da atividade de Gfp quando comparados com o controle
negativo (etanol).

A sequéncia correspondente a regido promotora do gene nopC, que contém o tts-
box, foi escolhida para a analise para que houvesse a compara¢do com o outro tts-box,
anteriormente isolado, da regido promotora do gene ttsl. Ambos os elementos se
mostraram conservados com a sequéncia consenso para o tts-box de outros rizobios. De
maneira geral, os elementos responderam de forma semelhante a indugdo por flavonoides,
quando testados na bactéria de tipo selvagem.

A hipotese que surge ao analisar os resultados obtidos para os promotores contendo
o tts-box na bactéria mutante é que a de que a proteina Ttsl, quando presente, poderia se

ligar ao tts-box para a ativagdo da transcricdo dos genes. Assim, na auséncia dessa proteina
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o promotor ndo vai responder ao estimulo dos indutores (flavonoides). Em Rhizobium sp.
NGR234 um mutante contendo uma dele¢ao no gene ttsl foi testado quanto a ativagao do
promotor do gene nopB, que contém o tts-box, apos a indu¢do com apigenina. De forma
semelhante a que ocorreu em B. elkanii, a atividade de Gfp nessa situagdo se reduziu aos
niveis dos controles negativos (Wassem et al., 2008). Nesse trabalho, além do mutante ttsl
foram testadas mutagdes no tts-box. Na bactéria de tipo selvagem tais mutagdes também
reduziram a atividade de Gfp ao nivel do controle negativo. Esse estudo permitiu a
identificagdo dos nucleotideos essenciais para a atividade do tts-box em Rhizobium sp.
NGR234. Ensaios de retardamento em gel demonstraram, também, a ligacdo da proteina
Ttsl no tts-box de Rhizobium sp. NGR234 (Wassem et al., 2008).

Em B. japonicum USDA110 foi medida a atividade do promotor do gene nopB e
diversas mutagdes de nucleotideos da sequéncia do tts-box deste gene foram promovidas,
com o objetivo de testar quais nucleotideos eram essenciais para a ativagdo do promotor
(Zehner et al., 2008). Foram utilizadas fusdes com o gene resporter lacZ e a indugao foi
realizada apds a adi¢do de genisteina. Conforme o estudo, a atividade do promotor foi
diretamente relacionada com a sequéncia consenso do elemento Cis e dependente da adigdo
do indutor.

Em uma abordagem diferente, a ativacdo do gene ttsl foi medida em S. fredii
HH103 e foram definidos os flavonoides que melhor induziram o gene, através da
atividade do gene reporter lacZ (Lopez-Baena et al., 2008). Nesse trabalho, os flavonoides
daidzeina, genisteina, apigenina, coumestrol e morina se mostraram mais eficientes na
ativacao do gene ttsl nesta bactéria. Interessantemente, a adigdo de copias extras do gene
ttsl induziram uma expressdo constitutiva dos genes nopX, rhcJ e nopA, mesmo sem a
adigdo de flavonoides. No entanto, a adi¢do de copias extras do gene nodD1 nao foi capaz

de induzir constitutivamente o gene ttsl. E apesar de uma expressdo constitutiva, a adigao
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das copias extras de ttsl ndo levaram a uma maior quantidade de proteinas secretadas, o
que levou a sugestdao de que exista algum outro nivel de regulacdo posterior a transcricao,
nesta bactéria (LOpez-Baena et al., 2008).

Ainda ndo estd claro como ocorre a regulagdo dos genes do T3SS em B. elkanii
SEMIAS87, porém alguns elementos importantes para esta regulacdo foram desvendados
nesse trabalho: os flavonoides sdo capazes de induzir a expressdo dos genes do T3SS;
genisteina induz a secre¢@o de pelo menos duas Nops (NopA e NopL); a linhagem mutante
para o gene ttsl é incapaz de secretar estas mesmas Nops, mesmo apds a indugdo com
genisteina; a regido promotora do gene ttsl possui um tts-box, e este ¢ ativo e responde a
indugdo por flavonoides. Dessa forma, a transcrigdo do gene ttsl em B. elkanii SEMIAS87
parece estar sendo auto-regulada: a auséncia da proteina Ttsl ligada ao tts-box resulta na
falta de transcricdo do gene ttsl. Além disso, testes de nodulagdo com trés diferentes
plantas leguminosas demonstraram que o T3SS em B. elkanii SEMIAS587 também possui a
caracteristica de dependéncia de hospedeiros, como em outros rizobios estudados (Viprey

et al., 1998; Krause et al., 2002; Lopez-Baena et al., Okazaki et al., 2009).
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7 Consideracgoes finais

A importancia de bactérias diazotroficas e suas relagdes com as plantas ja foram
amplamente discutidas em diversos trabalhos. Entre estas bactérias encontra-se um grupo
mais intimamente relacionado com as plantas, que sdo os rizobios. Os rizobios possuem a
capacidade de induzir a formag¢ao de um novo 6rgao pela planta hospedeira, chamado de
nodulo, no qual a bactéria ira se localizar e, apds a perda da membrana, se transformara em
bacteroide. Dessa forma, a bactéria inicia o processo de fixagdo biologica de nitrogénio,
fornecendo a planta o composto fixado. Esse processo ¢ especifico se da de forma
especifica, isto ¢, em plantas e bactérias que possuam reconhecimento mutuo. O
reconhecimento se faz através da liberacdo de compostos fenolicos (flavonoides) pelas
raizes das plantas, que sdo reconhecidos como sinalizadores pelas bactérias, que, entdo,
iniciam a transcricao de genes de nodulagdo que, por sua vez, irdo ser reconhecidos pela
planta. Apods esse “didlogo molecular” inicial uma série de eventos na raiz da planta
promove a entrada da bactéria por uma brecha de infeccdo, guiando as bactérias para o
novo 6rgao formado, o nddulo. Os principais fatores na troca de sinais entre os parceiros
de simbiose sdo os flavonoides liberados pelas raizes das plantas e os fatores Nod,
produzidos pelos produtos dos genes de nodulagdo das bactérias. Outros fatores, porém,
também sdo essenciais, principalmente no que diz respeito ao espectro de plantas
hospedeiras em que um determinado rizébio pode induzir a formagdo de nodulos. Entre
esses fatores adicionais se encontra o Sistema de Secre¢ao do Tipo III (T3SS). O sistema ¢
capaz de secretar proteinas efetoras diretamente no citoplasma da célula vegetal hospedeira
e, dessa forma, interagir com a maquinaria de resposta de defesa das plantas, aumentando a
eficiéncia da nodulagao.

