Universidade
Estadual de LondRrina

|

LUCIANA RUANO DE OLIVEIRA

ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES NODC E NODG DE
RHIZOBIUM TROPICI SOB INDUCAO COM FLAVONOIDES
PELA TECNICA DE PCR QUANTITATIVO

Londrina
2009



LUCIANA RUANO DE OLIVEIRA

ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES NODC E NODG DE
RHIZOBIUM TROPICI SOB INDUCAO COM FLAVONOIDES
PELA TECNICA DE PCR QUANTITATIVO

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Microbiologia.

Orientadora: Prof* Dr* Mariangela Hungria
Co-orientadora: Dr* Francismar Corréa Marcelino

Londrina
2009



LUCIANA RUANO DE OLIVEIRA

ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES NODC E NODG DE
RHIZOBIUM TROPICI SOB INDUCAO COM FLAVONOIDES PELA
TECNICA DE PCR QUANTITATIVO

Dissertagdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduagdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina como parte dos requisitos
para a obtengdo do titulo de Mestre em
Microbiologia.

BANCA EXAMINADORA

Prof* Dr* Mariangela Hungria da Cunha
Orientadora — Embrapa Soja/UEL

Dr? Francismar Corréa Marcelino
Embrapa Soja

Dr” Elisete Pains Rodrigues
Embrapa Soja

Londrina, 29 de junho de 2009



Aos meus pais
Aos meus irmaos
Aos meus sobrinhos
Ao meu amor, Yudi

com amor

DEDICO



“Todo o bem que eu puder fazer,

toda a ternura que eu puder demonstrar a
qualquer ser humano,

que eu os faga agora, que nao os adie ou
esquega, pois nao passarei duas vezes pelo
mesmo caminho.”

(James Greene)



AGRADECIMENTOS

Nada na vida conquistamos sozinhos. Sempre precisamos de outras pessoas
para alcangar os nossos objetivos e muitas vezes, um simples gesto pode mudar a nossa vida e

contribuir para o nosso sucesso.

De uma maneira geral gostaria de agradecer a todas as pessoas que de
alguma forma contribuiram para a realizagdo deste trabalho. Acredito que qualquer trabalho

cientifico so se realiza com a dedicagao de um grupo de pessoas, € este nao foi diferente.

A Deus por ter me concedido a vida, a oportunidade de estudar e a forca para

vencer todos os obstaculos.

Agradeco de coracdo a todos os meus familiares, em especial meus queridos
pais Jos¢ Adelino e Maria Aparecida, meus queridos irmaos José Adelino, Silvia (minha irma
gémea) ¢ Marilice, minha cunhada Juliana e meus lindos sobrinhos Isabela e Diogo. Obrigada

por compreenderem todos os momentos de auséncia e por todo o apoio que sempre me deram.

Meus queridos pais eu gostaria de agradecer de uma maneira especial pelo
exemplo de vida que sempre me deram, me mostrando que mesmo com todo o sofrimento que
passaram nesta vida continuaram lutando e enfrentando todas as dificuldades com esforco,
muito esforco, trabalho, paciéncia, dedicagdo, fé, coragem, amor, ndo desistindo nunca
quando os obstaculos surgiam. Que desde sempre incutiram-me os valores, principios éticos e
morais dos quais jamais me afastei. Pela motivacdo, compreensdo e for¢a, com que sempre
me acompanharam. Por sempre acreditarem e me fazerem acreditar que sou capaz. Pelo amor

incondicional. Vocés sao tudo na minha vida. Meu amor e eterno agradecimento.

Com um carinho muito especial eu agradeco ao meu namorado Yudi, pelo
apoio, carinho, amor, amizade, paciéncia, dedicagdo. Obrigado por me ouvir nos meus
desabafos, compreender os momentos de auséncia e pelas palavras de incentivo, sempre.

A minha orientadora, Dr* Mariangela Hungria, pela oportunidade. Mesmo
sem me conhecer, ter me aceitado orientar; pela confianga e profissionalismo demonstrados.

Por nao medir esfor¢os para ajudar seus alunos, mesmo na correria do seu dia a dia.



A Dr* Francismar Corréa Marcelino, pela co-orientagdo neste trabalho, tendo

paciéncia em dirimir minhas duvidas; pela amizade, além de orientadora.

Ao Dr° Marco Antonio Nogueira, membro da banca de defesa de projeto e ao
Dr® Fernando Gomes Barcellos, membro da banca de defesa de projeto e qualificagdo.

Obrigado pelas criticas e sugestdes.

A Ligia, técnica do Laboratério de Biotecnologia dos Solos da Embrapa

Soja, pelos ensinamentos e incentivos.

Aos amigos do Laboratério de Biotecnologia dos Solos da Embrapa, e
mesmo aqueles que ndo estdo mais no laboratorio: Maria, Adalgisa, Glaciela, Odair, Pamela,
Susan, Jesiane, Adriana, Simone, Fabinho, Renan Ribeiro, Renan Oliveira, Nagila, Leny,
Leticia, Renata, Ilmara, Aline, André, Gesiele, Rinaldo, Dona Rosa, Sueli. Pela amizade,
carinho e ajuda. Aqueles que me deram forgas nos momentos mais dificeis e estiveram
sempre a disposi¢do, em todos os momentos. Vou guardar pra sempre em meu coragdo. Todos
os momentos de descontragdo foram fundamentais para que as minhas forgas fossem

restabelecidas.

Aos técnicos do Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja, em
especial a Silvana e ao César, pela ajuda, por terem permitido com que eu utilizasse o
nanodrop®, além de me fornecerem varios reagentes para que eu conseguisse concluir meus

experimentos. Muito obrigado.

A Dr* Elisete Pains Rodrigues, pelo exemplo de profissional, sempre
disposta a ajudar os colegas, pelas 6timas sugestoes, dicas, orientacdes. Pela amizade, por ter
sempre me incentivado e ajudado. Muito obrigado.

As minhas amigas Joyce, Rafaela e Bianca, pelos momentos de descontragio

e amizade.

Aos membros da banca examinadora: Dr* Francismar Corréa Marcelino e Dr*
Elisete Pains Rodrigues pela disponibilidade em participar da banca de defesa desta
dissertacdo e pelas valiosas contribui¢des durante o desenvolvimento e a conclusdo deste

trabalho.



Aos professores e funcionarios do curso de Pds-Graduagao em Microbiologia

da UEL, pelo conhecimento transmitido e ao apoio concedido.

Ao CNPq, pela concessao da bolsa de estudos.

A EMBRAPA Soja, pela oportunidade de estagio e bolsa de estudos durante
o primeiro ano de estdgio, pela estrutura que me foi concedida para a realizacdo dos

experimentos.

Enfim, agradego a todas as pessoas que, direta ou indiretamente contribuiram

para a realizag¢do deste trabalho. Meu muito obrigado!



OLIVEIRA, LUCIANA RUANO DE. Anélise da expressédo dos genes nodc e nodg de
Rhizobium tropici sob inducdo com flavondides pela técnica de PCR quantitativo. 2009.
86 f. Dissertagcdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, Parana, Brasil.

RESUMO

O estabelecimento da simbiose rizobio-leguminosa inicia-se com a excrecdo, pela planta
hospedeira, de compostos de acdo quimiotatica sobre o rizobio, facilitando a colonizagdo
rizosférica e estimulando o crescimento da bactéria. Geralmente, estes compostos excretados
sdo agucares, aminoacidos e acidos dicarboxilicos, que promovem a adesdo dos rizobios aos
pelos radiculares das plantas. Simultaneamente a esta adesdo, tem inicio uma troca de sinais
moleculares entre o microssimbionte ¢ a planta hospedeira, que libera compostos fenélicos,
principalmente flavonoides, responsaveis pela indug¢do da transcricdo de genes bacterianos
essenciais a nodulag¢do (genes nod, nol e noe). Os rizdbios produzem, entdo, por meio dos
genes de nodulacdo, os fatores de nodulagdo (fatores Nod), que sdo oligossacarideos
lipoquitinicos (LCOs) que induzem modificacdes radiculares no estagio de pré-infecgdo,
essenciais a infec¢do do rizébio para a formagdo do noddulo e posterior fixacdo do nitrogénio
(N2). O gene nodC ¢ responsavel pela biossintese da estrutura basica do fator Nod, mais
especificamente, ¢ responsavel pelo controle da etapa de elongag¢do da cadeia principal
oligossacaridica. Ja o gene nodG ¢ um gene especifico do hospedeiro (hsn), responsavel pela
modificacdo no esqueleto oligossacaridico do fator Nod. Neste estudo foi relatada a resposta
transcricional dos genes NodC e nodG na estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici, ap6s indugao
com naringenina e exsudato de sementes de feijdo, pela técnica de PCR quantitativo (RT-
gPCR). Deste modo, diferentes tratamentos de indugdo dos genes nod foram realizados. No
primeiro experimento, os genes NOAC ¢ nodG foram induzidos com naringenina ou exsudato
de sementes de feijao por um periodo de 48 h. Ja no segundo experimento, apds as células
bacterianas atingirem a fase exponencial de crescimento, foi realizado o processo de indugao
dos genes nod, sendo aplicados os seguintes tempos: 5 min, 15 min, 1 h, 4 h ¢ 8§ h. Em
seguida, procedeu-se a extragdo do RNA total de todas as culturas. Os niveis de expressao
génica diferencial foram calculados aplicando-se o método 2" (Livak and Schmittgen,
2001) e a analise dos dados foi feita por estatistica descritiva, onde a reprodutibilidade e
precisdo dos valores de RQ obtidos foram estimados pelos desvios padrdo (SD) e coeficiente
de variagdo (CV%) em cada corrida e entre as corridas. Também foi utilizado o programa
REST 2008 (Relative Expression Software Tool), versiao 2.0.7 (Pfaffl et al., 2002;
http://www.gene-quantification.info), o qual testa as diferengas para significancia através de
um teste randomico, baseado em iteracdes. Em todas as reacdes foi utilizado o gene
ribossdmico 16S como normalizador. Os resultados da quantificacdo relativa mostraram que,
apds 5 min de incubagdo, ambos os genes foram significativamente induzidos pelo exsudato,
com valores 121,97 e 14,86 superiores ao controle, respectivamente. Niveis de expressao
inferiores foram observados na presenca de naringenina, além disso, a expressdo maxima na
presenca desse indutor foi verificada somente apdés 8 h de incubacdo. Esses resultados
sugerem que o exsudato de sementes de feijdo revelam maior potencial para uma imediata
indugdo dos genes nod em R. tropici PRF 81.

Palavras-chave: Genes de nodula¢do. Expressdo génica. Fixag¢do biologica do nitrogénio.
Phaseolus vulgaris. Rhizobium tropici. RT-qPCR. Simbiose.



OLIVEIRA, LUCIANA RUANO DE. Analysis of the expression of nodC and nodG genes
of Rhizobium tropici after induction with flavonoids by the quantitative PCR technique
(RT-gPCR). 2009. 86 f. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, Parana, Brasil.

