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RESUMO

Sinorhizobium fredii NGR234 é um microrganismo fixador de nitrogénio, capaz de
reconhecer flavondides liberados por diversas plantas. Apds o reconhecimento se
estabelecem relagcbes simbidticas entre planta e bactéria, culminando na formacgéo
de nodulos radiculares fixadores de nitrogénio. O Sistema de Secreg¢édo Tipo I
(TTSS ou T3SS) é um dos fatores que afetam a formacdo dos nodulos simbiéticos
em linhagens de rizébios. TTSS é um importante fator de viruléncia em bactérias
Gram-negativas, pois permitem que proteinas efetoras bacterianas sejam
translocadas para dentro do citoplasma das células do hospedeiro, onde modulam
diversas funcdes biolégicas, como expressdo génica, progressado do ciclo celular e
funcdes bioquimicas. Em NGR234 estas proteinas efetoras sdo expressas em
resposta a uma cascata regulatdria controlada por flavondides. A transcricdo dos
genes codificadores é ativada diretamente pelo regulador Ttsl que reconhece 0s
alvos por se ligar a tts-boxes (sendo onze no total). Este trabalho teve por objetivo
avaliar o perfil de expressédo de genes tts in vivo, durante todo o processo de
nodulacao. Para tanto, foram analisados seis tss-boxes (TB1, TB4, TB6, TB8, TB9 e
TB11) fusionados ao gene gfp sem promotor e os niveis de expressao de GFP foram
acompanhados no desenvolvimento de nodulos nas plantas Phaseolus vulgaris e
Vigna unguiculata infectadas com NGR234. Verificou-se que a expressédo de GFP
ocorreu em todas as fases de desenvolvimento do nddulo, desde o inicio da infec¢éo
da planta pela bactéria. Os tts-boxes mais expressos em Vigna unguiculata foram:
TB6, TB8, TB1, TB11l, TB9 e TB4, respectivamente, enquanto em Phaseolus
vulgaris foram: TB8, TB9, TB6, TB11, TB1 e TB4, respectivamente.

Palavras-chave: Sinorhizobium fredii NGR234, tts-box, Vignha unguiculata, Phaseolus

vulgaris.



ABSTRACT

Sinorhizobium fredii NGR234 is a microorganism that is able to fix nitrogen, capable
of recognizing flavonoids released by many plants. After recognition symbiotic
relationships are established between plant and bacteria, resulting in the formation of
nitrogen fixing root nodules. The type Il secretion system (TTSS or T3SS) is one of
the factors that affect the development of symbiotic nodules in rhizobia strains. TTSS
is an important virulence factor in Gram-negative bacteria because they enable
bacterial effector proteins to be translocated into the cytoplasm of host cells, where
they modulate various biological functions, such as gene expression, cell cycle
progression and biochemical functions. In NGR234 these effector proteins are
expressed in response to a regulatory cascade controlled by flavonoids. The
transcriptional activation of encoding genes is made directly by the regulator Ttsl,
which recognizes the targets by binding to tts-boxes (eleven in total). This study
aimed to evaluate the expression profile of tts genes in vivo throughout the
nodulation process. To do that, six tts-boxes (TB1, TB4, TB6, TB8, TB9 and TB11)
fused to gfp gene without promoter were analyzed and GFP expression levels were
followed in the developing nodules of Phaseolus vulgaris and Vigna unguiculata,
infected with NGR234. GFP expression was observed in all stages, from the
beginning of the infection by bacteria to mature nodules. The most expressed tts-
boxes in Vigna unguiculata were: TB6, TB8, TB1, TB11, TB9 and TB4, respectively,
while in Phaseolus vulgaris were TB8, TB9, TB6, TB11, TB1 and TB4, respectively.

Key-words: Sinorhizobium fredii NGR234, tts-box, Vigna unguiculata, Phaseolus

vulgaris.
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1 INTRODUCAO

Bactérias fixadoras de nitrogénio sdo aquelas que possuem a capacidade de
assimilar nitrogénio atmosférico em sua forma gasosa e incorpora-lo a matéria
organica. Essas bactérias sdo denominadas diazotroficas, podendo ser de vida livre,
associativas ou ainda simbidticas. Esta Ultima categoria apresenta os melhores
resultados quanto a fixacdo biologica de nitrogénio, principalmente pelo fato de
terem desenvolvido a capacidade de invadir e se multiplicar dentro de plantas
hospedeiras formando estruturas diferenciadas nas raizes das plantas, chamadas de
nodulos. A bactéria Sinorhizobium fredii NGR234 é utilizada como organismo
modelo nos estudos do processo de nodulagéo, pois possui a capacidade de nodular
112 diferentes géneros de legumes. De forma geral, bactérias que possuem a
capacidade de invadir e nodular plantas sdo chamadas de rizobios.

Para o estabelecimento da simbiose e nodulacdo da planta pela bactéria sdo
necessarias trocas de sinais moleculares coordenados e integrados entre ambos.
Plantas naturalmente produzem e secretam no solo compostos fendlicos,
denominados flavonoides. Quando estes compostos sao reconhecidos e assimilados
pelas bactérias, uma série de rea¢des ocorre nos microrganismos, desencadeando a
ativacdo de genes nod, que sao relacionados a nodulacdo. A bactéria entdo produz
e secreta fatores Nod no solo que, uma vez reconhecidos e aceitos pela planta,
desencadeardo o processo de infeccdo culminando no surgimento de nédulos em
suas raizes.

A infeccdo ocorre inicialmente com o processo de curvatura do pelo radicular,
onde inUmeras bactérias sdo englobadas e, devido aos fatores Nod, as células da
planta passam a diferenciar-se gerando um corddo de infeccdo que se estende do
pelo radicular até a regido das células corticais da raiz. As bactérias entdo migram e
se alojam nas células corticais da planta, crescem e se diferenciam em bacteroides
(formas fixadoras de nitrogénio). Durante a colonizacdo e diferenciagdo das
bactérias ocorre uma intensa divisao celular da raiz que posteriormente ira se tornar
0 nodulo.

Infeccdo de legumes por S. fredii NGR234 e posterior desenvolvimento de
ndédulos fixadores de nitrogénio sdo dependentes das a¢des coordenadas de fatores
Nod, proteinas secretadas por um Sistema de Secregéo tipo Il (T3SS ou TTSS), e

também de modificacbes de polissacarideos da superficie bacteriana. A producéo
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destas moléculas sinalizadoras é dependente de flavondides da planta que
desencadeiam uma cascata de regulagao controlada pelos ativadores da transcri¢cao
NodD1, NodD2, SyrM2 e Ttsl. Ttsl € conhecido por controlar 0s genes responsaveis
pela funcdo do T3SS e sintese de um lipopolissacarideo rico em ramnose,
provavelmente por meio da ligacdo a elementos cis denominados tts-box (TB). Onze
tts-boxes (TB1 a TB11) foram identificados em regibes promotoras dos genes alvo
no plasmideo simbidtico de NGR234 (pNGR234a). Dentre os tts-boxes ha seis que
estdo localizados em genes/operons envolvidos na montagem da maquina de
secrec¢do do tipo Il ou na producéo de proteinas externas de nodulacdo (Nops), séo
eles: TB1, TB4, TB6, TB 8, TB9 e TB11, sendo estes o alvo de estudos deste
trabalho.

T3SS é o responsavel pela secrecdo de um conjunto de proteinas efetoras, que
afetam a comunicacado entre bactéria e planta. Por meio desse sistema, as proteinas
efetoras produzidas pela bactéria séo translocadas de seu citoplasma diretamente
para o citoplasma da planta hospedeira.