Dentre os rizobios ja estudados, a maioria apresenta 0s genes previstos para um

T3SS funcional, além de genes que codificam proteinas secretadas. Na bactéria B. elkanii o
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primeiro trabalho descrevendo o T3SS surgiu somente em 2009 (Okazaki e colaboradores),
com um atraso de mais de uma década em relagdo a trabalhos com Rhizobium sp. NGR234
(Viprey et al., 1998) e B. japonicum USDA110 (Gottfert et al., 2001; Krause et al., 2002).
Apesar de diversos trabalhos com o T3SS em rizdbios ja terem sido realizados algumas
questdes ainda permanecem sem respostas, como, por exemplo, qual o periodo da simbiose
no qual o sistema estd funcional, qual o “alvo” das proteinas efetoras na célula vegetal e,
ainda, como ocorre a regulacdo da expressao dos genes do T3SS.

Em relagdo a regulagdo da expressdo dos genes, uma proteina aparece como
principal entre os reguladores do T3SS em rizobios, a proteina Ttsl. Esta Tese teve como
objetivo o estudo desta proteina em B. elkanii SEMIAS587. Os objetivos especificos
incluiram a criacdo de uma linhagem mutante para o gene ttsl, com a qual testes de
nodulagdo e secrecdo de proteinas foram realizados e o estudo da transcricdo de regides
promotoras contendo o motivo de ligagdo desta proteina (tts-box) nas linhagens selvagem e
mutante na presenca de diferentes flavonoides. Com esses experimentos pode-se entender
um pouco mais a respeito da regulagdo realizada por esta proteina na ativagao dos genes do
T3SS em B. elkanii SEMIAS87.

Trabalhos realizados com proteinas Ttsl de diferentes rizobios tém abordado os
diferentes aspectos da regulagdo desta proteina e o envolvimento na ativagdo dos genes do
T3SS (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004; Lopez-Baena et al., 2008; Wassem et al.,
2008). Um dos primeiros e mais importantes achados relacionados com a Ttsl foi a
sequéncia consenso de ligagdo, tts-box, localizada nas regides promotoras dos genes
controlados por essa proteina (Krause et al., 2002). Essa sequéncia se mostrou conservada
nos diversos rizobios estudados e, a partir disso, buscas nos genomas puderam encontrar
esse elemento, identificando quais os genes poderiam ser controlados por essa proteina

(Marie et al., 2004; Sip et al., 2006; Zehner et al., 2008). Nesta Tese, o elemento Cis tts-
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box foi obtido através da amplificagdo de regides promotoras de genes do T3SS (ttsl e
nopC). Testes de expressdo desses promotores apds a inducao por flavonoides
demonstraram a capacidade de resposta aos indutores testados. Esses resultados estdo de
acordo com o que foi estudado em outros rizobios (Krause et al., 2002; Lopez-Baena et al.,
2008; Wassem et al., 2008; Zehner et al., 2008). Porém, a inducibilidade do T3SS néo foi
observada em B. elkanii USDAG61, em testes de secre¢do de proteinas (Okazaki et al.,
2009). Além de inducdo das regides promotoras, testes de secre¢ao de proteinas foram
realizados e foi demonstrado, nessa Tese, que as proteinas secretadas (Nops) foram
detectadas somente apods a indugdo com o flavonoide genisteina.

A linhagem mutante obtida nesse trabalho permitiu estudos comparativos entre as
bactérias, de forma a caracterizar parcialmente a fungdo do gene ttsl em B. elkanii
SEMIAS587. Em relacdo a secre¢do de proteinas, a bactéria mutante foi incapaz de secretar
as Nops testadas (NopA e NopL), mesmo apos a indugdo com o flavonoide genisteina, nas
mesmas condi¢des utilizadas para a bactéria de tipo selvagem. A falta de Nops em
mutantes para o gene ttsl também foi descrita em S. fredii HH103 (Lopez-Baena et al.,
2008). Porém, apesar de aparentemente todo o T3SS estar comprometido no mutante aqui
descrito, uma vez que este ¢ deficiente em Nops, os resultados obtidos em testes de
nodulagdo apresentaram um padrio de dependéncia do hospedeiro, como ja foi descrito
para o T3SS de outras bactérias. A bactéria mutante apresentou um fenétipo de diminuicao
no nimero de ndédulos com uma das cultivares de soja testada (Peking), enquanto que para
a outra cultivar testada (McCall), um resultado diferente foi obtido (fendtipo neutro). Esses
resultados também estdo de acordo com o que foi descrito para mutantes para o gene ttsl de
outros rizobios (Viprey et al., 1998; Krause et al., 2002; Lopez-Baena et al., 2008). As
outras plantas testadas (Macroptilium atropurpureum ¢ Vigna unguiculata) também

apresentaram fenotipos neutros quando comparadas com a linhagem de tipo selvagem.
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A linhagem mutante para o gene ttsl também apresentou resultados diferentes, em
relagdo aos testes de transcrigdo, quando os vetores de fusdo com o gene gfp foram
utilizados nessa linhagem. Da mesma forma que na linhagem de tipo selvagem, as
bactérias foram multiplicadas na presenca de flavonoides e o nivel de expressao da Gfp foi
medida. Com a bactéria mutante ndo houve ativacao das regides promotoras, contendo o
tts-box. Esse resultado era esperado, uma vez que se a bactéria ndo produz a proteina Ttsl,
a taxa de transcri¢do dos genes por ela controlados deve ser menor, ja que, em outras
bactérias, foi demonstrado que esta proteina se liga nas regides que contém o chamado tts-
box (Wassem et al., 2008).

Ainda restam questdes em relagdo a regulagdo do T3SS e da atividade da Ttsl em
B. elkanii, principalmente apds a descoberta da sequencia consenso tts-box na regido
promotora do gene ttsl. Nesta Tese foi demonstrado que essa regido ¢ ativa e responsiva a
flavonoides, o que gera questdes sob a regulagdo da transcri¢do desse gene em B. elkanii
SEMIAS587. Nos demais rizobios que possuem o T3SS, a regido promotora do gene ttsl
possui o elemento cis nod-box, e, dessa forma, foi visto que a regulacdo da transcri¢do
desse gene é dependente de NodD1 e flavonoides (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004;
Wassem et al., 2008). Entretanto, um elemento cis nod-box ndo foi localizado na regido
promotora do gene ttsl de B. elkanii SEMIAS87 e, levando-se em conta que em B.
japonicum USDA110 ainda existe a regulagdo por NodW, ¢é de se esperar que a regulagdo
do T3SS em B. elkanii SEMIAS587 possa ainda estar sofrendo uma influéncia de fatores
ainda nao descritos.