ABSTRACT

The establishment of rhizobia-legume symbiosis begins with the excretion by the host plant of
compounds with chemotatic activity to the rhizobia, facilitating the rhizospheric colonization
and stimulating bacterial growth. In general these excreted compounds are sugars, amino
acids and dicarboxylic acids that promote the attachment of the rhizobia to the plant root
hairs. Simultaneously to this attachment, an exchange of molecular signals between the
microsymbiont and the host plant starts, with the plant releasing phenolic compounds, mainly
flavonoids, responsible for the induction of the transcription of bacterial nodulation genes
(nod, nol and noe genes). Following, rhizobia releases the nodulation factors (Nod factors)
that are lipochitin oligosaccharides (LCOs) responsible for the changes in the early stages of
the root infection, facilitating the infection of rhizobia that will lead to nodule formation and
nitrogen fixation. The nodC gene is responsible for the biosynthesis of the basic structure of
the Nod factor, more especifically, it is responsible for controlling the elongation of the
oligosaccharides backbone. The nodG gene is a host-specific gene (hsn), responsible for
modification in the oligosaccharide backbone of the Nod factor. This study reports the
transcriptional response of NodC and nodG genes of strain PRF 81 of Rhizobium tropici, after
induction with naringenin and common bean exudate, evaluated by the quantitative PCR
technique (RT-qPCR). Different gene induction treatments were applied. In the first
experiment, N0dC and nodG genes were induced with naringenin or seed exudates by 48 h. In
the second experiment, after bacterial cells reached the exponential phase of growth,
induction was achieved by the incubation with naringenin or seed exudates in different
periods of time: 5 min, 15 min, 1 h, 4 h e 8 h. Following, total RNA was extracted from all
cultures. The levels of differential gene expression were estimated by the method of 274"
(Livak and Schmittgen, 2001) and the analyses of the data was performed by using
descriptional statistics, with the reproducibility and precision of the RQ values being
estimated by the standard deviation (SD) and the coefficient of variatio (CV%) obtained in
each assay and among the asssays. The REST 2008 (Relative Expression Software Tool),
versdao 2.0.7 (Pfaffl et al., 2002; http://www.gene-quantification.info) was also used, to test
the statistical significance by means of a random test base on interactions. In all reactions the
16S rRNA gene was used as a normalizer. The results of relative quantification have shown
that, after 5 min of incubation, both genes were significantly induced by the exudates, with
values of 121,97- and 14,86-fold higher than the control, respectively. Lower levels of
expression were observed in the presence of naringenin; furthermore, maximum expression in
the presence of this inducer was verified only after 8 h of incubation. These results suggest
that common bean seed exudates have a higher potential for a prompt induction of nod gene
in R. tropici strain PRF 81.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Gene expression. Nodulation genes. Phaseolus
vulgaris. Rhizobium tropici. RT-qPCR. Symbiosis.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é a leguminosa mais importante para a
nutricdo humana no Brasil, tendo em vista que o feijao ¢ um dos alimentos mais tradicionais
na dieta alimentar do brasileiro. E fonte de proteina vegetal e, também, de aminoacidos
essenciais, representando uma das principais fontes de proteinas da dieta de populacdes
menos favorecidas (COSTA; VIEIRA, 2000b). O Brasil ¢, atualmente, o maior produtor e
consumidor de feijao (Phaseolus vulgaris L.) do mundo.

Em condigdes limitadas de nitrogénio, bactérias pertencentes a diversos
géneros, como Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium (= Ensifer), Azorhizobium,
Mesorhizobium, Burkholderia, Methylobacterium, Cupriavidus, coletivamente denominadas
como rizdbios, sdo capazes de estabelecer simbiose com espécies de plantas pertencentes a
familia Leguminosae, formando estruturas altamente especializadas, denominadas de nédulos,
em cujo interior, posteriormente, ird ocorrer a fixacao biologica do nitrogénio (FBN) (RHIJN;
VANDERLEYDEN, 1995; HUNGRIA; STACEY, 1997; BRENCIC; WINANS, 2005;
STACEY et al., 2006). O processo da nodulacdo radicular inicia-se com a excre¢do, pela
planta hospedeira, de compostos que agem como substiancias quimiotaticas e estimulam a
multiplicagdo das bactérias na rizosfera (HUNGRIA, 1994). Geralmente, estes compostos
excretados sdo acucares, aminodcidos e acidos dicarboxilicos, que promovem a adesdo dos
rizébios aos pelos radiculares das plantas, um processo relativamente estavel e irreversivel.
Simultaneamente a essa adesdo, ocorre uma troca de sinais moleculares entre o
microssimbionte € a planta hospedeira, que libera compostos fenolicos, especialmente
flavondides, além de outras moléculas, como as betainas (ndo pertencentes a familia dos
flavonoides), que induzem a transcrigao dos genes de nodulagao (nod, nol e noe) nas bactérias
(HUNGRIA ET AL., 1997; BRENCIC; WINANS, 2005; PINTO, 2007). A seguir, ocorre a
sintese e a liberacdo, pelo rizobio, de pequenas moléculas que sdo percebidas pela planta e
que, por conseguinte, ativam o processo de formagdo do nddulo. Essas moléculas sdo
chamadas de fatores Nod, também conhecidos como lipo-quito-oligossacarideos (LCOs)

(BRENCIC; WINANS, 2005) e sao responsaveis pelas modifica¢des radiculares na planta no



15

pré-estagio de infec¢do, culminando com a formagdo dos nodulos fixadores de nitrogénio
(N2).

Uma imediata indug@o dos genes nod ¢ considerada essencial para o inicio do
processo de infeccdo pelo rizébio. Os flavonodides exsudados por sementes e raizes de uma
determinada leguminosa consistem de uma mistura de indutores dos genes nod fracos e fortes,
além de compostos inibidores e ineficazes (MULLIGAN; LONG, 1985; FIRMIN et al., 1986;
PETERS et al., 1986; REDMOND et al., 1986; HARTWIG et al., 1989, 1990; HUNGRIA et
al., 1992). No caso do feijoeiro, o principal grupo de compostos indutores liberados pelas
sementes foi identificado como antocianidinas (delfinidina, petunidina e malvidina) e
flavonois (miricetina, quercetina e canferol) (HUNGRIA et al., 1991a). Nos exsudatos
radiculares foram identificados eriodictiol, naringenina e genisteina como os principais
indutores (HUNGRIA et al., 1991b). Bolands-Vasquez & Werner (1997) identificaram outros
compostos flavonodides indutores dos genes nod em exsudatos radiculares de feijoeiro, a
chalcona isoliquiritigenina, e a correspondente flavanona liquiritigenina.

Nio existem estudos de expressdo génica da estirpe PRF 81 de Rhizobium
tropici, portanto, torna-se necessario verificar se o flavondide naringenina e exsudato de
sementes de feijdo sao capazes de induzir a expressdo dos genes nod.

Além disso, a maioria dos estudos de expressdo dos genes nod, baseados na
inducdo desses genes pelos flavondides indutores, reportados na literatura, sdo obtidos através
das construgdes de “plasmideos repérteres”, as quais permitem monitorar a expressdo dos
genes Nod através da atividade da enzima B-galactosidase (INNES et al., 1985; MULLIGAN;
LONG, 1985; ROSSEN et al., 1985; ZAAT et al., 1987b). Existem poucos estudos utilizando
a técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) para verificar a expressao de genes
de nodulagao (nod) em rizobios. Dentro deste contexto, investigou-se o potencial indutor do
flavonoide naringenina e de exsudato de sementes de feijdo na expressdo dos genes nodC e
nodG de R. tropici PRF81, através da técnica de RT-qPCR.

Estes estudos podem fornecer informagdes valiosas para a compreensao dos
mecanismos envolvidos na simbiose entre o feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e seu
microssimbionte R. tropici, e consequentemente permitir o desenvolvimento de estratégias

que possam elevar a FBN nessa leguminosa e aumentar os rendimentos.
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1.2 A CULTURA DO FEIJOEIRO (PHASEOLUS VULGARIS L.)

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) ¢ a leguminosa mais importante para a
nutricdo humana, tendo em vista que o feijdo € um dos alimentos mais tradicionais na dieta
alimentar do brasileiro. E fonte de proteina vegetal e, também, de aminodcidos essenciais,
representando uma das principais fontes de proteina da dieta de populacdes menos
favorecidas (COSTA; VIEIRA, 2000b).

Gragas as suas comprovadas propriedades nutritivas e terapéuticas, o feijao ¢
altamente desejavel como componente em dietas de combate a fome e a desnutricao. Além do
seu conteudo proteico, o elevado teor de fibra alimentar, com seus reconhecidos efeitos
hipocolesterolémico e hipoglicémico, aliado as vitaminas (especialmente do complexo B) e
aos carboidratos, tornam o seu consumo altamente vantajoso como alimento funcional,
representando uma fonte importante de nutrientes, de energia e atuando na prevencao de
disturbios cardiovasculares e certos tipos de cancer (COSTA; VIEIRA, 2000b; EMBRAPA,
2007a).

O feijoeiro ¢ originario das Américas, com dois centros de diversificagdo
genética: o0 Mesoamericano ou grupo norte (do México a regido norte da América do Sul) e o
Andino ou grupo sul, que abrange o sul do Peru até o norte da Argentina. Além desses centros
primarios, um terceiro centro menor de domesticacdo pode existir na Colombia (GEPTS,
1990; KAMI et al., 1995).

Entre as espécies cultivadas do género Phaseolus (P. vulgaris, P. coccineus,
P. acutifolius, P. lunatus), o P. vulgaris é a mais plantada, sendo responsavel por cerca de
95% da produgdo mundial de Phaseolus (COSTA; VIEIRA, 2000a).

O Brasil ¢, atualmente, o maior produtor ¢ consumidor de feijao (Phaseolus
vulgaris L.) do mundo. Conforme publicagdo do quinto levantamento da safra 2008/09,
realizada em fevereiro de 2009 pela Companhia Nacional de Abastecimento - Conab, a area
plantada de feijao aumentou de 3.993,4 mil hectares (ha), em 2007/08, para 4.141,4 mil ha,
em 2008/09. A andlise dos dados de produgdo, referentes ao mesmo periodo, mostra um
aumento minimo de 3.521,9 mil toneladas, em 2007/08, para 3.588,2 mil toneladas em
2008/09. A produtividade aponta um decréscimo de 882 kg ha™ para 866 kg ha. Esses dados
referem-se as trés safras que compdem o ciclo da cultura ao longo do ano (CONAB, 2009).

O cultivo dessa leguminosa ¢ bastante difundido em todo territério nacional

e, dependendo da regido, o plantio de feijao no Brasil ¢ feito ao longo do ano, em trés épocas.
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A primeira, também conhecida como safra das “aguas”, ocorre entre agosto e dezembro e
concentra-se mais nos estados da Regiao Sul; a segunda safra, ou da “seca”, abrange todos os
estados brasileiros e ocorre entre janeiro e abril; a terceira safra, ou de “inverno”, concentrada
nas Regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste e no Estado da Bahia, ¢ realizada de maio até julho ou
agosto, dependendo do estado. Dessa forma, durante todo o ano, em alguma regido do pais
sempre havera produgdo de feijio (COSTA; VIEIRA, 2000a). E reconhecida como cultura de
subsisténcia, uma vez que grande parte da producdo esta ligada a pequenas e médias
propriedades, geralmente utilizando baixo nivel tecnologico, apresentando importancia
destacada nos sistemas produtivos vinculados a agricultura familiar (EMBRAPA, 2007b).