Como ainda ndo se sabe com exatiddo em qual fase do processo de infeccéo
estes genes sS80 expressos e como se comportam, este trabalho tem por objetivo
induzir o processo de infeccdo das plantas Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata
por S. fredii NGR234 e acompanhar a expressdo de alguns dos genes contendo tts-
boxes. As regides regulatorias destes genes estdo clonadas em vetores, controlando
a expressao de proteina fluorescente verde (GFP), através de microscopia de
fluorescéncia cortes de tecidos da planta foram analisados em diferentes estagios do
desenvolvimento (pelos radiculares, primordios de nédulos e n6dulos maduros) a fim

de descobrir o padrao de expresséao destes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio (N) é uma molécula de importancia fundamental para o
metabolismo de todos 0s seres vivos, pois é componente de diversas biomoléculas.
As plantas, produtores primarios na cadeia alimentar, precisam absorver nitrogénio
por meio de suas raizes, contudo, este é pouco abundante nos solos. Esta baixa

disponibilidade de nitrogénio para as plantas tem sido o fator limitante na
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produtividade agricola, que é minimizado com o uso de fertilizantes nitrogenados.
Tanto a producdo quanto a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados quimicos s&o
altamente dispendiosos, além de poluentes (JU et al., 2009). O gas nitrogénio esta
presente na atmosfera terrestre sob a forma de dinitrogénio (N2), perfazendo 78% de
sua composicdo. Porém, este é um gas inerte que necessita ser combinado com
outros elementos, como o hidrogénio, para ser absorvido pelos seres vivos. Os
fertilizantes nitrogenados se perdem facilmente, em funcéo de diversos processos,
como a lixiviagdo, volatilizacdo e desnitrificacdo. Devido a estas perdas, 0 manejo
adequado tem como propdésito maximizar a eficiéncia do seu uso. Para tanto, tem-se
buscado reduzir sua perda no solo e melhorar sua absor¢do pelas plantas
(SALGADO et al., 2012). Por ser elemento essencial, seu balango afeta a formagéo
de raizes, a fotossintese, a producao e a translocacdo de fotoassimilados e a taxa
de crescimento de folhas e raizes (RYLE et al., 1979).

Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium
(coletivamente rizébios) sdo géneros de microrganismos capazes de fixar nitrogénio
por meio do estabelecimento de relacfes simbidticas com plantas da familia
Fabaceae (PUEPPKE; BROUGHTON, 1999). A este processo de fixar o N2 e
disponibiliza-lo para a planta na forma de aménio (NH4*), € dado o nome de fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN). Bactérias que possuem esta capacidade séao

denominadas diazotroéficas.

2.2 Sinorhizobium fredii NGR234

Sinorhizobium fredii NGR234 é uma alfaproteobactéria Gram-negativa Unica
(ordem Rhizobiales), pois forma nddulos fixadores de nitrogénio com mais legumes
do que qualguer outro microssimbionte sendo a estirpe de mais ampla faixa de
hospedeiros entre os rizobios, podendo nodular mais de 112 géneros de legumes
(PUEPPKE; BROUGHTON, 1999).

Seu genoma possui 6,9 - Mpb e estd dividido em trés replicons: um
cromossomo de 3,93 - Mpb (cNGR234) que codifica a maioria das funcbes
necessarias para o crescimento celular; um megaplasmideo de 2,43 - Mpb
(PNGR234b) responsavel por algumas funcdes essenciais para a bactéria e um
plasmideo simbiotico de 0,54 - Mpb (pNGR234a) que contém todos 0s genes
necessarios para a sintese de fatores Nod (NF) e fixacdo de nitrogénio. Este
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microrganismo é capaz de codificar diferentes tipos de sistemas de secrecdo, mais
que qualquer outro rizébio conhecido e, provavelmente, mais que qualquer outra
bactéria. Ao todo, 132 genes e proteinas estédo ligados aos processos de secrecao.
NGR234 também possui genes e redes reguladoras envolvidas com o metabolismo
de uma vasta gama de compostos aromaticos e nao aromaticos. Desta forma,
NGR234 pode se adaptar rapidamente as mudancas e estimulos ambientais nos
solos, rizosfera e plantas (SCHMEISSER et al., 2009).

O sequenciamento do plasmideo simbiético mostrou que ele contém ortélogos
de um sistema de secrecdo de proteinas do tipo lll. Até entdo, pensava-se que este
sistema de secrecdo fosse caracteristico de bactérias patogénicas onde
desempenhavam um papel importante na infeccdo do hospedeiro. T3SS (FIGURA 1)
forma um aparelho que injeta proteinas bacterianas diretamente em células
eucaridticas, interrompendo o funcionamento normal da célula e facilitando a
infeccdo. Este aparelho faz com que a passagem destas proteinas seja possivel
entre o citoplasma da bactéria e o citoplasma das células da planta. O T3SS de
NGR234 é capaz de secretar Nops, e € um importante determinante da gama de
hospedeiros (MARIE et al., 2003).

Citoplasma da célula vegetal

Membrana plasmatica da planta

Parede celular da planta

Membrana externa bacteriana

Membrana interna bacteriana

Citoplasma bacteriano

FIGURA 1 - MODELO DO SISTEMA DE SECRECAOQ TIPO IlI.

NOTA: Maquinaria do T3SS exibindo a agulha de infec¢do formada pela bactéria que ligara seu
citoplasma ao citoplasma da planta atravessando parede celular e membrana plasmatica da célula
vegetal. Sdo exibidas ainda as Nops produzidas pela bactéria, alguma sao translocadas para a planta
enquanto outras possuem funcao estrutural atuando na formacéo da agulha.

FONTE: Adaptado de Kambara, 2008.
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2.3 INTERACAO PLANTA-BACTERIA

A interac@o entre as linhagens de microrganismos e as espécies vegetais €
bastante especifica, mas varia desde rizobios com uma pequena faixa de legumes
hospedeiros até rizobios com uma ampla faixa, como é o caso de S. fredii NGR234.
Para que a colonizacdo ocorra € necessario o reconhecimento entre ambos o0s
parceiros da simbiose. O gatilho para o inicio da interacdo é o reconhecimento e
aceitacdo, pela bactéria, de flavonoides secretados pela planta. Em resposta, a
bactéria secreta fatores Nod, que também deverdo ser reconhecidos e aceitos pela
planta hospedeira para que a interacdo aconteca.

Embora muitos rizobios e plantas hospedeiras possuam a capacidade de entrar
em simbiose com mais de um parceiro, apenas certas combinacdes de simbiontes
resultam na formacdo de nddulos fixadores de N. Associacdes ineficazes geram
nddulos contendo bacteroides incapazes de realizar a fixacdo. A especificidade entre
0s parceiros minimiza as chances de infeccdo por patdégenos e formacdo de
associacoes ineficazes que sdo prejudiciais para planta e microrganismo. Durante as
fases iniciais de nodulacdo estes cédigos sado dados por flavondides e fatores Nod.
(PERRET et al., 2000).

Para o processo de formacdo do nédulo (FIGURA 2), rizébios livres no solo
devem se mover em direcdo a superficie da raiz para que ocorra sua entrada no
tecido radicular interno, onde irdo preencher as células do nédulo. O resultado da
primeira troca de sinais moleculares entre planta e bactéria resulta na atracao do
rizobio em direcdo aos pelos radiculares (PERRET et al., 2000). Esta atracdo €&
iniciada pelo reconhecimento dos flavondides liberados pela planta e em resposta
ocorre a producéo e liberacéo de fatores Nod.