Com o término desta Tese, apds quatro anos dedicados ao estudo da bactéria B.
elkanii SEMIA587 em relagdo a sua interacdo com as plantas hospedeiras, o papel do
T3SS, através do estudo da proteina reguladora da transcricao Ttsl, ficou, de certa forma,

um pouco mais conhecido para esta linhagem bacteriana. A bactéria induz o T3SS apos o
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reconhecimento da presenca de flavonoides (no caso genisteina), secretando proteinas
(Nops) que servem de sinalizagdo para a interacdo com a planta hospedeira e para a
formagdo do um pilus caracteristico do sistema. Apos a secre¢ao das Nops, as bactérias
entram nas chamadas brechas de infec¢do, que direcionam as bactérias ao nodulo que esta
sendo formado.

Para complementar o conhecimento adquirido nesta Tese ainda ¢ necessaria uma
melhor caracterizagdo genética da bactéria B. elkanii, uma vez que o conhecimento
existente do genoma dessa espécie ¢ bastante incompleto e sequer se sabe da presenca de
genes importantes como, por exemplo, NodW e nodV. Como complementagdo do estudo
realizado, a utilizacdo de um mutante para o gene nodD1 poderia responder a questdes
como, por exemplo, se esse ativador (NodD1) estaria envolvido na ativacdo da transcrigao
do gene ttsl, como ocorre em outros rizobios, juntamente com os flavonoides. Ainda, a
busca de sequencias a montante (Upstream) do gene ttsl com caracteristicas do motivo de
ligagdo da proteina NodD1 (nod-box) para a caracterizagdo da regulagdo dos genes nesta
bactéria, se faz necessaria. Ensaios de liga¢dao da proteina Ttsl de B. elkanii SEMIA587
nos tts-box obtidos nesta Tese serdo necessarios para a completa demonstragao de
atividade dessas regides. Uma complementac¢ao da linhagem mutante (ttsl) com o gene ttsl
selvagem também deve ser realizada.

Testes de nodulacdo com cultivares brasileiras de soja e ainda outras plantas
leguminosas serdo realizados, com o intuito de verificar a importancia do T3SS e das

proteinas secretadas, para outras leguminosas hospedeiras.
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ABSTRACT

Bradyrhizobium efkanii SEMIASET is a symbiotic nitrogen-fixing bacterium that induces
nodule formation in soybean and is largely wsed in Brazilian commercial inoculants.
Among the molecular signals that are important to the interaction between the symbiotic
bacteria and plants are Nod factors, secreted by the bacterium in response to flavonoid
compounds, released by plant roots. Besides Nod factors other rhizobial signals are
produced in response to flavoneids, such as proteins secreted by a type 111 secretion system
(T355). Rhizobial T3SS are activated by the transcription regulator Ttsl. Ttsl has been
shown to bind to sequences present in the promoter regions of some of the T355 genes via
a conserved sequence called the rrs-box. To study the role of the T35S of B elkanii
SEMIASET, rref was mutated. Protein secretion and flavonoid induction analysis, as well as
nodulation tests were performed with the wild type and mutant strains. The results obtained
showed that B. elkanti SEMIASET secretes at least two proteins through its T355 (NopA
and NopL), after genistein induction, while the rrsl mutant strain was unable to secrete
these Mops. Unusually for rhizobia, the promoter region of B. eltanii SEMIASET sl gene
contains a srs-box, which is responsive to flavonoid induction and to which TtsI can bind.
Nodulation tests performed with three different leguminous plants showed that B. elfanii
SEMIASET T35S displayed host-dependent characteristics; in particular nodulation of two
soybean cultivars, Peking and EMBRAPA 48, was more efficient if the B. elkamii T355

was functional.

INTRODUCTION
Type 3 secretion systems ( T355) are specialized machines for protein secretion that

are used by many Gram-negative bacterial strains. This apparatus is formed by about 20
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proteins, many of which are homologous to proteins of the flagellum’s biosynthe sis. When
not used for flagella assembly a T35S functions to deliver proteins (called effectors)
directly into the cytosol of eukaryotic cells (Pallen et al. 2003). T355s were first thought to
be exclusive of pathogenic bacteria (Hueck, 1998), but after the sequencing of the
symbiotic plasmid of Rhizebiwn sp. NGR234 homologous sequences to genes that encode a
T35S and possible effectors were found (Freiberg et al. 1997). Later it was shown that the
system in this bacerium was complete and functional (Viprey et al 1998, and that it was
involved in the host range nodulation in Rhbizebfum sp. NGR234 as well as in
Sinorhizobium fredit USDA25T (Krishnan et al. 1995; Viprey et al. 1998). The proteins
secreted by T35S of rhizobia are termed nodulation outer proteins (Mops) and can have
different roles, depending on the host plant. Some effectors Nops can enhance nodulation in
specific leguminous plants whilst in others Nops may be recognized as virulence factors,
decreasing the nodule formation (Viprey et al. 1998; Krshnan et al. 2003; Bartsev et al.
2003; Bartsev et al. 2004; Skorpil et al. 2003).

In rhizobia the T3SS is activated by the NodD1 protein in a flavonoid dependent
manner. NodD1 activates the expression of the transcriptional activator Ttsl by binding to
the nad-box in the promoter region of its gene (1rsl). A nod-box element has been identified
in the promoters of all #sf genes studied (Viprey et al. 1998; Krause et al. 2002; Marie et al.
2003; Marie et al. 2004; Lopez-Baena et al. 2008; Wassem et al. 2008). Whereas no rod-
box sequences are found in the promoter regions of other genes encoding the system,
instead a different cfs element was identified and named by Krause et al. (2002) as a ris-
box. Tisl activates the transcription of the other T38S8 related genes, by binding to the
consensus fs-box sequence, nntcGTCAGettntcGaaAGetagneenntannnnn (Krause et al.

2002: Marie et al. 2004; Lopez-Baena et al. 2008; Wassem et al. 2008; Zehner et al. 2008).
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Caopies of this consensus sequence have been found in the promoter regions of the T385
cenes of Rhizebinm sp. NGR234 (Marie et al. 2004, Wassem et al. 2008), B. japonicum
USDA110 (Krause et al. 2002; Zehner et al. 2008), 5. fredii HH103 and 5. fredii USDA257
{Lépez-Baena et al. 2008; Krause et al. 2002).