O baixo nivel de tecnologia e o cultivo em solos marginais, especialmente
com baixo teor de nitrogénio (N), contribuem para a baixa produtividade do feijoeiro,
representando um dos fatores limitantes a obtencdo de maiores rendimentos nacionais
(HUNGRIA et al., 1997; 2003; PINTO, 2007). Nesse contexto, o suprimento adequado de N
pela simbiose com bactérias diazotroficas, de modo eficaz, representa uma alternativa para
aumentar os rendimentos nacionais a um baixo custo, contribuindo para a manutengdo da
fertilidade do solo, além de evitar a contamina¢do dos recursos hidricos pelo nitrato e de
diminuir a emissao dos gases com efeito estufa (HUNGRIA et al., 1997, 2003; EMBRAPA,
2007c). De fato, ja foi constatado que, com a utilizagdo de cultivares e estirpes mais
adequadas, aliada a condi¢des ambientais favoraveis, o feijoeiro pode obter N proveniente da
FBN em quantidades comparaveis as das plantas recebendo fertilizante nitrogenado

(HUNGRIA et al., 2000; 2003).

1.3 A IMPORTANCIA DA FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

O N ¢ o quarto elemento mais abundante nas plantas, sendo superado apenas
pelo carbono (C), pelo oxigénio (O,) e pelo hidrogénio (H,). E constituinte essencial de
aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, hormdnios e da clorofila
(MORGANTE, 2003), estando presente na natureza como nitrogénio molecular (N,), ions de
nitrato (NOj), amoénia (NH3) ou incorporado em compostos organicos nitrogenados
(DROZDOWICZ, 1997; PINTO, 2007).

Apesar de sua abundancia na atmosfera na forma de N,, constituindo

aproximadamente 80% dos gases atmosféricos, nenhum animal ou planta ¢ capaz de utiliza-lo
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diretamente como nutriente, devido a auséncia do aparato enzimatico responsavel em quebrar
a tripla ligacao existente entre os dois atomos de N, que € uma das mais fortes de que se tem
conhecimento na natureza (ARAUJO; CARVALHO, 2006; HUNGRIA et al., 2007; PINTO,
2007).

As principais fontes para fornecimento de N para as plantas sdo: 1) o solo,
principalmente pela decomposicdo da matéria organica; 2) a fixagdo nao-biologica; 3) os
fertilizantes nitrogenados; e 4) o processo de FBN doN,.

Em relagdo ao N do solo, o reservatdrio desse nutriente presente na matéria
organica ¢ limitado, podendo ser esgotado, rapidamente, ap6s alguns cultivos.

A fixacao ndo-biologica, isto €, independente da agdo de organismos vivos,
resulta de processos naturais, como a reagdo de descargas elétricas com o Ny, a combustdo e o
vulcanismo. Essa fonte, porém, contribui com apenas cerca de 10% da entrada anual de N na
terra.

Os fertilizantes nitrogenados representam a forma assimilada com maior
rapidez e com menor custo energético pelas plantas, porém, com custos econdmico e
ambiental elevados. O processo industrial que transforma o N, em amonia (NH3) requer:
hidrogénio (derivado de gés de petrdleo); catalisador contendo ferro; altas temperaturas (300°
a 600°); e altas pressoes (200 a 800 atm). Desse modo, o gasto equivalente de fontes
energéticas por tonelada de amonia sintetizada ¢ de, aproximadamente, seis barris de petroleo.
Um agravante na utilizagdo dos fertilizantes nitrogenados reside na baixa eficiéncia de sua
utilizagdo pelas plantas, raramente ultrapassando 50%. Deve-se considerar, ainda, que os
fertilizantes nitrogenados estao altamente relacionados a polui¢cdo ambiental, pois a lixiviagdo
do N e o escorrimento desse nutriente pela superficie do solo resultam em acimulo de formas
nitrogenadas, particularmente nitrato, nas aguas dos rios, lagos e lengdis subterraneos,
podendo atingir niveis toxicos aos peixes € ao homem. Em termos globais, estima-se que a
produgdo industrial da amonia contribua com, aproximadamente, 25% das entradas de N na
terra.

A terceira fonte de N para as plantas ¢ representada pela FBN, a qual
representa a principal via de incorporagdo do N a biosfera (HUNGRIA et al., 2001, 2007,
PINTO, 2007). Na FBN ha redu¢ao do N, em NH;, a mesma forma obtida pelo processo
indusrial, que serd, posteriormente, utilizada para a sintese de compostos organicos
nitrogenados. Esse processo ¢ realizado pelas bactérias fixadoras de N, também denominadas
como diazotréficas, as quais adquiriram, durante sua evolucdo, a capacidade de sintetizar a

nitrogenase, uma enzima capaz de romper a tripla ligagdo do N, (DROZDOWICZ, 1997).
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A maior contribui¢do do processo de FBN ocorre pela associagdo simbidtica
de plantas da familia Leguminosae com bactérias pertencentes a diversos géneros, como
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium (= Ensifer), Azorhizobium, Mesorhizobium,
Burkholderia, Methylobacterium, Cupriavidus, coletivamente denominadas como rizobios
(HUNGRIA et al., 2007).

A FBN representa um componente essencial para a sustentabilidade da
agricultura (DIXON; KAHN, 2004; PINTO, 2007), tanto que inoculantes rizobianos tém sido
aplicados, freqiientemente, como biofertilizantes. Os inoculantes sdo produtos desenvolvidos
a partir de bactérias do solo capazes de estabelecer uma associagdo com as plantas e
possibilitar o fornecimento de N a elas. Sdo compostos de um veiculo esterilizado, geralmente
turfa (um tipo de solo orgénico) ou outro material semelhante, e grande quantidade de
bactérias especificas para cada espécie de leguminosa, sendo misturado as sementes no
momento da semeadura (EMBRAPA, 2007d). A tendéncia moderna no cultivo de
leguminosas € o uso cada vez mais intenso do inoculante, por ser um produto natural, de alta
eficiéncia e com uma relagdo custo/beneficio muito favoravel para o lado do beneficio.

Estima-se que o processo bioldgico contribua com cerca de 65% de todas as
entradas de N, sendo o maior provedor desse nutriente para a manuten¢do da vida na terra
(HUNGRIA et al., 2001).

Os teores de N nos solos brasileiros sdo baixos, de modo que, para garantir o
rendimento da cultura do feijoeiro, é necessario fornecer esse nutriente, seja através do uso de
fertilizantes ou pelo processo de FBN. A contribuicdo do processo de FBN representa,
portanto, uma alternativa de baixo custo, protetora do meio ambiente € com uma grande

contribui¢cdo para o tipo de manejo que hoje ¢ buscado mundialmente, o de uma agricultura

sustentavel (PINTO, 2007).

1.4 SIMBIOSE R1ZOBIO-LEGUMINOSA E OS PROCESSOS DE INFECCAOE NODULACAO DAS RAIZES

DE FEIJOEIRO

Em condicdes limitadas de N, os rizébios sdo capazes de estabelecer
simbiose com espécies de plantas pertencentes a familia Leguminosae, formando estruturas
altamente especializadas, denominadas de nddulos, em cujo interior, posteriormente, ira

ocorrer a FBN (RHIJN; VANDERLEYDEN, 1995; HUNGRIA; STACEY, 1997; BRENCIC;
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WINANS, 2005; STACEY et al.,, 2006). Essa associacdo planta-bactéria ¢ tida como
simbiodtica, uma vez que o N fixado pelos microrganismos ¢ assimilado pelas plantas,
enquanto estas fornecem fontes de C para o simbionte (STRALIOTTO; TEIXEIRA, 2000);
Essa interacdo ¢, de um modo geral, especifica para cada leguminosa hospedeira (HUNGRIA,
1994; STACEY et al., 2006).

A formacao dos nddulos € um processo complexo que ocorre em varias
etapas, envolvendo mudangas fisioldgicas e morfologicas, tanto na planta hospedeira, como
na bactéria. As alteracdes na bactéria visam, especialmente, o recebimento de fontes de C da
planta hospedeira, para prover ATP e poder redutor, necessarios para o processo de FBN,
enquanto que as mudangas na planta hospedeira visam assimilar a amonia produzida pelas
bactérias. O processo da nodulagao radicular inicia-se com a excregdo, pela planta hospedeira,
de compostos que agem como substancias quimiotaticas e estimulam a multiplicacdo das
bactérias na rizosfera (HUNGRIA, 1994). Geralmente, estes compostos sdo acucares,
aminoacidos e acidos dicarboxilicos, que promovem a adesdo dos rizobios aos pelos
radiculares das plantas, um processo relativamente estavel e irreversivel. Esse processo ocorre
em duas etapas: na primeira, as bactérias isoladas aderem a superficie radicular e, em seguida,
outras bactérias aderem as que estdo presas aos pelos radiculares. Simultaneamente a essa
adesdo, ocorre uma troca de sinais moleculares entre o microssimbionte e a planta hospedeira,
que libera compostos fendlicos, especialmente flavonoides, além de outras moléculas, como
as betainas (ndo pertencentes a familia dos flavonoéides), que induzem a transcri¢ao dos genes
de nodulag@o (nod, nol e noe) nas bactérias (HUNGRIA et al., 1997, BRENCIC; WINANS,
2005; PINTO, 2007). Na segunda etapa da sinalizagdo molecular, ocorre a sintese e a
liberagdo, pelo rizobio, de pequenas moléculas que sdo percebidas pela planta e que, por
conseguinte, ativam o processo de formagdo do nddulo. Essas moléculas sdo chamadas de
fatores Nod, também conhecidos como lipo-quito-oligossacarideos (LCOs) (BRENCIC;
WINANS, 2005) e sdo responsaveis pelas modificagdes radiculares no pré-estagio de
infec¢cdo, como: formagao de raizes curtas e grossas, deformacao, encurvamento e aumento no
numero de pelos radiculares, seguidos por invaginagdo da parede celular e formagdo de um
cordao de infec¢do no interior do pelo radicular, que cresce da extremidade do pelo radicular
encurvado em dire¢do ao cortex, conduzindo o rizébio para as células interiores (PINTO,
2007). Em associagdo a infeccdo ocorrem os processos de divisdo das células do cortex e
forma¢ao do primérdio do nédulo (HUNGRIA, 1994; HADRI et al., 1998; STACEY et al.,
2006). Os corddes de infecgdo entram nas células desse primérdio, em cujo citoplasma as

bactérias sao liberadas e envoltas em uma membrana. Em seguida, os primordios diferenciam-
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se em nodulos — auténticos 6rgaos de especializacdo celular - dentro dos quais as bactérias se
diferenciardo em bacteroides, formas capazes de fixar o N, (HUNGRIA, 1994; STACEY et
al., 2006; PINTO, 2007). Nos bacteroides ocorre a sintese das enzimas relacionadas com a
quebra da tripla ligagdo do N, e com a assimilacdo do N fixado, dando inicio ao processo de
FBN (HUNGRIA, 1994).

Atualmente, existem seis espécies de Rhizobium descritas capazes de nodular
e fixar N, em feijoeiro: Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (JORDAN, 1984), R. tropici
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), R. etli (SEGOVIA et al., 1993), R. gallicum, R.
giardinii (AMARGER et al., 1997) e R. lusitanum (VALVERDE et al., 2006).

Através de um programa de selegdao de estirpes baseado na diversidade de
rizébios nativos, realizado pela Embrapa Soja e pelo IAPAR, foi possivel a identificagdo da
estirpe PRF 81 (= SEMIA 4080) de R. tropici, com alta eficiéncia de FBN, competitiva e
estavel geneticamente, além de ser tolerante as condi¢des de altas temperaturas e acidez do
solo. Por essas caracteristicas, a estirpe vem sendo utilizada em inoculantes comerciais desde
1998, uma vez que se comprovou, em diversos ensaios a campo, a capacidade de aumentar o

rendimento da cultura em até 906 kg ha (HUNGRIA et al., 2000).