O contato com rizébio, pela acdo de fatores Nod, perturba ativamente o
processo de crescimento celular do pelo radicular, que passa a crescer
assimetricamente, o que faz com que ele se deforme e sofra uma curvatura. Por
meio da liberacdo de enzimas pela bactéria ocorre a degradacdo da parede celular
vegetal acarretando no desenvolvimento do corddo de infeccdo (PERRET et al.,
2000; RIDGE, 1985), um canal que se estende do apice do pelo radicular as células
corticais da raiz, por meio dele ocorrerd a invasdao da célula vegetal pelo
microrganismo. A bactéria induzird a formagdo de um 0rgdo, conhecido como

nodulo, nas as raizes das plantas. Os nédulos séo colonizados por bactérias que se
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diferenciam em novo tipo celular denominado bacteroide, que é a forma capaz de
realizar a fixacdo biologica de nitrogénio. O nitrogénio, em sua forma utilizavel, é
fornecido a planta em troca de nutrientes (OKE, 1999) estabelecendo assim a

relacdo simbidtica entre os envolvidos.

A - B
~ —’.) ¥
) . Ol B
|
\ Rizébio \ A
| i )
@ /' \ o |
Flamces b
Fatores Nod . ' l
C C |
0 0%0o o
! o \ l
= ¥ Pélo " ) ] 1
o o radicular [1'» Deformagdo do péio da raiz
E
c D

i) | Canal de Infecgdo Divisdo de

células corticass

FIGURA 2 - PROCESSO DE NODULACAO POR RIZOBIO.

NOTA: (A) Troca de sinais moleculares coordenados e integrados entre planta e bactéria que liberam
no solo flavondides e fatores Nod, respectivamente. Elevada concentragédo de flavonoides atrai mais
rizbios para a regido. (B) Em contato direto, sob indugéo de flavondides, rizébios produzem altas
taxas de fatores Nod o que desencadeia o processo de curvatura do pelo radicular que englobara os
microrganismos. (C) Enzimas liberadas pela bactéria resultam na formacédo do cordao de infecgcdo
gue se estende em dire¢do as células do cértex da raiz. (D) O corddo de infec¢do se ramifica e
bactérias migrantes colonizam as células vegetais, formando simbiossomos — em rosa. (E)
Diferenciacdo de bactérias em bacteroides resulta na formag¢éo do nddulo onde ocorrera a fixagao
bioldgica de nitrogénio.

FONTE: Adaptado de Deakin e Broughton (2009).

A producdo de fatores Nod requer flavonoides e um regulador do tipo LysR,
NodD1, que se liga a nod-boxes (NB) encontrados nas regidfes promotoras de
genes/operons responsaveis pela sintese de fatores Nod. Secrecdo de Nops
também requer flavonoides, NodD1 e ainda a proteina reguladora Ttsl (VIPREY et

al., 1998; MARIE et al., 2004). Esta ultima compartilha caracteristicas de reguladores
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de transcricdo da familia de sistemas de regulacéo de dois componentes (VIPREY et
al., 1998; MARIE et al., 2004). Estes sdo compostos por duas proteinas regulatoérias,
sendo uma delas um sensor e a segunda, um regulador de transcricdo. Geralmente,
a proteina sensora € uma histidina quinase que autofosforila um residuo de histidina
ao detectar um sinal do ambiente. O grupo fosforil é posteriormente transferido a um
residuo de aspartato no regulador de resposta, induzindo uma alteracédo
conformacional que conduz a sua ativacdo. Uma vez fosforilada, reguladores da
resposta atuam como ativadores de transcricdo ligando-se a elementos cis dos
promotores de genes necessarios para processar o sinal do ambiente. Ttsl, no
entanto, possui um residuo de glutamato em vez do aspartato. Em outros
reguladores de resposta bacteriana, tal substituicdo conduz a ativacdo constitutiva,
eliminando a necessidade de proteina sensora quinase. Assim, € possivel que Ttsl
atue como um ativador transcricional independente da fosforilagdo ou de sensora
quinase. Ao invés disso, a transcricdo de ttsl e funcBes reguladas por Ttsl sdo
moduladas por NodD1 de forma dependente de flavondides (KOBAYASHI et al.,
2004; MARIE et al., 2004).

A proteina NodD1 de NGR234 é um ativador chave de loci cuja expresséo é
dependente da ligacédo a flavondides para desencadear o processo de nodulagéo,
sendo o mutante incapaz de nodular qualguer planta (RELIC et al. 1993;
KOBAYASHI et al., 2004). Uma nodulacdo eficiente requer regulacdo temporal
precisa dos genes simbioticos. Proteinas NodD atuam como sensores do ambiente e
modulam a expressdo de genes precedidos de sequéncias regulatérias
conservadas, chamadas nod-boxes. O plasmideo simbiético de S. fredii NGR234
carrega 19 nod-boxes (NB1 a NB19). Um dentre os flavondides, a daidzeina, é
capaz de induzir 18 dos 19 nod-boxes de forma dependente de NodD1. A inducao
de quatro nod-boxes (NB6, NB15, NB16 e NB17) é ainda modulada por NodD2, um
regulador homadlogo a NodD1, mas que nao responde a flavonéides (KOBAYASHI et
al., 2004).

O processo de interagéo entre S. fredii NGR234 e planta esta representado de
forma resumida na FIGURA 3.
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FIGURA 3 - MODELO DE INTERACAO ENTRE Sinorhizobium fredii NGR234 E LEGUMINOSA.

NOTA: Flavondides secretados pela raiz se ligam a proteina NodD1 que se liga a nod-boxes
induzindo a transcri¢éo de fatores Nod ou ativando ttsl que produzira Ttsl, que por sua vez se ligara a
tts-boxes ativando TTSS e a sintese de lipopolissacarideos ricos em ramnose e proteinas externas de
nodulacao.

FONTE: Adaptado de KAMBARA, 2008.

Kobayashi et al. (2004) prop6s uma cascata regulatoria (FIGURA 4) que
controla genes envolvidos na nodulacdo, entre 0s quais estdo genes nod, tts e Ips.
Neste trabalho foi demonstrado que NB8 € dependente de NodD1 e que NodD2 esta
envolvido na repressao do operon nodABCIlJnolOnoel, que é o operon precedido por
NB8. NB2, NB4, NB7, NB8 e NB12 reagem mais rapida e fortemente a presenca de
flavondides, sendo NB8 o de maior nivel de expressao. Por outro lado, o nivel de
expressao da regido promotora que contém o NB18 é menor. Este nod-box controla

a expressao de Ttsl que por sua vez ativa a transcricdo de todos os genes
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precedidos por tts-boxes nas regibes regulatérias. Pelo menos 42 genes sao

ativados por Ttsl, e estdo organizados em 11 unidades transcricionais.

o

g

-

-

w

wn
TEMPO

Lipopolissacarideos
ricos em ramnose v

FIGURA 4 — MODELO PROPOSTO PARA A CASCATA REGULATORIA DEPENDENTE DE
FLAVONOIDES EM Sinorhizobium fredii NGR234.

NOTA: As linhas continuas indicam atividade indutora, enquanto as linhas tracejadas indicam
atividade repressora. TB = tts-box. NB = nod-box.

FONTE: Adaptado de Kobayashi et al., 2004.