TtsI has homology to the DMA binding response regulators of two-component
regulatory systems (Viprey et al 1998; Marie et al. 2004; Wassem et al. 2008, Such
regulators are usually activated by their kinase partner sensor that transfers a phosphoryl
croup to an aspartate residue in the regulator, leading to a conformational change that
activates this protein. Once phosphorylated the regulator protein binds o cis elements
located in the promoter region of genes that are required to process the environmental
signal that is sensed by the sensor partner. Tisl, however, has a glutamate residue instead of
the conserved aspartate. It has already been shown that this type of substitution leads to a
constitutive activation of the regulator protein, without the need of its partner sensor (Lan
and Igo 1998). It has thus been proposed that Tts] could act as a transcriptional activator
independently of phosphorylation by the kinase partner sensor (Marie et al. 2004; Wassem
et al. 2008). Thus, transcription of T3S5 genes would be dependent on the NodD1
activation of the sl gene, in the presence of the specific flavonoid compound released by
the host plant {Kobayashi et al. 2004; Marie et al. 2004; Wassem et al. 2008),

Modulation of soybean can be induced by various rhizobial strains possessing T35S,
Mutation of the T355 of B japenicum USDAT10 led to a delay in nodule formation by
Glyeine max cultivar Williams (Krause et al. 2002, Similarly a functional T355 in 8. fredii
HH103 enhanced nodulation of various soybean cultivars (Lépez-Baena et al. 2008). The

T3SS of § fredii USDA25T has varying effects on nodulation of soybean cultivars. On
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cultivar Peking an active T35S improves nodulation, whereas the T355 must be mutated to
allow nodulation of cultivar McCall (Meinhardt et al. 1993),

In Brazil, Bradvrhizobiwm elkanii is successfully used in the formulation of
commercial inoculants o increase soybean yields and, together with B. japoricum, it fully
supplies the plant nitrogen demands. Nowadays, only four B. japonicien and B. elkanii
strains are used in the formulation of Brazilian’s commercial inoculants and they have
resulted in an established population in most soils cropped with soybean (Ferreira et al.
2000, Of those recommended strains, SEMIASET and SEMIAS019 belonged to the B.
elkcanii species, while SEMIAS080 and SEMIAS0TY belonged to the B. japonicum species
(Rumjanek et al. 1993).

Genomic hybridizations performed by Viprey et al (1998) have shown that T358
homologues were present in B. elkanii USDAT6, however, a 47.1 kb sequence of T358
cluster from B. eltanii USDAG] was only recently obtained by Okazaki et al (2009)
Creation of T355 mutants of this strain showed that it had a host-dependent nodulation
phenotype — a functional T35S improved nodulation of cultivar Clark but blocked
nodulation of cultivar Hill (Okazaki et al. 2009). Characterization of the DNA sequence in
the T355 locus of B. elbarii USDAG] showed that it possessed sl (preceded by a nod box)
as well as numerous res boxes upstream of key genes encoding T355 compeonents. Despite
containing all the elements required for flavonoid-based induction of protein secretion, this
was not observed and the presence of flavonoids in the growth medium had no effect on
protein secretion (Okazaki et al. 2009),

In this work we investigated the role of the T355 in the agronomically important
Brazilian (soybean) inoculant B elkanit SEMIASST. Identification of #sl and other T355-

encoding genes permitted the creation of T355 mutant strains. Their effects on nodulation
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of soybean cultivars {and other legumes) known to differentially respond to rhizobial T355
as well as a Brazilian soybean cultivar was assessed. Characterization of Tisl of B. elkanii
SEMIASET showed it (and hence the T355) to be induced by flavonoids produced by
soybean. The identification of a functional rs box upstream of rsl revealed an unusual

regulatory mechanism not present in other T355-possessing rhizobia,

RESULTS
Cloning of DNA sequences from the T35S of B, elkanii SEMIASSTY

A PCR-based approach was used to amplify the coding sequence of sl gene from
B elkanii SEMIASST genomic DNA. The DNA sequences of all rhizobial rsl genes were
aligned and used to design specific primers for PCR. A product of the expected size
{approximately 350 bp) was generated, cloned and verified to be highly homologous to rsf
by DNA sequencing (data not shown). The rrsl fragment was used to create a srsf mutant by
disrupting the gens with an omega (€2) cassette (see Material and Methods for more
details). The phenotype of the mutant was subsequently characterized (see below).

The tesl promoter region was accessed by chromosome walking, using the Site-
Finding-PCR. approach (Tan et al. 2005). By sequence analysis we were able to identify a
potential rrs-box cis element 45 bp upstream of the beginning of the sl coding region (Fig.
1). No nod-box motif was detected, but as the length of the sequence obtained was only 200
bp. it is possible that a rod-box motif could be present distally in the promoter region of
this gene, as for other rhizobial species (Krause et al. 2002; Léopez-Baena et al. 2008). The
presence of the trs-box motil in the promoter region of the B. elkanii SEMIASRT wsl pene
was unexpected, since this element was not identified in others msl promoters regions

already described.
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A second frs-box was also isolated, from the promoter of a gene shown in other
thizobia to be under Ttsl/ws-box control (Wassem et al 2008). The mopC wrs-box (39 bp
upstream of the beginning of the nopC coding region) was obtained by PCR, using primers
designed from the corresponding gene sequences of B. eltanii USDAG] (see Material and
Methods for more details). DINA sequence analysis confirmed the correct amplification of a

rrs-box (Fig. 1),

The flavonoids genistein and daidzein were able to induce GFP expression from both
nopC and #651 #s-box elements

The promoter sequences of both ropC and sl genes were subcloned into pPROBE
NT vector (Miller et al. 20007, and conjugated into B. elkardi SEMIASET wild type and s/
mutant strains, in order to test their transcription activation activities in the presence or
absence of flavonoids. The flavonoids used to induce gene expression were genistein and
daidzein, which are flavonoids known to be released by soybean. After 24 h of induction,
B elkanti SEMIASET wild type strain showed an elevated GFP expression only in the
presence of the flavonoeids for both ws-box promoter sequences. B, elkanit SEMIASET 1l
mutant strain, however, did not display any GFP activity, even after the induction with the

same flavonoids (Fig. 2).