1.5 GENES R1ZOBIANOS RESPONSAVEIS PELO CONTROLE DOS PROCESSOS DE INFECCAO,

NODULACAO E ESPECIFICIDADE HOSPEDEIRA

Os genes bacterianos essenciais a infec¢do e nodulagdo podem ser divididos
em duas classes. Uma classe inclui os genes envolvidos na formacdo da superficie celular
bacteriana, tais como os genes determinantes da sintese de exopolissacarideos (genes €X0),
lipopolissacarideos (genes Ips), polissacarideos capsular ou antigeno K, e 1,2-B-glucanos
(genes ndv), relacionados ao desenvolvimento nodular. Mutagdes nesses genes podem afetar o
processo de infecgdo em varios graus, como, por exemplo, incapacitando a formagao dos
corddes de infeccdo, o que resulta na formacdo de nddulos vazios ndo fixadores de N,
(fenotipo Nod" Fix). Um possivel envolvimento dos genes exo e Ips na determinagdo da
especificidade hospedeira tem sido sugerido, porém, nenhuma evidéncia mais clara mostrou,
ainda, que os componentes da superficie celular do rizobio sdo os determinantes principais da

especificidade hospedeira (RHIJN; VANDERLEYDEN, 1995; MERCANTE et al., 2002).
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A segunda classe consiste dos genes de nodulagdo (nod, nol ¢ noe) (Tabela
1). Esta classe de genes divide-se em duas categorias, os genes nod comuns (N0dABC) ¢ os
genes nod especificos do hospedeiro (hsn). A inativagdo dos genes desta classe pode resultar
em varios fenotipos na planta, como auséncia de nodulacdo (Nod'), nodulacdo tardia, porém
efetiva (Nod® Fix'), ou uma mudanca na especificidade do hospedeiro (RHIIN;
VANDERLEYDEN, 1995).

Até recentemente, os genes comuns NOJABC estavam presentes em todos os
rizébios estudados. Apos quase duas décadas de estudos dos genes NOdABC, porém, surgiu a
revelagdo de que podem existir espécies de rizobios capazes de nodular e fixar N, sem esses
genes, conforme demonstrado pelo genoma completo da estirpe BTAil de Bradyrhizobium
sp. (GIRAUD et al., 2007). Os genes NodABC ndo sdo expressos constitutivamente, sendo
necessaria a presenga de um indutor para que haja sua expressdo. Estes genes sao
estruturalmente conservados e funcionalmente transferiveis entre as espécies de rizobios, sem
alteragdo do reconhecimento do hospedeiro original (RHIJN; VANDERLEYDEN, 1995;
HUNGRIA; STACEY, 1997; MERCANTE et al., 2002), ou seja, possuem a capacidade de
restituir fungdes de nodulagdo quando transferidos entre espécies diferentes de rizobios
(VALARINE, 1998).

A transcrigdo destes genes € essencial para a sintese da estrutura basica do
fator Nod, o qual conduz as principais alteracdes na raiz da planta, necessarias a entrada do
rizébio no hospedeiro (KONDOROSI et al., 1989). Em muitas espécies, os genes nNodA, nodB
e nodC localizam-se no mesmo operon (NOdABC) (Figura 1). Entretanto, em R. etli, o gene
nodA encontra-se separado dos genes nodBC por 20 Kb (GIRARD et al., 1991; RHIJN;
VANDERLEYDEN, 1995).

Schlaman et al. (1992) classificam os genes nodlJ como nod comuns, ja
Phillips (1992), como genes especificos do hospedeiro (hsn). A proteina Nodl apresenta
sequéncia homologa a uma familia de ATPases de transporte possivelmente envolvidas na
secrecdo de lipooligossacarideos, como foi também demonstrado para a proteina NodJ
(SPAINK et al., 1995).

Dentre outros genes de nodulagdo comuns a maioria dos rizobios, podem-se
citar os genes NOAMN, descritos pela primeira vez por Baev et al. (1992), sendo requeridos
para a otimiza¢do da nodulacdo em alfafa.

Os genes hsn constituem a maioria dos genes de nodulagdo descritos, sendo
responsaveis pelas modificagdes no esqueleto oligossacaridico do fator Nod (PINTO, 2007).

Sao necessarios para a nodulacdo especifica de cada planta hospedeira, ndo apresentando
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homologia genética e/ou funcional entre as espécies de rizobio (KONDOROSI et al., 1989). A
maioria das mutagdes nesses genes resulta em alteracdes na nodulagdo ou modificagdes na
faixa de especificidade hospedeira (RHIJN; VANDERLEYDEN, 1995).

Na maioria das espécies de Rhizobium, os genes que controlam a nodulagéo,
a especificidade hospedeira e a fixagdo de N, estdo localizados em um plasmidio chamado
plasmidio simbidtico (pSym), como em R. tropici (PINTO, 2007). Ao contrario, em
Bradyrhizobium e Mesorhizobium, esses genes estdo em uma “ilha” simbidtica localizada no
cromossomo bacteriano (SADOWSKY et al., 1991; KANEKO et al., 2000).

Em outra categoria dos genes nod, estdo incluidos os genes classificados
como “regulatorios”, como o nodD, que codifica proteinas conhecidas como NodD (elemento
trans, o qual ¢ um fator de transcri¢do sitio-especifico). Essa proteina NodD se liga a
seqiiéncias de DNA altamente conservadas de 55 pares de bases (pb) encontradas nas regides
promotoras dos genes de nodulagdo, denominadas de “caixas nod” (PECK et al., 2006), ou
elementos Cis. A ligagdo dessas proteinas as “caixas Nnod” ocorre tanto na presencga, como na
auséncia de flavondides, porém, somente a presenga do indutor ¢ capaz de converter a
proteina NodD em sua forma ativa, desencadeando a expressdo dos genes de nodulagdo
(BRENCIC; WINANS, 2005). As proteinas NodD pertencem a familia “LysR-type” de
ativadores transcricionais e apresentam diferentes especificidades pelos flavonoides e outros
compostos derivados, dependendo da espécie em estudo; além disso, estdo presentes em todas
as estirpes de rizobio investigadas até o momento, havendo uma varia¢do entre as espécies
quanto ao numero de cdpias presentes (RHIJN; VANDERLEYDEN, 1995; MERCANTE et
al., 2002; GRANGE, 2005). R. leguminosarum bv. viciae ¢ bv. trifolii apresentam apenas uma
copia do gene nodD. Rhizobium sp. NGR234, R. meliloti (= Ensifer meliloti), e R. tropici
possuem duas a cinco copias (BROUGHTON et al., 2000). Bradyrhizobium japonicum, duas
copias (LOH & STACEY, 2003). O significado dessas copias multiplas de nodD ¢ a interagdo
entre as mesmas e os flavondides ndo esta totalmente elucidado; foi sugerido, entre outros,
que poderia haver uma correlagdo com a especificidade a diferentes hospedeiros (HUNGRIA;
STACEY, 1997).

Em E. meliloti, a proteina NodD localiza-se no citoplasma e migra em
direcdo a membrana citoplasmatica quando o flavondide ¢ adicionado, sustentando a hipdtese

de que o sitio de interacdo entre 0 NodD e o flavonoide esta localizado na membrana interna

(RHIJN; VANDERLEYDEN, 1995).
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Figura 1 — Genes de nodulagdo (nod) de (a) R. leguminosarum bv. viciae (plasmideo pRLIIT) ¢ (b)
R. leguminosarum bv. trifolii (plasmideo pRtr ABU841). Os genes sdo representados
por setas que apontam a dire¢do da sua transcrigdo. Os genes nod “comuns” estdo
representados pelas setas pretas e os especificos dos hospedeiros (hsn) pelas setas
hachuradas (alguns autores, como Long, 1992, e Phillips, 1992, ndo consideram os
genes nodl e nodJ como “comuns”). As setas brancas representam os genes regulatorios
nodD e os tridngulos indicam a posi¢do das caixas “nod” (Dénarié et al., 1992;
Schlaman et al., 1992; Spaink, 1992).

Fonte: Hungria (1994).



Tabela 1 — Genes de nodulagéo cujas principais fungdes sdo conhecidas

1)

Funcio, homologia e localizacéo das

Gene Espécie( . .
proteinas produzidas por esses genes

nod A Todas Sintese do fator Nod, sendo essenciais para a divi-

nodB sao das células do cértex e encurvamento do pélo

nodC radicular. NodA e NodB estéo localizadas no cito-
plasma e NodC na membrana externa.

nodD Todas Regulador da transcrigdo, necessario para a expres-
sao dos genes nod. Sao proteinas que se prendem
ao DNA, e estao localizadas na membrana citoplas-
matica.

nodE R], Rt, Rm Gene Hsn'®. Homologia com sintases de B-cetoacil.
Provavelmente envolvida na sintese dos acidos gra-
xos do fator Nod. Localizada na membrana citoplas-
maética.

nodF Rl Rt, Rm Gene Hsn. Homologia com proteinas carregadoras
de grupos acil. Provavelmente envolvida na sintese
dos acidos graxos do fator Nod. Localizada no cito-
plasma.

nodG Rm Gene Hsn. Homologia com proteinas carregadoras
do grupo acil. Pode estar envolvida com a sintese do
fator Nod.

nodH Rm Gene Hsn. Envolvido na sulfatagao do fator Nod.

nodl R}, Rt, B}, Bp Funcao desconhecida. Apresenta similaridade com
as proteinas de transporte e ligagao com ATP. Loca-
lizada na membrana citoplasmatica.

noddJ Rl Rt, Bj, Bp Funcédo desconhecida. Dominios hidrofébicos. Tal-
vez tenha uma agéo conjunta com o nodl. Localiza-
da na membrana citoplasmatica.

nodK Bp Funcao desconhecida. Forma um operon com
nodABC.

nodL Rl Rm, Rt, Bp Gene Hsn, envolvido com a acetilagao do fator Nod.
Em Bp é encontrado apenas por hibridizagéo. Loca-
lizada na membrana citoplasmatica.

nodM Rl Rt, Rm,Bp Gene Hsn. Homologia com sintetase da D-glucosa-
mina. Provavelmente envolvida com a sintese do
fator Nod. Em Bp apenas por hibridizacao.

nodN Rl, Rt, Rm, Bp Gene Hsn. Emm Bp apenas por hibridizagao.

nodO Rl Homologia com as proteinas de ligagéo com o cal-
cio, hemolisina. Parece facilitar a ligagdo do fator
Nod com receptores da planta. E excretada.

nodP Rm Gene Hsn. Atividade da sulfurilase do ATP, envol-
vida na sintese do fator Nod, através da sulfatacéo.

nodQ@ Rm Gene Hsn. Atividade da sulfurilase do ATP, envol-
vida na sintese do fator Nod, através da sulfatacéo.

nodR Rt Gene Hsn. Funcao desconhecida.

nodS Bj, NGR234 Fungdo desconhecida.

nodT RL Rt Funcao desconhecida. Homologia com as seqiién-
cias de transito. Localizada na membrana externa.

nodU Bj, NGR234 Funcao desconhecida

nodV Bj Gene Hsn. Regulatério. Homologia com familia de
genes sensores. Localizada na membrana citoplas-
matica.

nodW Bj Gene Hsn. Similaridade com familia de genes regu-

Fonte: Hungria (1994)

ladores de transcrigdo. Localizada no citoplasma.
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Tabela 2 — Genes de nodulagéo cujas principais fungdes sdo conhecidas

Gene Espéci eV Funcéo, homologia e localizacao das
protefnas produzidas por esses genes

nodX Rl (Tom) Nodulagéo especifica do genétipo.

nodY Bj Fungéo desconhecida, formando um operon com
nodABC. Relatado somente em Bj, mas encontrado
em todas as espécies por hibridizagao.

nodZ Bj Gene Hsn, necessério também para o crescimento
em condigées microaerdbicas.

nolA Bj Nodulacgéo especifica do genétipo. Proteinas que se
prendem ao DNA.

nolC Rf Gene especifico do genétipo. Apresenta homologia
com o gene de choque térmico de E. coli.

nolD Rm Gene Hsn.

nolE Rl, Rm Gene Hsn (Rm). Fun¢ao desconhecida (Rl). Locali-
zada no periplasma.

nolF, Rm Gene Hsn.

nolG

nolP Rl Funcéo desconhecida. Pode ser gene Hsn.

nolR Rm Repressor da expressao dos genes nod.