O sequenciamento de iniumeros genomas de rizébios revelou que a presenca
de T3SS e o controle deste por Ttsl sédo relativamente comuns. A comparacao das
regides promotoras de genes de T3SS de inUmeros rizébios permitiu a identificacdo
de um elemento cis-regulador denominado tts-box (TB) (KRAUSE et al., 2002). Ttsl
se liga aos TB’s e estimula a transcricdo dos genes que possuem a sequéncia
regulatéria. Utilizando o consenso desta sequéncia, 11 TB’s (TB1 a TB11) foram
identificados em pNGR234a (MARIE et al., 2004).

Cinco dos TB’s estao localizados em genes/operons envolvidos na montagem
da maquina de secrecdo do tipo Ill. Outros precedem genes que possivelmente
codificam proteinas secretadas. TB’s também s&o encontrados nos promotores de
genes que codificam proteinas que ndo estdo diretamente relacionados com as
funcdes T3SS. Assim, Ttsl potencialmente regula mais que T3SS e mutacdes em ttsl
conduzem a diferentes fendtipos simbidticos do que a simples remocdo da fungéo
T3SS (MARIE et al., 2003; VIPREY et al., 1998; WASSEM et al., 2008).
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Marie (2004) mostrou a localizacdo dos tts-boxes (FIGURA 5). Cinco foram
encontrados no cluster TTSS e estdo a montante de nopL, nopX, nopB, nopP e
nopC. Assim, parece que nesta regido tts-boxes estao localizados a montante dos
genes que codificam para proteinas secretadas por meio de TTSS ou que fazem
parte da estrutura bésica do sistema. Outros trés foram encontrados a montante de
y4fR, y4lO e y4zC, fases de leitura abertas que codificam proteinas supostamente
homologas a fatores de viruléncia secretados de forma TTSS-dependente por
patégenos de plantas e animais. Y4fR € homologa a YopM de Yersinia spp.,
enquanto Y4lO e Y4zC, homdlogos a YopJ/AvrBsT e YopT, respectivamente
(FREIBERG et al.,, 1997; MARIE et al., 2001). Isto sugere que estas proteinas

podem ser secretadas por NGR234 de forma Ttsl dependente por inducdo através
de flavonodides.

A TTSS cluster
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FIGURA 5 - OGANIZACAO GENETICA DAS FASES DE LEITURA ABERTAS CONTROLADAS POR
tts-boxes.

NOTA: Os genes sdo representados por setas que mostram o sentido de transcricdo. ttsl € mostrado

em cinza. Loci que codificam para a maquinaria TTSS estdo marcados em preto e 0os que codificam
Nops estédo preenchidos com linhas em diagonal.

FONTE: Matrie et al., 2004.
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Independentemente da localizacdo genO6mica descrita na figura 5, TB1, TB4,
TB6, TB7, TB8, TB9, TB10 e TB11 estdo em regides promotoras de genes que
codificam proteinas que serdo secretadas por meio do TTSS de NGR234. TB5 se
encontra localizado a montante de y4mFE, desempenhando papel estrutural do
plasmideo pNGR234a, atuando em seu particionamento. TB2 e TB3 atuam
diretamente na sintese de polissacarideos (MARIE et al., 2004).

Wassem (2008) mostrou como € dada a ativacdo dos tts-boxes em NGR234 e
NGR234Attsl (FIGURA 6) por inducéo via flavonodide, utilizando a daidzeina. Em seu
trabalho foi sugerido que a maior intensidade de ativacao foi de TB8, seguido por
TB4, TB9, TB1, TB6 e TB11, respectivamente.

| e 1) || ) 1 [ rarforassmese] frnecooascorscen e e e et R 2
4 bosiccsnnese 12 ...................... 1 ........................ - BN ] ST R P 1
1 3 ¢ 4 <9

ol [ 1 PR U N e 0 L I P8
1 6 24 1 24 1 6 24 1 24 1 6 24 1 24 | B 24;1 24

= % - . - NGR234 i :

Ndo induzidas NGR234 induzida : :

= - NGR234 A ttsi =—mi

] NGR234 A ttsi induzida

FIGURA 6 — ANALISE DE EXPRESSAO DE GENES CONTENDO tts-boxes EM pNGR234a.

NOTA: Os graficos representam os niveis de atividade de B-galactosidase dos 11 tts-boxes e do vetor
pMP-220. Medi¢Bes realizadas em 1, 6 e 24 horas p0s inducéo (hpi) por daidzeina. Valores obtidos
de inducdo em NGR234 séo representados por barras vermelhas enquanto valores para o mutante
ttsl por barras rosa.

FONTE: Adaptado de Wassem et al., 2008.
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3 OBJETIVO

Contribuir para um melhor entendimento do perfil de expressdo génica de
genes contendo tts-boxes em S. fredii NGR234 durante diferentes fases dos
nédulos. Como ainda ndo se sabe com exatiddo o comportamento destes genes
desde a invasdo da planta pela bactéria serd possivel obter uma melhor

compreensdo deste complexo processo.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTRATEGIA GERAL ADOTADA

As regifes regulatorias contendo os tts-box TB1, TB4, TB6, TB8, TB9, TB11 e
o nod-box NB8 estavam clonadas nos sitios de policlonagem dos vetores pPROBE-
GT ou pPROBE-GT’, que sdo capazes de expressar GFP quando estas regides
regulatorias sdo ativadas. Estas fusbes ja se encontravam transformadas em
Escherichia coli linhagem S17.1 e estocadas em glicerol 50%. Do mesmo modo a
bactéria selvagem S. fredii NGR234 se encontra também estocada em glicerol 50%.
Estas bactérias foram utilizadas em ensaios de conjugacdo de forma que a bactéria
S. fredii NGR234 adquirisse os plasmideos recombinantes. Depois de obtidas, as
linhagens transconjugantes foram inoculadas em meio TY liquido contendo
antibioticos e posteriormente em meio de cultura minimo, RMS. Apds crescimento
em RMS o numero de células em cada cultura foi padronizado para que fosse feita a
inoculacdo em Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata.

Sementes de P. vulgaris e V. unguiculata foram esterilizadas e transferidas
para placas de Petri contendo meio apropriado para sua germinacdo, em seguida as
sementes foram transferidas para frascos Magenta se transformando em plantulas,
que posteriormente foram inoculadas com os rizébios transconjugantes.

A cada 7 dias, em um periodo de até 21 dias apés inoculacdo, plantas
infectadas com cada uma das fusdes foram selecionadas para que fossem feitos

cortes de tecido, confeccéo de laminas e analise por microscopia de fluorescéncia.
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4.2 BACTERIAS E PLASMIDEOS

Bactérias e plasmideos utilizados neste trabalho estéo listados nas tabelas 1 e

2, respectivamente.

Estirpe Genotipo/Fendtipo Fonte/Referéncia
F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
Escherichia coli ®80dlaczZAM15 AlacX74 deoR recAl
DH10B araD139 (ara leu) 7697 galU galKrpsL INVITROGEN
endAl nupG
R R i _
o _ Sm~ SpmR= Tra+ pro his recA hsdR (RP4 SIMON:
Escherichia coli 2 PRIEFER:
S17.1 kan::Tn7 tet;Mu, integrado no PUHLER, 1983
Cromossomo)
Sinorhizobium fredii RifR derivado do tipo selvagem de LEWIN et al.,
NGR234 NGR234 1990

TABELA 1 - ESTIRPES DE Escherichia coli E Sinorhizobium fredii NGR234 UTILIZADAS.