Electrophoretic Mobility Shift Assay

As the presence of a rs-box in the upstream region of the B. elkanii SEMIASET 5]
cene was unusual we decide to verify its functionality also through the binding of the Tisl
protein in this sequence. To achieve this result an Electrophoretic Mobility Shift Assay

(EMS5A) was performed using the B. elkanii Tisl protein present in the crude extract of E.
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colt BL21 {carrying the trsf gene cloned into a pET-23a expression vector) and the rrs-box
of the sl gene identified in this work. Figure 3 shows that the DNA fragment containing
the rrs-box from the promoter region of the B. efkanii SEMIASET wsl gene had its
migration rate delayed when it was incubated with two different amounts of the extract
containing the TisI protein (Fig. 3, lanes 2 and 3). while when this same fragment was
incubated with a crude extract of E coli BL21 carrying the empty vector no difference in
its migration rate was observed (Fig. 3, lane 4). Therefore Tisl is able to recognize and bind

{0 the rrsd promoter sequence, most likely via the rrs-box,

Inactivation of & sl abolishes Nops secretion

The results of the GFP activity experiments showed that both daidzein and genistein
could activate T3SS genes and that Ttsl was required, since no induction was seen in the
its] mutant. We thus tested whether these flavonoids could cause T355-dependent protein
secretion by B. elkanii SEMIASET and whether this was absent in the B. elkanii SEMIASET
ttsl. Cultures of both strains were induced with genistein and secreted proteins isolated (see
Materials and Methods). The secreted protein extractions were separated via SDS-PAGE
but silver-staining of these gels gave inconclusive results. Identical gels were then blotted
onto membranes and tested against antibodies raised against known T3SS5-secreted
proteins, NopA and NopL of Rhizebinm sp. WGR234, Secretion of these two Nops was
observed by the wild type strain in the presence of genistein, but the rrsf mutant failed to

secrete both Nops, even after flavonoid induction (Fig. 4).

Nodulation tests showed a B. elkanii host-dependent phenotype
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1 As previously demonstrated the T35S of several rhizobial strains displayed a host-
2 dependent phenotype (Viprey et al, 1998; Krause et al. 2002; Okazaki et al. 2009). Since
3 the srsl mutant of B efkanii SEMIASET was blocked for T3SS activity, comparison of this
4 mutant and wild type in nodulation tests permitted analysis of the role of the B. elkanii
3 SEMIASET T355 in symbiosis. Three soybean cultivars, McCall, Peking, and EMBRAPA
6 48, as well as Macroprilim atropurpurenen (siratro) and Vigna unguiculata (cowpea) were
7 tested. Soybean cultivars McCall and Peking were used since it was shown that they have
8  different response concerning to the Sinorhizobiim fredii USDA257 T35S (Meinhardt et al.
9 1993) EMBRAPA 48 is a modern commercial soybean cultivar extensively used by
10 Brazilian soybean producers. Siratro and cowpea were used due to observed effects of the
11 B japoniciwm USDA110 T35S5 on these legumes (Krause et al., 2002),
12 Module numbers formed were assessed 14 and 28 days after plant inoculation with
13 the wild type and rsl mutant strains (Fig. 5). For the soybean cultivars Peking and
14  EMBRAPA 48 higher nodule numbers were observed when these plants were inoculated
15 with the wild type strain relative to the rrel mutant. No significant differences in nodule
16 number were observed with the soybean cultivar McCall and siratro. With cowpea
17 however, although no differences were observed 14 days post inoculation, by 28 days the
158 wild-type had induced significantly more nodules (Fig. 3).
19
20 DISCUSSION
21 T35S have been characterized from several rhizobial species and have been shown

22 to be important determinants of host range. These T355 are functional and capable of
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key inoculant with soybean and other leguminous plants. The sequencing of the res cluster
of B elcanii USDAG] showed it possesses many of the characteristics of other rhizobial
T355s (Okazaki et al. 2009),

Generally rhizobial T355 are controlled by NodD1 and activated upon flavonoid
perception (Kobayashi et al. 2004; Marie et al. 2004; Wassem et al. 2008), NodD1 induces
the T355-specific regulator, resl, via a nod-box in the promoter of rsl (Viprey et al. 1998;
Kravse et al. 2002; Marie et al. 2004; Lopez-Baena et al. 2008, Wassem et al. 2008). Tisl is
able to activate other T355-related zenes, as the promoters of rrs genes share a common ofs
element, the fs-hox, to which Tisl binds (Krause et al. 2002). This element is conserved
amongst all the T355-containing rhizobia (Marie et al. 2004; Lépez-Baena et al. 2008;
Wassem et al. 2008; Okazaki et al. 2009; Zehner et al. 2008). Analysis of the DNA
sequence of the T35S of B elkanti USDAG] suggesied a similar pattern of regulation, as
ttsl was preceded by a nod box and other T35S genes contained rrs boxes in their
promoters. No flavonoid activation was observed, however (Okazaki et al. 2009,

In this work we characterised the regulation of the T35S of another B. elfanii strain,
SEMIASET. Sequences corresponding to srsf and rrs box-containing promoters were
identified and vsed to create a rrsf mutant and reporter gene fusions, respectively. The two
tts boxes, in the rrsf and nopC promoter regions, were both activated after 24 hours of
induction with genistein and daidzein, both flavonoids known to be released by soybean.
Furthermore this activation required the presence of a functional #sl gene, since no
induction was seen when using a rrsf mutant. Thus the T35S of B. elkanit SEMIASET can
be induced by soybean-derived flavonoids, and appears to follow the standard rhizobial

mechanism, i.e. Tts] controlling rrs box-containing promoters.
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The promoter region of sl from B, elfarii SEMIASET is unusual, however, as it
contains a s box. A fragment of the promoter sequence carrying this rrs hox was shown to
be active (see above) and thus we characterised this rrs box further. An electrophoretic
mobility shift assay was performed, and showed that TtsI was able to bind to this ris-box,
One interpretation of the presence of a functional rrs box upstream of rrsf would be to
reinforce the activation of wsl transcription after flavonoid induction. Such a potential
positive feedback loop implies that in B. elkanii SEMIASET the regulation of the genes of
the T355 is markedly different from the other T358-possessing rhizobia. Attempts to
isolate extended sequences upstream of srsf were unsuccessful and so at this point we
cannot know whether there is also a wod box (as for all other rrsf promoters) that might
initiate resd transcription (via NodD1 binding ).