(1)‘“ RI: R. leguminosarum; Rt: R. trifolii; Rm: R. meliloti; Bj: Bradyrhizobium japonicum; Bp:
B. sp. (Parasponia); NGR234, R. sp. NGR234; Rf: R. fredii.

(2) Hsn, host specific gene.

Fonte: Hungria (1994)

1.6 GENES ENVOLVIDOS NA BIOSSINTESE DO FATOR NOD

O fator de nodulacdo (fator Nod) representa a chave para os sinais
moleculares envolvidos no inicio do desenvolvimento nodular e na invasdo bacteriana
(BROUGHTON et al., 2000). Os fatores Nod sdo sintetizados e exportados da bactéria pelos
produtos dos genes nod (BRENCIC; WINANS, 2005).

O gene nodM, descrito em E. meliloti e em R. leguminosarum bv. viciae,
codifica uma glucosamina-sintetase e apresenta elevada homologia com o gene glmS de
Escherichia coli, com capacidade para codificar a proteina que catalisa a formagdo da 6-P-
glucosamina a partir da 6-P-frutose e da glutamina, representando o processo inicial e
essencial para a sintese dos fatores Nod (BAEV et al., 1992). Mutantes noOdLMN néo
apresentam o fenotipo Nod’, mas apenas algumas alteragdes, como anormalidades no
encurvamento dos pelos radiculares (DJORDJEVIC et al., 1985; DEBELLE et al., 1986).
BAEV et. al (1992) verificaram que em mutantes nodM de E. meliloti a producdo de fator
Nod ¢ severamente reduzida, porém, ndo existem diferengas na estrutura quimica dos fatores

produzidos pela estirpe selvagem e pelo respectivo mutante. Mutantes NodM reduziram em até
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20 vezes a quantidade de fatores Nod em E. meliloti ¢ em trés vezes em R. leguminosarum
(LOPEZ-LARA; GEIGER, 2001). Mutantes nodM e nodN induziram um atraso significativo
na nodulacdo em Medicago sativa, além de diminuigdo no nimero de pelos radiculares
formados (BAEV et al., 1991). Além disso, os bacteroides derivados da mutagdo no gene
nodM em R. tropici apresentam um desenvolvimento incompleto e alteragdes fisiologicas,
afetando a fixagao do N; e o peso seco de plantas de feijoeiro (MANYANI et al., 2001).

As moléculas de N-acetilglucosamina (GlcNAc) sintetizadas pelas proteinas
NodM, ou por outras proteinas homologas envolvidas no metabolismo natural das bactérias
sdo polimerizadas em tri-, tetra- e pentassacarideos mediante a atividade da N-
acetilglucosamina transferase produzida pela proteina NodC (BARNY; DOWNIE, 1993)
(Figura 2). A proteina NodA promove a transferéncia de um grupo acil ao grupo amina livre
da extremidade ndo redutora, enquanto a proteina NodB age na desacetilagdo do residuo de N-
acetilglucosamina da extremidade ndo redutora do fator Nod (RHIJN; VANDERLEYDEN,
1995; BROUGHTON et al., 2000; PINTO, 2007).

Posteriormente, a estrutura basica do fator Nod pode ser modificada,
mediante a agdo de varias proteinas codificadas pelos genes de nodulagdo especificos de cada
rizobio, as quais conferem uma variedade de substituigdes, por exemplo, com fucosil,
arabinosil, sulfato, carbamil, acetil ou glicerol (HUNGRIA; STACEY, 1997; RASMUSSEN
et al., 2004; GRANGE, 2005; PINTO, 2007), resultando nas diversas estruturas de fatores
Nod liberados por diferentes espécies de rizobios, desempenhando importante fungdo na
especificidade hospedeira (BRENCIC; WINANS, 2005; PINTO, 2007). R. tropici sintetiza
uma combinagao de fatores de nodulacao sulfatados e nado-sulfatados. Ambos estimulam o
processo de divisao das células corticais externas de P. vulgaris, porém os compostos
sulfatados sdo, em grande parte, mais ativos (RHIJN; VANDERLEYDEN, 1995). Acredita-se
que essa habilidade em produzir os dois tipos de compostos representa uma fungdo importante
na ampla capacidade de nodular varios hospedeiros que esta espécie de rizobio possui
(POUPOT et al., 1995b). Em concentracdes da ordem de picomolares e nanomolares, estas
moléculas provocam deformagdo dos pelos radiculares, rapida despolarizagdo da membrana,
expressdo de nodulinas iniciais, ¢ mitose no cortex da raiz, os quais, de certa forma,
conduzem a organogénese do nodulo (POUPOT et al., 1995a).

O gene nodG ¢ um gene hsn, sendo responsavel pela modificagdo no
esqueleto oligossacaridico do fator Nod (PINTO, 2007). O gene nodG foi descrito em quatro
rizébios, E. meliloti 1021, que nodula Medicago sativa (SWANSON et al., 1987), Rhizobium
sp. N33 que nodula Astragalus cicer e Onobrychis viciifolia (CLOUTIER et al., 1997),
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Mesorhizobium sp. 7653R que nodula Astragalus sinicus (ZHANG et al., 2000), ¢ mais
recentemente em R. tropici PRF 81, que nodula Phaseolus vulgaris (PINTO et al., 2009). Este
gene esta localizado no mesmo operon e imediatamente abaixo de NOJFE nos trés primeiros
rizobios descritos (LOPEZ-LARA; GEIGER, 2001). LOPEZ-LARA; GEIGER (2001)
verificaram que a proteina NodG possui a mesma fungdo bioquimica que FabG, uma proteina
de nodulagdo com atividade enzimatica 3-oxoacyl-ACP redutase (3-oxoacyl-acyl-carrier
protein reductase), codificada pelo gene fabG de R. leguminosarum. Esta enzima catalisa a
primeira etapa de elongacdo da cadeia de acido graxo. A similaridade elevada da proteina
NodG com a 3-oxoacyl-ACP redutase, relatada anteriormente, somada ao fato de que
mutagdes no gene NodG de E. meliloti ndo resultarem em qualquer altera¢do na estrutura de
acido graxo do fator Nod, sugerem a presenga de uma duplicacio do gene, ou de um
equivalente cromossomal que possa substituir a proteina NodG. No entanto, estudos
fenotipicos da simbiose de rizobios carregando uma mutagdo no gene nodG, indicaram que a
funcdo dessa proteina, em alguns casos, nao pode ser totalmente complementada pelo
equivalente cromossomal (LOPEZ—LARA; GEIGER, 2001). Em alguns casos, mutantes nodG
de E. meliloti inoculados na alfafa ndo apresentaram qualquer falha na nodulagdo, enquanto
em outros causaram apenas um leve atraso na nodulacio (HORVATH et al., 1986; Swanson
et al.,, 1987). Mutantes nodG de Rhizobium sp. N33 tiveram leve falha na nodulag¢do e
formaram um ntimero reduzido de nodulos na planta hospedeira Astragalus cicer; além disso,
os nodulos formados em Onobrychis viciifolia sdo menores (CLOUTIER et al., 1997).
Também, foi mostrado que mutantes de E. meliloti RCR2011 deficientes em nodG ou nodE
formaram nodulos menores em Sesbania macrocarpa em relagdo a estirpe parental

(KRISHAN; PUEPPKE, 1998).
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Figura 2 — Rota biossintética da estrutura basica de um fator de nodulagao.
Fonte: Downie, 1998.

1.7 SINAIS MOLECULARES LIBERADOS EM EXSUDATOS DE PLANTAS HOSPEDEIRAS

As estirpes de rizobios podem sobreviver no solo por varios anos, sem
estarem associadas as plantas hospedeiras. O pré-requisito para que o rizobio esteja associado
como um microssimbionte, no entanto, ¢ o de que a planta seja capaz de se comunicar com ele
(MERCANTE et al., 2002).

As plantas exsudam elevados niveis de nutrientes, frequentemente mais de

20% de todo o C fixado. Aminoacidos, acidos organicos, aglicares, compostos aromaticos,
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dentre outros metabolitos secundarios compreendem a maioria dos exsudatos de baixo peso
molecular da raiz, enquanto exsudatos de alto peso molecular incluem, principalmente,
polissacarideos e proteinas (BRENCIC; WINANS, 2005). Tais compostos servem ndo apenas
como fonte de C para o crescimento microbiano, mas também estdo envolvidos na
quimiotaxia desses microrganismos na rizosfera, além de controlar o fornecimento de N para
as leguminosas simbidticas (DAKORA; PHILLIPS, 2002).

A existéncia de sinais enviados da planta para a bactéria e vice-versa foi
deduzida a partir de um experimento realizado por van Brussel et al. (1986), em que plantas
de Vicia sativa subsp. nigra foram cultivadas sob condi¢des estéreis em meio liquido e, apds
sete dias, foram inoculadas com R. leguminosarum bv. viciac. O sobrenadante desta cultura
foi, entdo, esterilizado por filtragem ¢ utilizado como substrato para V. sativa, também em
condigdes estéreis. Apds sete dias de crescimento, as raizes mostraram respostas positivas
quanto a deformacao dos pelos radiculares (fenoétipo “Had” — hair deformation) e formagao de
raizes mais curtas e grossas (fendtipo “Tsr” — thick and short root). Esses fenotipos
radiculares foram utilizados para avaliar a resposta do hospedeiro ao microssimbionte
especifico (CANTER-CREMERS et al., 1986; VAN BRUSSEL et al., 1986; ZAAT et al.,
1987a). Os controles que incluiam plantas crescendo em sobrenadantes de bactérias, que ndo
haviam sido expostas aos exsudatos das plantas, ¢ em exsudatos de plantas que ndo haviam
sido inoculadas com bactérias, foram negativos para os fenotipos “Had” e “Tsr”. Foi
constatado, ainda, que “Tsr” e “Had” estavam necessariamente ligados a presenga do
plasmideo simbidtico (pSym) e dos genes NOdABC da bactéria (van Brussel et al.,1986).
Resultados semelhantes foram obtidos com R. leguminosarum bv. trifolii e plantas de
Trifolium repens (CANTER-CREMERS et al., 1986).