Plasmideos Genotipo/Fendtipo Fonte/Referéncia
Vetor de clonagem que contém o gene gfp | MILLER; LEVEAU,;
PPROBE-GT sem promotor. GmR LINDOW, 2000
_~1 | Vetorde clonagem que contem o gene gfp | MILLER; LEVEAU;
PPROBE-GT sem promotor. GmR LINDOW, 2000
Contém a regido nod-box 8 clonado no sitio
PGT-NBS EcoRI do vetor pPROBE-GT WASSEM, R.
Contém a regido tts-box 1 (470pb) clonada
PGT-TB1 nos sitios Hindlll/Pstl do vetor pPPROBE-GT FIORESE, W.
Contém a regido tts-box 4 (750pb) clonada
pPGT-TB4 nos sitios Hindlll/Pstl do vetor pPPROBE-GT FIORESE, W.
Contém a regiéo tts-box 6 (380pb) clonada
PGT-TB6 nos sitios Hindlll/Pstl do vetor pPPROBE-GT FIORESE, W.
Contém a regido tts-box 8 clonada no vetor
pGT-TB8 OPROBE-GT WASSEM, R.
. Contém a regido tts-box 9 (420pb) clonada
pGT-TBI nos sitios Xhol/Pstl do vetor pPPROBE-GT’ FIORESE, W.
. Contém a regiéo tts-box 11 (400pb) clonada
pGT-TBIL nos sitios BamHI/Pstl do vetor pPROBE-GT’ FIORESE, W.

TABELA 2 - PLASMIDEOS UTILIZADOS.
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4.3 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de Escherichia coli foram cultivadas em meio Luria Bertani Agar
(LA) (SAMBROOK et al., 1989), com incubacdo a 37°C. A composi¢cao do meio LA
consistiu em: 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de cloreto de sddio (NaCl), 10 g/L
de triptona e 1,5% de agar no meio. A esterilizacdo do meio de cultura foi realizada
em autoclave a 120°C por 20 minutos.

Sinorhizobium fredii NGR234 foi cultivado em meio TY (triptone yeast)
(BERINGER, 1974) a 28°C sob agitacdo constante a 120 rpm quando estava em
meio liquido. O meio TY possuia a seguinte composi¢do: 3g/L de extrato de
levedura, 0,87 g/L de CaCl2.H20 e 5 g/L de triptona. O pH do meio foi ajustado para
6,8 utilizando hidroxido de sédio (NaOH) 1M quando necessario realizar o aumento
do pH do meio, quando necesséario diminuir o pH do meio foi utilizado &cido
cloridrico (HCI).

O meio minimo para rizébio (RMS) foi preparado a partir de solucdes estoque
individuais que foram adicionadas a um volume desejado de agua estéril. As
solugdes I-A, I-B, II, lll e IV foram esterilizadas em autoclave a 120°C por 20 minutos
enquanto a solucao de succinato de sodio foi filtrada. As Composi¢cées de solucdes

estoque estéo representadas na tabela 3.

Solucgéao Composicao
I-A 205 g/L K2HPOg; 145 g/L KH2PO4; 15 g/L NacCl
I-B 50 g/L NH4NO3

[l 50 g/L MgS0Oa4-7H20
" 2,5 g/L CaCl2-2H20

123 g/L MgS04.7H20; 87 g/L K2S04; 0,34 g/L; MNnSO4.H20;
\Y] 0,25 g/L H3BOs; 0,29 g/L ZnS04.7H20; 0,1 g/L CuS0O4.5H20;
0,06g/L; CoS04.7H20; 0,05 g/L Na2M004.2H20

Vitaminas Gamborg 1000X (Sigma)
Succinato de sédio 324 g/L C4H404Na2.6H20

TABELA 3 - COMPOSICAO DO MEIO MINIMO PARA RIZOBIO (RMS).

Para o preparo de 100 mL de meio de cultura RMS foram utilizados 95,7 mL de
agua destilada autoclavada a 120°C por 20 minutos, 1 mL das solucdes I-A, I-B e ll e
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de succinato de sodio — fonte de carbono, 100 pL das solug@es Il e IV e de vitamina
Gamborg, nesta ordem.
O meio nutritivo para plantas B&D foi preparado a partir de solugbes estoque

individuais, vistas na tabela 4.

Solucgéao Composicao
A CaCl2.H20, 2M
Bl KH2PO4, 1M
B2 KoHPO4, 1M
C FeCsHeO7.H20, 0,02M
MgSOs4, 0,5M; K2S04, 0,5M; MnSO4, 2mM; H3sBO3, 4mM,;
D CuS0Oy4, 4mM; CoS0O4, 0,2mM; ZnSO4, IMmM; NazMoO4,
0,2mM

TABELA 4 - COMPOSICAO DO MEIO MINIMO B&D.

Para o preparo de 10 L de meio B&D foram utilizados 9,75 L de agua destilada
e 5 mL de cada uma das solucbes estoque na seguinte ordem: D, B2, A,Ble C. O
pH do meio foi ajustado para 7.0 utilizando hidroxido de potassio (KOH) 1M quando
necessario realizar o aumento do pH do meio, quando necessario diminuir o pH do
meio foi utilizado HCI. A esterilizacdo do meio de cultura foi realizada em autoclave a
120°C por 20 minutos.

4.4  ANTIBIOTICOS

Os meios de cultivo foram suplementados com as seguintes concentracdes de
antibioticos: gentamicina (Gm) 15 pg/mL e rifampicina (Rif) 50 pg/mL. A escolha do

antibiotico utilizado foi feita de acordo com o plasmideo.

45 CONJUGACAO BACTERIANA E SELECAO

Para a conjugacao entre E. coli e S. fredii NGR234, inicialmente, as culturas
foram crescidas em placas de Petri com meio de cultura e antibiéticos adequados.
No dia posterior foi confeccionada placa de Petri contendo meios LA e TY solido
(1:1) sem antibioticos. Utilizando uma algca estéril foram coletadas algas de cada

cultura e misturadas na placa de conjugacao que foi incubada a 28°C por 24 horas.
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Com o intuito de selecionar apenas os tranconjugantes um loop da mistura da placa
de conjugacao foi transferido para nova placa contendo apenas o meio TY sélido,
antibiotico rifampicina (neste caso com concentracdo de 100 pug/mL) e o antibiotico

de resisténcia do plasmideo.

4.6 CULTIVO DE PLANTAS

4.6.1 PREPARO DE SUBSTRATO PARA CULTIVO DE PLANTAS

O substrato utilizado para o cultivo das plantas foi vermiculita expandida, pois
esta ndo apresentava nutrientes que pudessem interferir ou influenciar no
desenvolvimento da planta. A vermiculita foi lavada com agua corrente entre 3 e 4

horas e escorrida por 24 horas, para remocao do excesso de agua.

4.6.2 PREPARO DE POTES DE CULTIVO DE PLANTAS

Os potes de cultivo utilizados, frascos Magenta, consistiam em dois recipientes,
um superior e um inferior, acoplados. O recipiente superior possuia um orificio em
sua parte basal onde um pavio de papel filtro foi posto possibilitando o contato entre
a planta e o meio de cultura (B&D), localizado no compartimento inferior, com a
finalidade de manter o substrato umedecido, além de fornecer sais minimos para o
desenvolvimento da planta. O substrato foi colocado no recipiente superior, que foi
fechado com uma tampa. 28 potes foram preparados e autoclavados por 20 minutos

a 120°C para posteriormente receberem as plantulas.