We then performed a protein secretion assay with B. elbanit SEMIASST wild type
and rrs/ mutant strains in the presence of genistein. Protein secretion was impaired in the
tts] mutant strain, for both Nops tested (NopA and NopL), while the wild type strain was
able to secret both proteins, but only in the presence of the flavonoid. Similar results were
obtained when a 5. fredit HH103 rrsf mutant strain was tested for Nop secretion {Lopez-
Baena et al. 200%). Therefore, inactivation of the rrsf gene blocks Nop secretion in these
bacteria.

Okazaki and colleagues {2009) did not find any difference in protein secretion when
they analysed the USDA®GI strain of B. eltanii in the presence or absence of the same
flavoneid wsed in our work (genistein). Nops could only be identified from B elkanii
USDIA6] when comparisons were made between the wild type strain and a mutant in a
T355 gene (rhe) which encodes an essential structural component of the machinery. The

discrepancy between the results obtained by Okazaki and colleagues (2009) and this work
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could be due to the culture medium used in both experiments. While in the present work
RMS medium was used, Okazaki and colleagues ({2009) used arabinose gluconate medium
i(Sadowsky et al. 1987). It has been shown that Nop secretion can be influenced by some
compounds of the culture medium. For example, Krishnan and colleagues (2007) have
shown that calcium prevents the accumulation of NopB and NopA, and drastically reduces
that of NopX and NopL in 5. fredii USDAZ57. It would be interesting to verify if B. elkanii
USDAA]L secretes NopA and NopL proteins when it is cultured in RMS medium, and
whether the addition of flavonoids has any effect.

Modulation tests assay were performed with B elkarnii SEMIASET and a derivative
tts mutant strain on three soybean cultivars (EMBRAPA 48, McCall and Peking), as well as
Macroptilium atvopurpurenm and Vigna wnguicnlara. Characterisation of the resulting
plants showed that the number of nodules present by soybean cultivars EMBRAPA 48 and
Peking was severally affected when the rrsl gene was inactive. At 14 dpi, there were
significantly fewer nodules on these two plants when they were inoculated with the mutant
strain comparing with plants inoculated with the wild type bacterium. Nodule formation on
cultivar Peking is thus enhanced by the presence of an active T355 in B. elkamii SEMIASET
as well as 5 fredii strains USDA257 and HH103. The number of nodules formed by
cowpea was significantly higher when plants were inoculated with the wild type strain only
after 28 days: there was no difference after 14 days. Nodulation tests performed with B.
Japanicum USDATL0 sl mutant strain and soybean have shown that there was a
statistically significant difference in the number of nodules 10 days after inoculation, but
this phenotype was no longer significant after 20 days of inoculation (Krause et al. 2002),
Although there were no obvious effects of the B. elbandi SEMIASET T355 on McCall

(unlike 8 fredit USDA257) and siratro, as for other T355-utilising rhizobia, on some
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legumes the T255 of B. elkanii SEMIASET can be responsible for an increase in the
number (and the speed of formation) of nodules. Despite the absence of flavonoid induction
of the T35S, a T35S hoskdependent phenotype was also observed with B. elkanit USDAGI
and derivative vheC2 and shed mutants (Okazaki et al. 2009, where nodule formation was
different according to the cultivar of soybean (Hill or Clark in this case) or Vigna radiara
(CN36 or KPS1). With M. arropurpurenm, the T355 mutant strains induced fewer but
larger nodules than the wild type strain (Okazaki et al. 2009),

In conclusion, our work demenstrates the importance of the T385 of B, elkanii
SEMIASET in the establishment of symbiosis with legumes. As for B. elkarii USDAGIL, the
transcriptional mechanisms for the activation of the T355 differ from the rhizobial
paradigm. In USDAG&L no flavonoid induction is observed, whereas for SEMIASET the
potential for a flavonoid-induced positive feedback activation of the T35S exists. B elkanii
SEMIASET is an important inoculant for the Brazilian soybean crop and we demonstrate
that its T355 has a positive role in the formation of nodules on one crop cultivar of soy,
Future work will determine whether nodulation of other Brazilian soybean varieties is
similarly improved by the T358 of B elkanii SEMIASSET, which rhizobial effectors are
responsible for the improvement and whether there is continwal production of these

effectors ivia the positive feedback activation of the B. ellanii SEMIASRT T355).

MATERIAL AND METHODS
Bacterial cultures and growth conditions

Bradyrhizobinm ellanii SEMIASET and its derivatives were grown in YEM (yeast
extract and mannitol) (Vincent 19700 and RMS (Rhizobinm minimal medium containing

succinate as the carbon source, Broughton et al. 1986) media at 28°C. Escherichia coli
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strains DH5a and X L1-Blue were grown in Luria Bertani (LB) broth at 37°C (Sambrook
and Fussel 2001). Antibiotics were added to the media at the following final concentration:
tetracycline, 50 pg ml™; kanamycin, 50 pg mI™; and spectinomycin, 100 pg mi™. Where
indicated, cultures were induced with genistein or daidzein at a final concentration of 10°
M. As control, cultures were treated with the corresponding amount of methanel, which

was used as the solvent for these flavonoids.

B. etkani SEMIASS? tts] mutant construction

Based on rhizobial nsl sequences available on GenBank database, specific primers
its] FOR: TCTGCCCGATGGAGACGGCTT and tsl REV:
TGCGCAGGCGATAGATCCCGA) were designed and wsed to amplify an internal
fragment of msl gene uvsing B. elbamii SEMIASET genomic DNA as template. PCR
reactions were performed in a 25-pl volume, containing 50 ng of DNA template, 1 U of
Tag DNA polymerase (Life Technologies)., 1 X Tag DNA polymerase reaction buffer, 1.5
mM MgCla, 200 mM dNTPs (Life Technologies) and 10 uMol of each primer.
Amplification was carried out as follows: one initial denaturation step at 94°C for 5 min, 30
cycles of denaturation 45 s at 94°C, annealing for 45 s at 52°C, and extension for 45 = at
72°C, and one final extension step for 5 min at 72°C. Reactions were performed in a PCR
Ex press Temperature Cycling System {Thermo Hybaid) and the fragments were visualized
after electrophoresis at 80 V for 1 h on a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide,
A molecular size marker (1 Kb plus DNA ladder, Gibco BRL) was run in all gels. The
amplified fragment (364 bp) was cloned into pGEM T-easy vector (Promega) and totally
sequenced in both the forward and reverse directions with M13 universal primers in the