1.8 SINAIS INDUTORES DOS GENES DE NODULACAO DO R1zOBIO

Inicialmente, os estudos dos sinais liberados pelas plantas baseavam-se na
inducgdo dos fenotipos Had e Tsr, referentes a deformacao dos pelos radiculares e a formagao
de raizes mais curtas e grossas, respectivamente (VAN BRUSSEL et al., 1986).
Posteriormente, estas andlises foram substituidas por outra mais especifica e direta, baseada
na indugdo dos genes nod pelos sinais da planta presentes nos seus exsudatos. Dessa forma, a

identificacao dos indutores destes genes passou a ser obtida com a construgdo de “plasmideos



31

reporteres”, ou seja, fragmentos de DNA da regido nod sdo unidos, por um processo
denominado de “fusdo de genes”, ao gene estrutural lacZ (sem promotor), de E. coli. Com
estas construgdes genéticas, a expressdo dos genes nod pode ser monitorada pela atividade da
enzima [-galactosidase (INNES et al., 1985; MULLIGAN; LONG, 1985; ROSSEN et al.,
1985; ZAAT et al., 1987b). A expressao dos operons nod induziveis esta sob o controle do
produto do gene nodD, que, na forma ativada por exsudatos liberados pelas plantas, inicia a
transcri¢ao destes operons (MULLIGAN; LONG, 1985; INNES et al., 1985; ROSSEN et al.,
1985; ZAAT et al., 1987a).

As fusoes entre o gene lacZ de E. coli e os genes nod de rizobio t€ém sido
usadas para monitorar a atividade indutora de varios exsudatos e extratos de plantas, uma vez
que a expressao do gene nod esta diretamente relacionada a produgdo da enzima [3-
galactosidase, que pode ser medida facilmente por métodos colorimétricos (MULLIGAN;
LONG, 1985; BOIVIN et al., 1990; LAM et al., 1990). Assim, a expressao dos genes nod na
presenca de um sinal da planta (flavonoide ou outros sinais) induz a producdo da enzima f3-
galactosidase, por exemplo, desenvolvendo uma coloragdo azul na presenca de “X-gal” (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosida), que ¢ substrato da enzima (DRAHOS et al, 1986).

O primeiro indutor estudado foi isolado de extratos de sementes de alfafa e
identificado como um composto fenolico, uma flavona, “luteolina”, derivada do metabolismo
dos fenilpropanodides (PETERS et al., 1986). Apos a identificagdo desse flavonodide, outros
indutores presentes nas sementes e raizes de outras leguminosas hospedeiras comegaram a ser
identificados (Tabela 2). A grande maioria dos compostos investigados posteriormente foram
identificados como flavonoéides, que induziram a transcrigdo dos genes NOdABC em estirpes
de E. meliloti (MAXWELL et al.,, 1989; HARTWING et al.,, 1990), Bradyrhizobium
japonicum (KOSSLAK et al., 1987), Ensifer fredii (KAPE et al., 1992), R. leguminosarum
bv. viceae (FIRMIN et al., 1986; ZAAT et al., 1989), R. leguminosarum bv. phaseoli
(HUNGRIA et al., 1991a, b).

Os flavondides pertencem a uma ampla classe de metabolitos secundarios
derivados do metabolismo dos fenilpropanoides, sendo distribuidos por todo o reino vegetal e
sintetizados tanto na parte aérea, quanto nas raizes. Modificagcdes especificas na estrutura
basica desses indutores produzem diferentes classes de flavondides incluindo chalconas,
flavanonas, flavonas, flavondis, isoflavonas e antocianidinas (BRENCIC; WINANS, 2005;
HUNGRIA et al., 1991b), que sao liberados pelas plantas hospedeiras. Contudo, o espectro de

flavonodides ¢ dependente da espécie e do estdgio de desenvolvimento da planta (BRENCIC;
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WINANS, 2005). Os flavonodides exsudados por sementes e raizes de uma determinada
leguminosa consistem de uma mistura de indutores dos genes nod fracos ¢ fortes, além de
compostos inibidores e ineficazes (MULLIGAN; LONG, 1985; FIRMIN et al.,, 1986;
PETERS et al., 1986; REDMOND et al., 1986; HARTWIG et al., 1989, 1990; HUNGRIA et
al., 1992). Além disso, a exsudacdo radicular nao ¢ uniformemente distribuida ao longo do
eixo radicular. Os flavonoides sao liberados em maior quantidade proximos as extremidades
radiculares, e concentragcdes Otimas ocorrem nas proximidades da zona de emergéncia dos
pelos radiculares, correspondente a regido mais susceptivel a infeccdo e nodulacdo
(BRENCIC; WINANS, 2005). Além dos flavonoéides, alguns compostos ndo pertencentes a
familia dos flavondides, como estaquidrina (N-metilprolina) e trigonelina (4cido nicotinico N-
metilbetaina), foram identificados em exsudatos de sementes de alfafa como indutores dos
genes nod em E. meliloti (PHILLIPS et al., 1992). Essas moléculas sao classificadas como
compostos quaterndrios de amodnio, sendo coletivamente conhecidas como betainas. Ambas,
trigonelina e estaquidrina, foram encontradas em sementes, raizes e exsudatos de raizes de
varias leguminosas, € uma concentragdo maior que a dos flavondides € necessaria para
indugdo dos genes nod (BRENCIC; WINANS, 2005).

No caso do feijoeiro, o principal grupo de compostos indutores liberados
pelas sementes foi identificado como antocianidinas (delfinidina, petunidina e malvidina) e
flavondis (miricetina, quercetina e canferol) (HUNGRIA et al.,, 1991a). Nos exsudatos
radiculares foram identificados eriodictiol, naringenina e genisteina como o0s principais
indutores (HUNGRIA et al., 1991b). Bolands-Vasquez e Werner (1997) identificaram outros
compostos flavondides indutores dos genes nod em exsudatos radiculares de feijoeiro, a
chalcona isoliquiritigenina, e a correspondente flavanona liquiritigenina.

Os efeitos indutores podem ser aditivos ou sinergisticos, mas os indutores
fracos em quantidade modestas podem reduzir o efeito de indutores fortes (HARTWIG et al.,
1989). Os indutores potentes podem atuar em concentracdes menores que 1 mM
(GOTTFERT, 1993). Segundo Hartwig et al. (1989), a presenca de concentracdes sub-6timas
de diferentes indutores pode resultar em um aumento sinergistico na expressao do gene. Os
resultados experimentais obtidos por estes autores demonstraram que a leguminosa parece se
beneficiar do efeito sinergistico entre indutores da semente e indutores da raiz, criando uma
zona altamente propicia a nodulagdo na coroa da raiz. Do mesmo modo, foi observado um
aumento na transcrigdo dos genes nod de R. leguminosarum bv. phaseoli pela agdo
sinergistica entre a malvidina, principal indutor das sementes de feijdo, e a genisteina, indutor

mais potente das raizes (HUNGRIA et al., 1992).



33

Também foi observado que alguns flavonoides podem atuar como
repressores da indugdo do gene nod (FIRMIN et al., 1986; DJORDJEVIC et al., 1987,
PETERS; LONG, 1988; KOSSLAK et al., 1990). A daidzeina e a genisteina, por exemplo,
que sdo fortes indutores em B. japonicum, sdo potentes inibidores da expressdao do gene nod
em E. meliloti (GYORGYPAL et al., 1991). Diversos estudos mostram, ainda, que a
transcrigao dos genes pode ser inibida por uma interagao complexa entre os proprios indutores
liberados pela planta. Djordjevic et al. (1987), por exemplo, verificaram que um indutor forte
poderia ser atenuado por um indutor fraco do mesmo hospedeiro inoculado com R.
leguminosarum bv. trifolii. Do mesmo modo, a agdo do principal indutor (metoxi-chalcona)
exsudado pelas raizes de alfafa foi diminuida por dois indutores fracos (hidroxi-flavona e
hidroxi-flavanona) liberados pelas raizes do mesmo hospedeiro, inoculado com E. meliloti
(HARTWIG et al., 1989).

De uma maneira geral, a sintese e a liberagao de flavondides sdo controladas,
principalmente, pela planta. Contudo, as bactérias presentes na rizosfera sao capazes de
influenciar a sintese e/ou exsudacao de flavonoides indutores do gene de nodulagdo, alterando
o metabolismo da planta. Foi demonstrado que R. leguminosarum bv. viciac (VAN
BRUSSEL et al., 1990), B. japonicum (CHO; HARPER, 1991) ¢ R. leguminosarum bv.
phaseoli (DAKORA et al., 1993), assim como fatores Nod purificados (SPAINK et al., 1991),
aumentaram a produ¢do de flavonoides indutores nas plantas hospedeiras. Assim, tem sido
sugerido que a exsuda¢do destes indutores em resposta aos fatores Nod poderia representar
um terceiro passo da comunica¢do molecular entre planta e o microrganismo (HUNGRIA,
1994).

Resultados experimentais mostram a possibilidade de se obter incrementos
na nodulagdo, por exemplo, pelo fornecimento suplementar de sinais (flavondides), que
poderiam ser adicionados aos inoculantes. Hungria e Phillips (1993), por exemplo,
observaram que entre duas linhagens de feijao (uma parental ¢ uma mutante isogénica para a
sintese dos principais indutores dos genes nod), a nodulagdo da mutante isogénica estava
limitada pelo baixo teor de indutores, recuperando a nodulacdo quando os flavondides foram
adicionados as sementes. Em outro estudo, foi constatado que a adi¢do de flavonodides
indutores as raizes de alfafa inoculada aumentou a nodulagdo, mostrando que, naquelas
condi¢des, os flavonoides eram os fatores limitantes (KAPULNIK et al., 1987).

Enfim, diversos beneficios agrondmicos, como o aumento significativo da
nodulag¢do de leguminosas e da capacidade competitiva das estirpes de rizobio, podem ser

alcancados pelo aumento quantitativo e/ou qualitativo dos indutores exsudados pelo



34

hospedeiro. Contudo, torna-se necessario um melhor entendimento da troca de sinais nas
interacdes planta-microrganismos para otimizar a aplicacdo desse conhecimento; além de
identificar as melhores substancias que podem ser utilizadas como indutoras para cada tipo de

rizobio.

Tabela 3 — Indutores dos genes nod isolados de leguminosas.

Leguminosa

Flavondide

Alfafa (Medicago sativa)

Caupi (Vigna unguiculata)

Feijoeiro (Phaseolus vulgaris)

Macrotilona (Macrotyloma geocarpum L.)

Soja (Glycine max)

Ervilhaca (Vicia sativa)

Trevo branco (Trifolium repens L.)