4.6.3 DESINFECCAO DE SEMENTES

Com o intuito de eliminar quaisquer microrganismos existentes no tegumento
foi realizada a desinfeccédo das sementes de Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata
em capela. A selecao foi feita manualmente sendo selecionadas 28 sementes de
cada espécie que apresentaram aspecto mais saudavel e vistoso quando
comparadas as demais.

A desinfeccédo das sementes de P. vulgaris foi realizada por imersdo em acido
sulfarico (H2S0a4) concentrado por 10 minutos, com agitacdo manual suave. O acido

foi removido e as sementes lavadas com agua ultra pura em abundéancia por 10



25

vezes para a maxima remocao possivel do acido. A desinfeccédo das sementes de V.
unguiculata foi realizada por imersdo em acido sulfarico (H2S04) concentrado por 10
minutos. O acido foi removido e as sementes foram lavadas com agua ultra pura por
uma vez e em seguida imersas em peroéxido de hidrogénio (H202) 5% por 5 minutos.
O peroxido foi removido e outra lavagem foi realizada. Na sequéncia as sementes
foram imersas em etanol 70% por 5 minutos. Em todas as etapas de imerséo da
semente houve agitacdo manual suave. Por fim foi feita a remocéo do etanol e as
sementes foram lavadas com agua ultra pura em abundancia por 10 vezes para a

maxima remog¢ao possivel dos residuos.

4.6.4 GERMINACAO DE SEMENTES

Apos desinfeccdo, as sementes foram transferidas para placa de Petri
contendo solucao B&D acrescido de 0,5% de agar. As placas foram envolvidas em
papel aluminio e incubadas a 25°C por 48 horas, até que as sementes

germinassem, apresentando radiculas de tamanho aproximado de 3 cm.

4.6.5 TRANSFERENCIA DE SEMENTES PARA POTES DE CULTIVO

Em ambiente estéril, as sementes germinadas foram transferidas para os potes
de cultivo previamente preparados. Uma pequena abertura foi feita no substrato com
o auxilio de pinca estéril, onde as sementes germinadas foram acomodadas no
substrato, com suas radiculas voltadas para baixo. Os potes foram fechados e
levados até uma camara de cultivo em condicbes reguladas de luminosidade
(fotoperiodo — 16 horas), temperatura (diurna, 24°C e noturna, 20°C) e umidade
(70%). Os frascos Magenta permaneceram fechados na camara por 48 horas até
que as sementes germinadas se desenvolvessem em plantulas. Apds este periodo
de desenvolvimento foi feito o transporte para o laboratério onde as plantulas

receberam os in6culos de bactérias.

4.6.6 PREPARO DE INOCULOS

Para a obtencéo dos indculos, a estirpe S. fredii NGR234 foi cultivada em meio

TY liquido contendo os antibidticos rifampicina e gentamicina pelo periodo de 12
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horas. Uma aliquota foi transferida para o meio minimo RMS contendo os
antibiéticos rifampicina e gentamicina pelo periodo de 24 horas. Na sequéncia, nova
aliquota foi transferida para o meio minimo RMS sem antibiéticos permanecendo
pelo periodo de 24 horas. Essas trés etapas ocorreram sob agitacdo continua a 120
rpm e a temperatura de 28°C. Em seguida a D.O.es00 das culturas foi mensurada por
espectrofotometria com o intuito de realizar o calculo do volume de cultura a ser
centrifugado para obtencéo de D.O. de 0,7. Seguindo protocolo, por duas vezes as
culturas foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e as células foram lavadas
com sulfato de magnésio (MgSOa4) 10 mM. As amostras foram diluidas 10X na
mesma solucdo para a obtencdo de um nimero aproximado de 108 células por
mililitro. Ap6s a preparacdo dos inoculos os potes contendo as plantulas tiveram
suas tampas removidas e foi feita a inoculacéo, préxima a radicula, de 300 pL de
solucdo contendo bactérias da estirpe NGR234. Cada uma das estirpes foi inoculada
em 4 diferentes plantas. O substrato foi coberto com uma camada de esferas de
propileno estéreis com o intuito de isola-lo do ambiente, evitando possiveis
contaminacgdes. As plantas foram devolvidas a camara de cultivo permanecendo por
21 dias. Sempre que necesséario o meio de cultivo B&D foi reposto nos potes em

ambiente estéril.

4.7 PREPARO DE LAMINAS E MICROSCOPIA

As plantas permaneceram incubadas durante todo o periodo dos experimentos
e um exemplar referente a cada estirpe inoculada foi selecionado a cada 7 dias,
desde o dia da inoculacéo, para remocao e corte dos tecidos a serem estudados.

Apoés 7 dias foram coletadas raizes com o objetivo de se observar os pelos
radiculares. Apds 14 e 21 dias foi feita a remocao de, respectivamente, primordios
de nédulos e ndédulos maduros das raizes das plantas. Estes foram coletados e
fatiados utilizando microtomo. Todos os tecidos foram postos sobre laminas de vidro
e cobertas com laminulas. As laminas confeccionadas foram levadas para
microscopia de fluorescéncia e analisadas qualitativamente com intuito de observar
a expressao dos genes estudados por meio de GFP.

As imagens de pelos radiculares foram produzidas no microscopio Zeiss Axio
Observer Al (ZEISS, Oberkochen, Deutschland), utilizando objetivas de 20X. Para
GFP foi utilizado laser 488 para excitacdo e filtro de intervalo (band pass) de 500-
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550nm. O programa AxioVision Rel. 4.8 (ZEISS, Oberkochen, Deutschland) foi
utilizado para a visualizagdo das imagens.

Os cortes de primérdios e de nodulos maduros foram confeccionados no
micrétomo Leica VT1000S (LEICA, Nussloch, Deutschland). A espessura dos cortes
foi regulada em 30 um. Suas imagens foram produzidas no microscépio confocal
Nikon A1RSIMP (NIKON, Tokyo, Japan), utilizando objetivas de 20X. Para GFP foi
utilizado laser 488 para excitacéo e filtro de intervalo (band pass) de 500-550nm. O
programa Imaging Software Nis Elements 4.20 (NIKON, Tokyo, Japan) foi utilizado
para a visualizacdo das imagens e producdo de animacdes em 3D pelo uso das

fatias dpticas (Z slices).

4.8 CALCULO DE INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA

Os calculos finais relativos a intensidade de fluorescéncia, emitida pelas células
vegetais colonizadas por bactérias (simbiossomos), foram realizados em unidades
arbitrarias. 10 simbiossomos expressando GFP em cada imagem de nddulo maduro,
obtida por microscopia, foram selecionados. Estas células foram analisadas tendo
sua area e a intensidade de emissdo de fluorescéncia mensurados, utilizando o
Imaging Software Nis Elements 4.20. Com os valores obtidos, foi feita a razéo entre
fluorescéncia e area de cada uma das células, obtendo assim um valor para cada
célula. Destes resultados foi calculada a média aritmética chegando ao valor real de
emissao de fluorescéncia. Os resultados foram multiplicados por 1000, gerando os

valores finais apresentados neste trabalho.

5 RESULTADOS

51 ANALISE GERAL POR MICROSCOPIA

Inicialmente, a linhagem selvagem S. fredii NGR234 recebeu plasmideos
contendo fusdes transcricionais de genes de interesse com o0 gene (fp. Estas
linhagens foram inoculadas em V. unguiculata e P. vulgaris e o perfil de expressao
dos genes de interesse foi avaliado por microscopia de fluorescéncia.