ACTGene Laboratory (Centro de Biotecnologia, UFRGS, RS, Brazil) using the automatic
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sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The sequence was
checked and compared to those from the GenBank database, vsing the program BLAST

(NCBI BLAST®, www.ncbi.nlm. nih. eov),

The 364 bp amplified fragment containing the sl partial gene sequence was then
cloned into the EcoRl site of the pK18mobsacB vector (Schifer et al. 1994), generating
pK15its] plasmid. This plasmid was linearized with Mlul endonuclease and had the ends
filled in with E.coli DNA polymerase 1 Klenow fragment. The Omega cassette contained in
the vector pHP45Q (Prentki and Kirsch, 1984) was removed with Smal enzyme and
inserted into the pK18itts] linearized-filled-in plasmid, generating pK18usI€ plasmid. This
plasmid was mobilized from E. coli DH5a to Bradyrhizobium elkanit SEMIASET strain by
triparental mating, wsing the helper plasmid pRK2013 (Figurski and Helinski, 1979,
Double recombination was selected by plating bacteria onto YEM plates containing the
appropriate antibiotics (tetracycline and spectinomycin). Putative B. elkanii mutant strains
(B. elkanii SEMIASET rral) were confirmed by PCR and Southern blots, using standard

procedures (Sambrook and Russel, 2001, data not shown),

Cloning of promoter sequences into pPROBE NT vector

The rrs-box motif identified in the promoter region of the B. elkanii SEMIA 58T rrsl
mene was isolated using the Site-Finding PCR approach as described by Tan et al. (2003).
The 700 bp fragment obtained was cloned into pGEM T-easy vector and totally sequenced
in both the forward and reverse directions. The sl promoter region was excised from
pPGEM T-easy by PCR using pTts] sense (ACTCAACACACCACCTCGCA) and tts] REV
primers. The PCR conditions were the same as already described. The 700 bp amplitied

fragment was filled in with E.coli DNA polymerase [ Klenow fragment and subcloned into
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the Smal site of the broad-host-range reporter pPROBE NT vector (Miller et al. 2000},
cenerating pNTptts] plasmid.

The wrs-box motif from the nepC promoter region of B. elbarnii SEMIASET was
amplified with primers pNopCFOR (TTGACGGTCGAGAGTTCTGT) and pNopCREV
(CAGGACTTTTCCAGCTTTCA), which were designed according to the B, eltanii
USDAG] popC sequence (GenBank accession number FM  162234). The amplified
fragment {approximately 1.0 kb) was cloned into pGEM T-Easy, sequenced in both the
forward and reverse directions, and subcloned into pPROBE NT, digested with HindIII and
Sall endonucleases, generating pNTpnopC plasmid.

The pPROBE NT constructs were mobilized into B. elcanii SEMIASET wild type
and mutant (SEMIASST ssl) strains by triparental matings using pRK2013 as the helper
plasmid. Flavonoid induction was performed as described previously (Kobayashi et al

2004,

Measurements of GFP activity

Optical density (OD 5957 and fluorescence (excitation filter at 485 nm and emission
filter at 535 nm) were measured on 100 pl of cultures 24 h post-induction using a Plate
Chameleon Multilabel Detection Platform (Hidex Oy, Turku, Finland). Optical densities
and fluorescence were corrected to background levels using un-inoculated media, and the
results represent the means of at least three independent experiments. Data were statistically

analysed wsing the Student’s +-test with a P-value of <0.05 considered as significant,

Electrophoretic Mobility Shift Assay
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The ts-hox identified in the promoter region of the B. elkanii trs] gene was tested
against a crude extract of E. coli BL21 expressing the sl gene of B elkanii SEMIASET
cloned into the expression vector pET-23a (+) (Novagen/EMD Biosciences). A crude
extract of E. coli BL21 containing the empty pET-23a {+) vector was used as control. The
complete sequence of B elbanii SEMIASST sl gene was PCR amplified vsing primers
TisIFor (GGTCATCGCATTTTTCAATC) and TisIRev
(TGTTGCTTTCGAGTTCGATTT) designed from the B elkanti USDAG] sequence
available in GenBank database {GenBank accession number FM162234) The 900 ph
amplified DNA fragment containing B. elkanii SEMIASET tsf gene was cloned into pGEM
T-Easy® (Promega), and completely sequenced to verify fidelity of the PCR. The insert
was excised from pGEM T-Easy using the Apal (blunt ended with Klenow fragment-
Invitrogen®) and Sacl sites. The pET-23a (+) expression vector was linearized with EcoRI
iblunt ended with Klenow fragment) and Sacl, and ligated with the insert excised from
pGEM T-Easy. This reaction was vsed to transform E. coli XL1-Blue competent cells. The
cloning was confirmed by digestion and the plasmid (pET-23a-ttsl) was used to transform
E. coli BL21 competent cells. E.coli strain carrying pET-23a-tts] plasmid was induced with
0.5mM IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside ) for 6 hours at 28°C. After this period,
cells were precipitated, suspended in 500 pl of deionized water, and disrupted by
sonication. Two different amounts (4 pl and 8 pl) of the E coli extract containing only
soluble proteins were incubated with the DNA sequence corresponding to the srs-box
present in the promoter region of the rsl gene. The wsl rrs-box was a 148 bp fragment
amplified with primers TBdo (GTCCATACACGCCAAGACCT) and TBup
(GOGTCATCGCATTTTTCAATC). All PCR conditions were the same as described to

amplify the internal fragment of B. elbanii SEMIASET sl gene. Binding conditions were
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assayed with the Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) kit from Invitrogen @& as

specified by the supplier.

Analysis of secreted proteins

Extracellular proteins from B. elkanii SEMIASET wild type and ws] mutant sirains,
under or without flavonoid induction, were recovered from 30 ml of RMS cultures grown
in an orbital shaker (180 rpm) for 72 h. Secreted proteins were extracted as described by
WViprey et al. (1998). Aliquots of purified proteins were separated on SDS-polyacrylamide
(SDS-PAGE) gels and stained with silver (Ausubel et al. 1991). For immuno detection
SDS-PAGE separated proteins were transferred to PVDF Immobilon-P membranes
iMillipore Corporation, Bedford, Massachusetts, USA) and probed with antibodies raised
against Rhizobipm sp. NGR234 NopA and NopL proteins. Horseradish peroxidase-labelled
eoat antirabbit immunoglobulin antibodies from the ECL kit (GE Lifesciences Amersham

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) were used as secondary antibodies.