Amendoim (Arachis hypogaea L)

Sesbania (Sesbania rostrata)
Lupinus (Lupinus albus)

4,4'-di-hidroxi-2'-metoxichalcona
4'-7-di-hidroxiflavona
liquiritigenina

daidzeina

genisteina

coumestrol

genisteina
genisteina-3'-O-glucosideo
eriodictiol

naringenina

daidzeina

coumestrol

antocianina

daidzeina

genisteina

coumestrol

isoliquiritigenina

genisteina
genisteina-7-O-glucosideo
genisteina-7-O-(6"-O-malonilglucosideo)
daidzeina
daidzeina-7-O-(6"-O-malonilglucosideo)
3,5,7,3'-tetra-hidroxi-4'-metoxiflavanona
7,3'-di-hidroxi-4'-metoxiflavanona
2' 4' 4-tri-hidroxichalcona

4' 4-di-hidroxi-2'-metoxichalcona
naringenina

liquiritigenina
7,4'-di-hidroxi-3'-metoxiflavanona
5,7,4'-tri-hidroxi-3'-metoxiflavanona
5,7,3'-tri-hidroxi-4'-metoxiflavanona
7,4'-di-hidroxiflavona
umbelliferona®

formononetina®
daidzeina
genisteina
coumestrol
liquiritigenina
acido eritronico
acido tetronico

*inibidores dos genes nod

Fonte: Hungria e Stacey (1997); Dakora e Phillips (2002).
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1.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Durante as décadas de 80 e 90, foi investido muito tempo e esfor¢o no
sequenciamento do genoma de diversos organismos, com o intuito de se elucidar
completamente o mecanismo de funcionamento celular a nivel molecular (VILLAS-BOAS;
GOMBERT, 2006). Esta rapida e crescente disponibilizacdo de dados gendomicos despertou
grande interesse cientifico, porém, o conhecimento acumulado com os sequenciamentos de
genomas de diferentes organismos demonstra que ¢ preciso caminhar mais adiante. Na era
pos-gendmica ou era pds-sequenciamento, ficou evidente que o conhecimento das sequéncias
completas de todos os genes de um organismo ndo ¢ suficiente para se elucidar todos os
mecanismos moleculares de uma célula. Os projetos genoma envolvem o sequenciamento dos
conjuntos de genes de um organismo inteiro ou de parte dele, ndo revelando, porém, dados
sobre a expressao destes genes, a quantidade expressa e o funcionamento dos seus produtos.
O fato de as células de um organismo terem o mesmo genoma, mas apresentarem as mais
variadas fun¢des e morfologias, resultado de diferentes composi¢des de proteinas expressas,
ilustra a importancia de estudar ndo s6 a sequéncia dos genes, mas também a sua expressao
para podermos compreender as suas fungdes bioldgicas. Para este tipo de estudo foram
desenvolvidas as abordagens de avaliacdo do genoma funcional, como a transcriptomica e a
protedmica.

A transcriptomica se baseia no estudo da expressao dos genes. Transcriptoma
¢ o termo dado ao conjunto de RNAs mensageiros (RNAm) que codificam as informagdes
que a célula precisa em um determinado momento (NAKANISHI; NUREKI, 2005). Neste
caso, podem-se obter informagdes precisas sobre a regulacdo da transcricdo. Porém, devido a
mecanismos de regulagdo pos-traducionais, a quantidade de proteina expressa ndo ¢
necessariamente proporcional a quantidade de seu RNAm correspondente (CALSA JUNIOR
et al., 2004).

J& a protedmica ¢ definida como a caracterizagdo em larga escala do conjunto
de proteinas expressas por um organismo ou tecido em um determinado momento ¢ sob uma
condig¢do especifica (JAMES, 1997; ROCHA et al., 2005; WILKINS et al., 1997).

Técnicas para andlise diferencial da expressdo de genes utilizam como alvo
de estudo, principalmente os transcritos (moléculas de RNAm), que sdo sintetizados pelo
individuo durante determinado tratamento, em comparagdo com aqueles produzidos na

auséncia do mesmo (PEREIRA, 2008).
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Apesar de analisar a expressdo de centenas de genes simultaneamente,
técnicas de andlise da expressdo génica em larga escala como os microarranjos de DNA,
apresentam baixa sensibilidade comparativa. Atualmente a técnica de PCR em tempo real ou
PCR quantitativo (RT-qPCR) apresenta-se como a metodologia mais precisa para quantificar
niveis de expressdo de um determinado gene, oferecendo ainda dados rapidos e reprodutiveis
(GINZINGER, 2002). Em contraste com quantificagdes nos ciclos finais da PCR (end points),
a PCR em tempo real monitora a reagdo ciclo a ciclo, associando a amplificacdo do alvo em
cada ciclo com a emissdo de uma determinada quantidade de fluorescéncia. A intensidade da
fluorescéncia emitida ¢ proporcional a quantidade de DNA alvo amplificado e aumenta
exponencialmente em cada ciclo de amplificagdo. Desse modo, ¢ possivel monitorar a
quantidade de produto gerada em cada ciclo, e durante a fase exponencial da reacdo, onde a
quantidade de fragmento gerado ¢ proporcional & quantidade inicial.

Durante a fase exponencial de amplificagdo ¢ possivel determinar um valor
de intensidade de fluorescéncia, na qual todas as amostras podem ser comparadas. Este valor
¢ denominado Limiar ou threshold e é calculado em fungdo da quantidade de fluorescéncia
basal (background). Neste ponto, o sinal de fluorescéncia gerado pela amostra ¢
significativamente maior que a fluorescéncia basal. A quantidade de ciclos de PCR requerida
para que cada amostra emita fluorescéncia sufuciente para alcangar este ponto ¢ definido cycle
threshold ou Ct. O Ct ¢é especifico para cada amostra e ¢ inversamente proporcional a
quantidade inicial do alvo presente na reagdo. Este valor ¢ a base para a quantificacdo baseada
em PCR quantitativo (MARCELINO, 2006).

A maioria dos estudos de expressdo dos genes nod reportados na literatura,
0s quais baseiam-se na indugdo desses genes pelos sinais da planta presentes nos seus
exsudatos, sdo obtidos através das construgdes de “plasmideos reporteres”. Essas construgdes
genéticas permitem monitorar a expressao dos genes nod através da atividade da enzima [3-
galactosidase (INNES et al., 1985; MULLIGAN; LONG, 1985; ROSSEN et al., 1985; ZAAT
et al., 1987b).

Vérias técnicas desenvolvidas nos ultimos anos, na area de biologia
molecular, t€ém permitido a andlise da expressdo génica de varios organismos em nivel global
e/ou pontual, contudo, existem poucos estudos utilizando a técnica de PCR quantitativo em
tempo real (RT-qPCR) para verificar a expressdo de genes de nodulagdo (nod) em rizobios.
Wei et al. (2008) verificaram o perfil de expressdo global de Bradyrhizobium japonicum
USDA 110 em resposta a exsudatos de sementes de soja (Glycine max) e genisteina, através

de macroarranjos de DNA. Posteriormente, doze genes diferencialmente expressos foram, de



37

fato, validados por RT-qPCR. Estes estudos podem fornecer informagdes valiosas para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na simbiose entre o feijoeiro comum (Phaseolus

vulgaris) e seu microssimbionte Rhizobium tropici.

2 OBJETIVO

Verificar a expressao, por RT- qPCR, dos genes de nodulagdo nodC e nodG
de Rhizobium tropici, estirpe PRF 81, apds a indugdo por flavondide naringenina (4°,5,7-

trihydroxyflavanone) e por exsudato de sementes de feijao.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ESTIRPE BACTERIANA

Foi utilizada a estirpe PRF 81 (= SEMIA 4080) de R. tropici,
microssimbionte do feijoeiro. A estirpe consta do banco de germoplasma de rizdbios da
Embrapa Soja (Londrina, Parand, Brasil), onde vem sendo estudada ha varios anos. A estirpe
¢ utilizada em inoculantes comerciais € ndo oferece risco para o meio ambiente e satde

humana, encaixando-se nos padroes de biosseguranga (NB-1).

3.2 CONDICOES DE CRESCIMENTO

A estirpe foi retirada do estoque a —80°C, repicada em meio de cultura YM
solido (VINCENT, 1970), com corante vermelho congo (0,025%), e crescida a 28°C por 48 h.
Ap0s, a estirpe foi inoculada em 10 mL de meio de cultura TY liquido (BERINGER, 1974), e
a cultura (pré-inéculo) foi mantida sob agitagdo a 28°C, por aproximadamente 24 horas, até

atingir a densidade optica de 0,9 (A = 600 nm). Posteriormente, 1 mL do pré-inoculo foi
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adicionado em 200 mL de meio de cultura TY liquido, onde foi aplicado os diferentes

tratamentos de indugdo dos genes de nodulagdo (nod).

3.2.1 Indugdo dos Genes de Nodulagdo (Nod)

3.2.2 Experimento 1:

O experimento seguiu um delineamento em blocos ao acaso com trés réplicas
como blocos, sendo testados dois tipos de indutores dos genes de nodulagdo (nod): o
flavonodide naringenina (4°,5,7-trihydroxyflavanone, Sigma) na concentragao final de 1,5 uM,
e exsudato de sementes de feijao, preparado conforme descrito por Hungria et al., (1991b),
também na concentracdo final de 1,5 uM dos flavonoides presentes, preparado conforme
descrito no item 3.3. Cada tratamento foi comparado com seu respectivo controle, metanol ou
agua, que foram utilizados como calibradores nas andlises de expressao génica.
Neste experimento, a naringenina ou metanol e exsudato ou dgua foram adicionados
simultaneamente ao pré-inoculo no meio de cultura, permanecendo por 48 h sob agitacdo, a

28°C. A seguir, procedeu-se a extragdo de RNA. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.3 Experimento 2:

O experimento seguiu um delineamento em blocos ao acaso com trés réplicas
como blocos, em uma estrutura fatorial, com dois fatores: tipo de indutor dos genes nod [o
flavonoide naringenina (4’,5,7-trihydroxyflavanone, Sigma) ou exsudato de sementes de
feijao, preparado conforme descrito por Hungria et al. (1991b), ambos na concentragdo final
de 1,5 uM)], e tempos de inducao [Ts (5 min), Tis (15 min), T; (1 h), T4 (4 h) e Ts (8 h)].

Neste experimento, o processo de indugdo dos genes de nodulagdo (nod)

ocorreu apds as células bacterianas atingirem a fase exponencial de crescimento (apds
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atingirem uma ODgo de 0,4 — 0,6). Em seguida, procedeu-se a extracdo de RNA. Cada
tratamento foi comparado com seu respectivo controle, metanol ou agua, que foram utilizados
como calibradores nas analises de expressdo génica. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata, com exce¢do para os tratamentos de 15 min e 1 h de indu¢do, os quais foram

conduzidos apenas uma repeti¢ao biologica, ¢ em duplicata na placa.

3.3 PREPARO DO FLAVONOIDE E DO EXSUDATO DE SEMENTES DE FEJAO

Foi preparado uma solugdo estoque de naringenina a 1000 uM (em metanol),
sendo utilizado um volume de 300 puL desse estoque nos ensaios acima citados (para 200 mL
de meio de cultura TY liquido), logo a concentracdo final de 1,5 uM. O mesmo volume de
metanol foi utilizado no meio como controle para o tratamento com naringenina.

O exsudato de sementes de feijdo foi preparado conforme descrito por
Hungria et al. (1991b). A concentragdo do flavondide foi determinada
espectrofotometricamente, no comprimento de onda 289 nm e usando o coeficiente de
extingdo molar (log €) 4.23 (HUNGRIA et al., (1991b). Um volume de 160 pL de exsudato
de sementes de feijao foi, entdo, utilizado nos ensaios acima citados (para 200 mL de meio de
cultura TY liquido), logo a concentragdo final de 1,5 uM. O mesmo volume de agua foi

utilizado no meio como controle para o tratamento com exsudato.

3.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE RNA TOTAL

O RNA total das bactérias foi extraido pelo método descrito por Farrel
(1998), com algumas modificagdes. Apds o periodo de crescimento, procedeu-se a
centrifugacdo das culturas a 10,000 g por 10 min e a 4°C e a ressuspensdo do precipitado
celular em 3 mL de tampao de lise NP-40 (solugdo de sacarose 250 mM; 20 mM EDTA;
0,75% de NP-40 Nonidet P40, detergente ndo-idnico) e 4 mL de tampdo de acetato de
potassio ( 3 M KCH30; pH 5,5; 10 g de tiocianato de guanidina). A suspensdo celular foi,

entdo, incubada no gelo por 10 min e ap6s esse periodo, centrifugada a 10,000 g por 10 min a
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4°C. O sobrenadante foi transferido cuidadosamente para um tubo estéril, com o cuidado de
nao transferir nenhum precipitado sélido, e incubado no gelo por 15 min, sendo centrifugado
novamente, em seguida, a 10,000 g por 10 min a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo estéril e a este foi adicionado um volume igual de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), sendo homogeneizado gentilmente. A seguir, a mistura
foi, entdo, centrifugada por 3 min a 10,000 g a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo e adicionou-se 0,6 do volume de isopropanol gelado. Apds gentil homogeneizacao,
a mistura foi incubada a —20°C por 1 hora. Apos esse periodo, o RNA foi coletado por
centrifugagdo a 10,000 g por 10 min a 4°C. O isopropanol foi removido ¢ o pellet de RNA foi
lavado duas vezes com etanol 70%, seguido por centrifugacdo a 10,000 g por 5 min a 4°C. O
etanol 70% foi, entdo, removido e o RNA, seco em estufa a 37°C. O RNA foi ressuspenso em
200 pL de agua livre de RNAse tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e estocado a —80°C.