Todo o processo de desenvolvimento de noédulos, desde a infeccdo das

plantas, foi acompanhado e as andlises de expressdo dos genes alvo foram
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realizadas. Em concordancia com o modelo de inducdo por flavonoides destes
genes, houve expressao de GFP em todos os tecidos analisados para as duas
espécies de plantas.

Foi possivel observar que os pelos radiculares apresentaram pontos de
colonizac@o por bactérias em suas superficies e por diversas vezes foi notada a
curvatura do 4pice dos pelos, que é a primeira resposta visual da troca de sinais
moleculares (flavondides e fatores Nod) entre a planta e S. fredii NGR234. Nesta
fase ocorre o englobamento do microrganismo pelo vegetal, que posteriormente
migra em direcdo as células corticais da raiz por meio do corddo de infeccgéo.
Imagens do corddo ndo foram obtidas neste trabalho, pois ndo foram observadas,
uma vez que sua formacao € pouco frequente.

Nas fases posteriores a migracao, crescimento e diferenciacdo da bactéria em
bacteroide, ocorre o desenvolvimento das estruturas denominadas noédulos. Os
nédulos, em seus estagios iniciais, ditos primérdios, ainda ndo possuem a
capacidade de realizar a fixacdo biolégica de nitrogénio, mas expressaram GFP.
Esta expressdo foi observada em todas as linhagens, ocorrendo em diferentes
intensidades, dependendo do gene analisado. Variacfes nos niveis de expresséo
destes genes, apos inducdo de flavonéides adicionados ao meio de cultura, ou seja,
em vida livre, também foram observados por Wassem et al. (2008).

Os nodulos maduros representaram a fase onde ocorreram 0s maiores niveis
de expressdo. Assim como em primoérdios, a expressao foi diferenciada entre cada
gene. Como esta fase apresentou o0s niveis mais altos de expresséo e, devido a
maior homogeneidade no tecido, os niveis de expressao de todas as fusfes foram
quantificados, levando em consideracdo a area analisada e sua emissdao de
fluorescéncia. Os resultados mostraram que o0s tts-boxes Sao expressos em

diferentes niveis dependendo da planta na qual ele foi inserido.

5.1.1 ANALISE DE EXPRESSAO EM Vigna unguiculata

As analises de pelos radiculares de V. unguiculata mostraram que TB6 (gene
nopL) promoveu maior nivel de emissédo de fluorescéncia. NB8 (nodABC) e TB9
(nopP) foram também muito expressos, mais do que 0s outros tts-boxes analisados.
TB1 (nopM), TB8 (nopB) e TB11 (nopT) apresentaram resultados similares entre si,

sendo bem expressos, porém em menor intensidade que os tts-boxes ja descritos.
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TB4 (nopJ) teve pouca expressao, sendo a mais baixa dentre todos, apesar de
detectavel, sendo até mesmo dificil obtencéo de imagens de seus pelos radiculares
em filtro de fluorescéncia.

Os primérdios de nodulos e nédulos maduros apresentaram emisséo elevada
de fluorescéncia. Os niveis de expressao em nddulos maduros foram maiores que
0s Vistos nos primordios, indicando que o TTSS € importante para a manutencéo da
colonizacéo do nédulo. O padréo de colonizacéo foi uniforme em todas as linhagens
e a expressao observada nos primordios se manteve em niveis similares até
atingirem a maturidade. Ou seja, todas as regides analisadas, apesar de diferentes
niveis entre si, mantiveram o mesmo até o completo desenvolvimento do ndédulo,
nao tendo variacdo de acordo com a fase de desenvolvimento. Ao realizar as
observacdes dos nédulos (primérdios e maduros), TB6 foi visto com maior nivel de
fluorescéncia, sendo esta muito superior a quaisquer outras. TB8 foi visto com o
segundo maior nivel, seguido por NB8, TB1 e TB11, com padrdes equiparados. Na
sequéncia, TB9 foi observado com emissdo um pouco inferior aos trés anteriores,
enquanto TB4 ndo emitiu fluorescéncia.

As figuras 7 a 13 mostram as imagens dos cortes de tecidos realizados e de

raizes colonizadas por NGR234 contendo as fusdes descritas.
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NB8

FIGURA 7 - CORTES TECIDUAIS DE Vigna unguiculata INFECTADA POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-NBS).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢cdo dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Jun¢cé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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TB1

FIGURA 8 - CORTES TECIDUAIS DE Vigna unguiculata INFECTADA POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB1).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Juncdo dos campos C e D.
No6dulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncédo dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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TB4

FIGURA 9 - CORTES TECIDUAIS DE Vigna unguiculata INFECTADA POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB4).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Juncdo dos campos C e D.
No6dulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncédo dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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FIGURA 10 - CORTES TECIDUAIS DE Vigna unguiculata INFECTADA POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB6).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jungcdo dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncdo dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.



34

FIGURA 11 - CORTES TECIDUAIS DE Vigna unguiculata INFECTADA POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB8).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nédulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢do dos campos C e D.
No6dulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncédo dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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B9

FIGURA 12 - CORTES TECIDUAIS DE Vigna unguiculata INFECTADA POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT'-TBY).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. N6dulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢do dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Jun¢cé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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FIGURA 13 - CORTES TECIDUAIS DE Vigna unguiculata INFECTADA POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB11).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢do dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Jun¢cé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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ApOs a obtencdo das imagens de ndédulos maduros, estas foram analisadas
quantitativamente, com o objetivo de avaliar os diferentes niveis de expressao de
forma mais precisa. Os resultados obtidos de intensidade de fluorescéncia em V.
unguiculata confirmam que existe diferenca nos niveis de expressao de genes
controlados por tts-boxes (FIGURA 14).

Os niveis de expressdo mais altos foram produzidos por: TB6, TB8, NB8, TB1,
TB11 e TB9, respectivamente, enquanto em TB4 nao foi detectada emissao neste

experimento, onde foram realizadas todas as analises.

INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA EMITIDA EM
Vigna unguiculata
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NB8 TB1 (nopM) TB4 (nopJ) TB6 (nopl) TBS (nopB) TBY (nopP) TB11 (nopT)
(nodABC)

FIGURA 14 — INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA EMITIDA EM Vigna unguiculata COLONIZADA
POR Sinorhizobium fredii NGR234 CONTENDO AS FUSOES INDICADAS.

NOTA: Os valores representam as médias das intensidades de fluorescéncia emitida calculadas nos
simbiossomos. ND = néo detectada.

FONTE: O autor, 2016.

Apesar de néo ter sido detectada fluorescéncia sendo emitida por TB4 (em
nodulos maduros), esta foi detectada anteriormente. O experimento de nodulacao
em V. unguiculata foi realizado duas vezes para que os resultados fossem mais bem
consolidados. No primeiro experimento houve expressdo em TB4, porém no
segundo experimento os ndédulos maduros ndo apresentaram colonizagao, ou ainda,
foram colonizados, porém os bacteroides ndo foram capazes de emitir fluorescéncia.

Os resultados do primeiro experimento ndo estdo sendo exibidos neste trabalho,
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pois os dados aqui mostrados se referem ao segundo experimento onde todas as
configuracbes de microscopia foram ajustadas de maneira uniforme. Desta forma é

possivel dizer que TB4 também € expresso, apesar dos baixos niveis.

5.1.2 ANALISE DE EXPRESSAO EM Phaseolus vulgaris

As analises de pelos radiculares de P. vulgaris ndo evidenciaram nenhum dos
tts-boxes se destacando em relacdo aos demais quanto a fluorescéncia emitida.
Existiram diversos pontos de colonizacédo por bactéria na superficie dos pelos e foi
notada a curvatura dos pelos em todas as linhagens.