Nodulation tests

Nodulation tests were performed in Magenta jars as described by Skorpil et al.
{20035). All plants were grown at 18°C-28°C emperature, with a photoperiod of 16 h. Each
plant was inoculated with 10" bacteria and harvested 14 or 28 days after inoculation. Two
plants were grown per Magenta jar. At harvest, total nodule number per jar was determined
for each replicate. Only nitrogen-fixing (red) nodules were counted. Data from the
nodulation tests {at a minimum triplicates) were statistically analysed using the Student s -
lest with a P-value of <0.05 considered as significant. Plant seeds, Glvcine max [(L)

Merrill] cv. McCall and cv. Peking, Macropriliim atropurpurewmn, and Vigna ungniculaia,
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were obtained from the Laboratoire de Biologie Moléculaire des Plantes Supérieures
(LBMPS, Université de Genéve. Soybean . max [(L.) Merrill] cv. EMBEAPA-48 was
obtained from EMBRAPA-S0ja (Londrina, PR, Brazil). The seeds were surface sterilized

as previously described (Pueppke and Broughton 1999,
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Figure captions

Fig. 1. Comparison of type three secretion (r#s) box motifs found in the promoter regions of
Bradvrhizebtum elkanii SEMIASET sl and nopC genes with the ss-box consensus
sequence described for B. elkanii USDAA] T355 genes (Okazaki et al. 2008y, In the
consensus sequence, all invariant nucleotides are shown in capital letters. Lower case letters
are used for nucleotides conserved in at least 30% of the sequences. Bold letters in the -
box sequences of SEMIASET indicate nucleotides that are identical to the consensus
sequence. Numbers indicate distances in bp between the rs box and the assumed

translational start site of the corresponding open reading frame.

Fig. 2. Expression analysis of the B. elkaniit SEMIASET rrsl and ropC ts-box motifs. GFP
activity was determined 24 h after induction with genistein or daidzein for strains carrying
the promoter regions of rrsf and #epC genes fusioned to the promoter-less gfp gene. A: -
box of sl promoter region. B: rrs-box of wepC promoter region. In white: constructions in
the wild type strain (B. elfanii SEMIASET) and in grey the constructions in the mutant
strain (8. elkanii SEMIASRT wal)*: statistically significant differences (Student’'s -test

with a P-value of <0.05).

Fig. 3. Polyacrylamide gel (10%) showing the binding of Tisl protein to the rrs-box
promoter region of the wsl gene of B, elkarii SEMIASET. Lane 1: a 148 bp DNA fragment
containing the sl rrs-box: Lane 2: the fragment on lane | was mixed with 4 pl of a crude
extract of E coli BL21 expressing the Ti=l protein from the expression vector pET-23a (+):

Lange 3: the fragment on lane 1 was mixed with 8 pl of a crude extract of E coli BL21
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expressing the Ttsl protein from the expression vector pET-23a (+); Lane 4: the fragment
on lane | was mixed with the crude extract of E.cofi BL21 containing the empty expression
vector pET-23a (+). The gel was stained with Sybr Green from the EMSA kit

(Invitrogen®), and visualized under UV,

Fig. 4. Immunodetection of NopA and NopL proteins by the correspondent a-NopA and o-
NopL antibodies in extracellular-protein extracts of non-induced cultures (-) and genistein
induced cultures (+). Wt = Bradwlizobium elkanii SEMIASET. Qusl = B elkanii

SEMIASET sl mutant strain. Samples were separated in 12% SDS-PAGE.

Fig. 5. Nodulation properties of Bradyrhizebinm elkanii SEMIASST wild type and res/
mutant strains. Mature nodules were counted after 14 and 28 days. Values {average +/- 5D)
were determined from three plants in at least three independent tests. Light grey bars =
Bradyrhizobtum  elkanii SEMIASST wild type strain; Dark grey bars = B elkanii
SEMIASET sesf mutant strain. EMBRAPA-48, McCall and Peking are soybean (Glycine
max [(L.) Merrill]y cultivars.*: statistically significant differences (Student’s r-test with a P-

value of <0.05).
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ctGTCAGH pgtcGaacctc ttggtcaace 45 bp tts!
tcGTCAGcett gtcGaaActg atgcttccat 59 bp nopC

tcg TCAGetT ntcGaaaGet annnctncta consensus

Comparison of type three secretion (Hs) box matifs found in the promoter regions of
Bradyrhizobium elkanii SEMIASS7 ttsl and nopC ganes with the tts-box consensus sequence
describad for B, elkanii USDAEL T35S genas (Okazaki et al. 2003). In the consensus sequence, all
invariant nuclectidas are shown in capital letters. Lower case letters are used for nudlectides
conserved im at least 50% of the sequences. Bald lettars in the #s-box sequences of SEMIASET
indicate nuclectides that are identical to the consensus sequence, Mumbers indicate distances in bo
between the tts box and the assumed translational start site of the corresponding open reading
frame.
14%x73mm (96 x 96 DPI)
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Expression analysis of the B, elkanii SEMIASE7 ttsl and nopC tts-box motifs. GFP activity was
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PFolyvacrylamide gel {10%:) showing the binding of TtsI protein to the tits-box promoter region of the
tt=I gene of B. elkanii SEMIASE7. Lane 1: a 148 bp DNA fragment containing the titsI tis-box; Lane
21 the fragment on lane 1 was mixed with 4 pl of a crude extract of E.coli BL21 expressing the Tksl
protein from the expression vector pET-23a (+): Lane 3: the fragment on lanz 1 was mixad with &
pl of a crude extract of E.coli BL21 expressing the Ttsl protein from the expression vector pET-23a
{+1: Lane 4: the fragment on lane 1 was mixed with the coude extract of E.cali EL21 containing the
empty expression vector pET-23a {+). The gel was stained with Svbr Green from the EMSA kit
{Invitregend®), and visualized under UV,
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MNodulation properties of Bradyrhizobium elkanii SEMIASET wild type and tsI mutant strains. Mature
nadules were counted after 14 and 28 days. Values [average +/- 50) were determined from thres
plants in at least three independent tests. Light grey bars = Bradyrhizebium elkanii SEMIASET wild
type strain; Dark grey bars = B. elkanii SEMIASE7 tis] mutant strain. EMBRAPA-48, McCall and
Peking are soybean (Glvcine max [{L.) Merrilll) cultivars,*: statistically sianificant differences
(Studant’s t-tast with a P-valus of <0.05).
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