Os primérdios de nddulos e noédulos maduros apresentaram emissao elevada
de fluorescéncia. Os niveis de expressdo em nédulos maduros foram maiores que
0s vistos nos primérdios. O padrdo de colonizacdo foi uniforme em todas as
linhagens e a expressdo nos nodulos maduros se mostrou coerente com a
observada nos primordios, ou seja, se manteve semelhante. TB8 foi visto como
maior emissor de fluorescéncia, sendo muito superior a quaisquer outras. Na
sequéncia, NB8 e TB9 pareceram ter emissdo equiparada, seguido por TB1, TB6 e
TB11, com padrdes semelhantes. Por dltimo, TB4 foi o mais fraco emissor de
fluorescéncia.

As figuras 15 a 21 mostram as imagens dos cortes de tecidos realizados e de

raizes colonizadas por NGR234 contendo as fusfes descritas.
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FIGURA 15 - CORTES TECIDUAIS DE Phaseolus vulgaris INFECTADO POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-NB83).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. N6dulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢do dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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FIGURA 16 - CORTES TECIDUAIS DE Phaseolus vulgaris INFECTADO POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB1).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. N6dulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢é@o dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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B4

FIGURA 17 - CORTES TECIDUAIS DE Phaseolus vulgaris INFECTADO POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB4).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢do dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncdo dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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FIGURA 18 - CORTES TECIDUAIS DE Phaseolus vulgaris INFECTADO POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB6).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. N6dulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jun¢do dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Jun¢cé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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B8

FIGURA 19 - CORTES TECIDUAIS DE Phaseolus vulgaris INFECTADO POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT-TB8).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. N6dulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Juncdo dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Juncé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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B9

FIGURA 20 - CORTES TECIDUAIS DE Phaseolus vulgaris INFECTADO POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT'-TB9).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Juncdo dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Jun¢cé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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TB11

FIGURA 21 - CORTES TECIDUAIS DE Phaseolus vulgaris INFECTADO POR Sinorhizobium fredii
NGR234 (pGT'-TB11).

NOTA: Pelos radiculares — (A) Campo claro. (B) Fluorescéncia, sem coloragéo artificial. Nodulos
primordiais — (C) Campo claro. (D) Fluorescéncia com filtro FITC. (E) Jungc&do dos campos C e D.
Nédulos maduros — (F) Campo claro. (G) Fluorescéncia com filtro FITC. (H) Jun¢cé@o dos campos F e
G.

FONTE: O autor, 2016.
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Os resultados obtidos através dos calculos de intensidade de fluorescéncia em
P. vulgaris comprovaram a diferenca em relacdo aos niveis de expressao de GFP
dos diferentes tts-boxes (FIGURA 22).

Os niveis de fluorescéncia foram mais intensos em: TB8, seguido por NBS,
TB9, TB6, TB11, TB1 e TB4.
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FIGURA 22 - INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA EMITIDA EM Phaseolus vulgaris COLONIZADO
POR Sinorhizobium fredii NGR234 CONTENDO AS FUSOES INDICADAS.

NOTA: Os valores representam as médias das intensidades de fluorescéncia emitida calculadas nos
simbiossomos.

FONTE: O autor, 2016.

6 DISCUSSAO

Conforme esperado, ocorreram infeccdo e colonizacdo de V. unguiculata e P.
vulgaris por S. fredii NGR234 contendo as fusbes em estudo. Genes tts quando
ativados, por ligacao de Ttsl aos tts-boxes, desempenham um importante papel na
infeccdo de plantas, por serem responsaveis pela expressdo do TTSS e da
producédo de lipopolissacarieos ricos em ramnose.

Conforme mostrado, os tts-boxes mais fortemente expressos em V. unguiculata
foram: TB6, TB8, TB1, TB11, TB9 e TB4, respectivamente, enquanto em P. vulgaris
foram: TB8, TB9, TB6, TB11, TB1 e TB4, respectivamente. Wassem (2008) mostrou,
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através da atividade da p-galactosidase, que a maior ativacdo dos tts-boxes em
NGR234, por inducdo via daidzeina, foram: TB8, TB4, TB9, TB1, TB6 e TB11,
respectivamente. Wassem (2008) realizou seus experimentos in vitro, utilizando um
anico flavondide para induzir expressao, sendo o Unico trabalho que descreve a
expressdo destes genes em NGR234. Como ndo havia dados na literatura
mostrando como os tts-boxes se comportam in vivo foi realizado este trabalho com
intuito de descobrir como estes sdo expressos durante a nodulacéo.

As diferencas de resultados deste trabalho quando comparados aos de
Wassem sugerem que a intensidade da ativacdo dos tts-boxes em NGR234 é
variavel quando induzidos por diferentes flavonéides. A cascata regulatoria proposta
por Kobayashi (2004) evidencia que o sistema € dependente da ligacdo de
flavondides a NodD1 para que o processo seja desencadeado. Os resultados deste
trabalho sugerem que os flavondides produzidos e secretados por V. unguiculata e
P. vulgaris interagem de maneira diferente com NodD1 em NGR234.

Diferentes niveis de expressdo foram obtidos quando diferentes flavonoides
foram utilizados em uma anadlise utilizando nod-boxes ao invés de tts-boxes
(KOBAYASHI et. al., 2004). Os genes avaliados por estes autores também séo alvos
de NodD1/flavondides e incluiram o nod-box 18, que controla a expressdo de Ttsl.
Uma vez que Ttsl € o ativador dos tts-boxes, os resultados descritos sdo coerentes
com esta diferente capacidade de ativacdo de NodD1/flavondides. Entretanto, ndo
se sabe como diferentes nod-boxes s&o mais ou menos ativados por NodD1 em
uma mesma condi¢cdo, ou seja, em uma mesma célula, respondendo ao mesmo
conjunto de flavondides.

Uma vez que Ttsl ndo responde diretamente a flavondides, as diferencas
observadas devem ter uma causa diferente ainda néo identificada. Uma possivel
razdo seria a diferente afinidade de Ttsl por cada tts-box analisado. Nenhum estudo
foi realizado para avaliar se a interacdo de Ttsl com os tts-boxes € diferente em
funcdo da sequéncia de cada um deles. Uma sequéncia consenso (GTCAG-Ne-
GaaAQG) foi proposta para tts-boxes, em diversos rizobios (KRAUSE et al., 2002) e
esta esta presente em todos os tts-boxes de NGR234. Entretanto, bases adjacentes
nao foram analisadas para avaliar se variagdes nestas determinam a afinidade pelo
ativador. Além disso, o consenso é formado por uma repeticdo direta imperfeita e
nao se sabe se tts-boxes contendo a repeticdo perfeita (TB8 e TB9) sdo mais

expressos que os imperfeitos.
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7 CONCLUSAO

Durante todos os estagios de desenvolvimento dos nodulos ocorreu emissao
de fluorescéncia, confirmando que estes genes sdo expressos durante todo o
processo.

Os niveis de expressdo em nodulos maduros foram maiores que 0s vistos nos
primordios indicando que o TTSS é importante para a manutencédo da colonizacéao
do nodulo.

Os tts-boxes mais fortemente expressos em V. unguiculata foram: TB6, TBS,
TB1, TB11, TB9 e TB4, respectivamente, enquanto em P. vulgaris foram: TB8, TB9,
TB6, TB11, TB1 e TB4, respectivamente.
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