O RNA extraido foi quantificado usando micro-espectrofotdmetro
(Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000, Unisciense), com leituras nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm, utilizando 4gua DEPC como controle (branco). O DNA foi removido
com a DNAse [RNAse free DNAse Set (50), Qiagen], conforme as recomendagdes do
fabricante, no qual 2 U de DNAse foram utilizadas para cada 1000 ng de RNA. A reagdo foi
incubada a 37°C por 10 min, sendo interrompida por choque térmico a 60°C por 5 min. O
RNA foi quantificado novamente, sendo utilizado, para a sintese da primeira fita de cDNA,
aquele com relagdo a 260/280 entre 1,9 - 2,0, o que garante, juntamente com o perfil do
grafico, RNA integro e de boa qualidade.

Para cada reagdo de sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado 1,0 ug de
RNA utilizando o kit TagMan® Reverse Transcription Reagents (Applied Biossystems), de
acordo com as especificacdes do fabricante (Sybr®Green PCR Master Mix and RT-PCR
Protocol, Applied Biossystems). A cada reagdo foram, entdo, adicionados: 10 pL. de TagMan
RT Buffer 10x; 22 uL. de MgCl, (25 mM); 20 uL. de dNTP’s (2,5 mM); 5 uL de primer
randomico (50 uM); 2 pL de inibidor da RNAse (20 U/L); 2,5 uL de enzima transcriptase
reversa (50 U/uL) e agua livre de RNAse suficiente para um volume final de 100 pL de
reacdo. As reagdes foram incubadas em termociclador por 10 min a 25°C, seguidos por 30

min a 48°C e 5 min a 95°C. O ¢cDNA foi armazenado a — 80°C.
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3.5 DESENHO DOS PRIMERS PARA RT-QPCR

Os primers para amplificagdo dos genes foram desenhados com base no
genoma parcial de R. tropici PRF 81 (PINTO et al., 2009), utilizando o software Primer
Express versdao 3.0 (Applied Biossystems, Foster, CA, USA). Foram obtidos amplicons de
tamanhos entre 50 e 150 pares de bases para os genes alvos nodC e nodG, e o gene que
codifica para a sub-unidade 16S, que foi utilizado como normalizador. As sequéncias dos

pares de primers desenhados para cada gene sdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 4 — Sequéncias dos primers utilizados para RT-qPCR

Gene Sequéncia do primer Amplicon

nodc F 5" CAAGCTGCGCCCTTATCTG 3 68 bp

R 5' CAAGCAACGTGTCACGGAAA 3°

n0dG F 5" GAGCTGACCCATCCGATGA 3 64 bp

R 5' CGACGACCGAGGTGATGTT 3°

165 F 5" CAAGGCGACGATCCATAGCT 3 72 bp

R 5" AGGAGTTTGGGCCGTGTCT 3’

3.6 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Para as reagdes de RT-qPCR foi utilizado o kit SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), conforme recomendagdes do fabricante. As
reagoes foram realizadas no termociclador ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA).

Curvas de eficiéncia de amplificacdo para cada par de primers dos genes
estudados e para o par de primers do gene normalizador foram realizadas a partir de uma série
de diluigdes do cDNA (de 10 a 10™'), sendo testadas diferentes concentragdes de primers. Os
valores de Ct (cycle threshold) obtidos em cada diluicdo foram plotados em fungdo do
logaritmo das diluigdes, ¢ o indice de inclinagdo da reta foi utilizado para calcular a eficiéncia
de cada sistema, de acordo com a formula E=[10"°P°]-1. Os parametros de ciclagem
utilizados para as reagdes foram: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguidos de 45 ciclos de

95°C por 15 seg, 62°C por 1 min, sendo os dados coletados neste ultimo passo.
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A concentra¢ao de primer com melhor desempenho na curva de eficiéncia
foi escolhida para ser utilizada na etapa de quantificagdo relativa. As reagdes de PCR foram
realizadas em triplicatas, constituindo-se de 12,5 uL de SYBR Green PCR Master Mix 2x
(AmpliTaqGold® DNA polimerase; dNTPs com dUTP; referéncia passiva ROX; fluoréforo
Syber Green); 2,0 uL de ¢cDNA; 1,0 uL ( 0,4 uM) de cada primer F ¢ R para o gene
normalizador 16S; 0,8 uL (0,32 uM) de cada primer F e R para os genes alvo nodC e nodG,
sendo completado com agua livre de RNAse para um volume final de 25 puL. Os parametros
de ciclagem para as reagdes de amplificacdo foram 50°C por 2 min; 95°C por 10 min;
seguidos de 45 ciclos de 95°C por 2 min, 62°C por 1 min, sendo os dados coletados na ultima
etapa. Apos o término da quantificacdo relativa, a fim de verificar a formagdo de dimeros de

primers, amplificagdes inespecificas e contaminagdes, realizou-se a curva de dissociacdo.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

O nivel de expressdo génica diferencial (RQ) foi calculado aplicando-se o
método 24 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os valores médios de Ct dos genes alvos ¢ da
referéncia endogena (normalizador) foram calculados. Posteriormente, através da subtragdo
do Ct do gene alvo com o Ct do normalizador foi obtido o ACt. Este valor de ACt do gene
alvo ¢ subtraido do valor de ACt da amostra controle (calibrador — controle nao tratado),
resultando num valor de ((Ct. O valor de RQ foi determinado pela formula 1,95-((Ct, ajustada
pelas eficiéncias obtidas entre o gene alvo e normalizador.

A partir dos valores de RQ obtidos em cada corrida foram calculados os
valores de RQ geral, desvio padrao (SD) e coeficiente de variagdo (CV %).

Cada amostra bioldgica (3 repetigdes biologicas) foi quantificada em
triplicata dentro da placa, totalizando 9 pontos de coleta de dados para cada gene e tratamento
em estudo, exceto para os tempos de 15 min e lh, para os quais foi obtida apenas uma
amostra biologica.

A anélise dos dados foi feita por estatistica descritiva. A reprodutibilidade e
precisao dos valores de RQ obtidos foram estimados pelos desvios padrao (SD) e coeficiente
de variagdo (CV %) em cada corrida e entre as corridas. Também foi utilizado o programa
REST 2008 (Relative Expression Software Tool), versiao 2.0.7 (Pfaffl et al., 2002;

http://www.gene-quantification.info), o qual compara dois grupos, com até 16 dados (valores)
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de Ct por grupo (gene alvo, versus o grupo controle) normalizados pelo gene referéncia. O
programa testa as diferencas para significancia através de um teste de randomizagao (no
minimo 2000 randomizagdes), baseado em iteragdes. Sdo apresentados se os genes, em
comparagdo com os respectivos controles, sdo super (UP) ou “pouco” (DOWN) expressos
(regulados), quando a diferenga entre os niveis de expressao entre o tratamento e o controle ¢
significativa. A hipotese HO correponde a todos os possiveis contrastantes entre médias serem
estatisticamente nulos, ao nivel de 5% de probabilidade.

O objetivo do REST, portanto, ¢ determinar se existe diferenca significativa
entre amostras ¢ controles, normalizados pelo gene referéncia. P(H1) representa a

probabilidade da hipdtese que a diferenca entre a amostra e o controle seja devido ao acaso.

4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES NODC E NODG EM RHIZOBIUM TROPICI PRF §1

DURANTE A INDUCAO POR NARINGENINA E EXSUDATO DE SEMENTES DE FEIJAO

A expressao dos genes nodC e nodG de R. tropici PRF 81, induzidos com
exsudatos de sementes de feijdo e naringenina, foi monitorada em diferentes tempos de
inducdo; apds 48 h de crescimento desde a adicao do pré-indculo e flavonoides ao meio de
cultura, bem como a partir da fase log nos tempos de 5 min, 15 min, 1 h, 4 h e 8 h de indugao.

Os resultados médios de quantificacdo relativa (RQ) dos genes nodC e nodG,
tratados com exsudato de sementes de feijao e naringenina, em todos os tempos de tratamento
de inducao, podem ser visualizados nas tabelas 4 e 5.

Os desvios dos valores de (Ct, dentro de cada corrida, ndo superaram 2.9,
demostrando alta precisdo da quantificagdo. Entre as diferentes corridas os maiores valores de
SD e CV (%) foram observados nos tratamentos onde foram obtidos os menores valores de
RQ. Os menores valores de RQ sdo determinados em fun¢ao de valores de Cts obtidos em
ciclos finais da reacdo, de modo que tal variagdo ¢ esperada.

Os maiores niveis de expressdo génica foram observados nos tempos de 5
min de indugdo com o tratamento exsudato de sementes de feijdo, para ambos os genes

avaliados.
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Tabela 5 — Estatistica descritiva baseada nos niveis de expressdo dos genes nodC e nodG
tratados com exsudato de sementes de feijao em todos os tempos de indugdo.
Cada amostra foi amplificada em triplicata a partir de 3 repeti¢cdes bioldgicas
independentes.

Gene / Tratamento Tempo Inducdo Repeticdo Bioldgica delta Ct* SD delta Ct? RQ?3 RQ Geral * SD Geral * CV (%) °

1 10,744 0,537 159,8615596
5 min 2% 13,168 0,357 136117899 12197 5359 4394
3 12,069 0,093 84,0770193
1 21,246 1,998 0,246074876
15 min 2 . R B - - -
3 - - -
1 18,743 0,509 0,687525513
1 hora 2 _ _ R - - -
3 - - -
nodC / exsudato 1 23,402 1,399 1,41035319
4 horas 2 24,495 0,384 1,78983002 1,60 0,27 16,77
3% 23,723 0,921 4,50011208
1 23,661 1,609 0,34842064
8 horas 2 _ - dados perdidos 0,31 0,06 18,55
3 25,277 2,702 0,267616778
1 17,606 0,443 1,89876668
48 horas 2 17,653 0,374 1,71172280 188 0.30 16,04
3 17,601 0,185 1,61247159
4 7,177 0,272 2,29529924
1* 8,346 0,603 49,30130460
5 min 2 11,428 0487 1333261599 1486 2,16 14,51
3 10,439 0,253 16,38066473
1 18,117 0,118 0,360660679
15 min 2 _ _ _ - - -
3 - - -
1 16,994 0,147 1,150849447
1 hora 2 - _ _ - - -
nodG / exsudato 3 - - -
1 18,280 0,164 0,28793819
4 horas 2 18,029 0,338 0,40158970 0,53 0,33 61,74
3 19,966 0,073 0,90435814
1 16,962 0,103 1,20832357
8 horas 2 19,676 0,540 1,16336896 1,09 0,17 15,31
3 10,529 0,264 0,89933814
1 14,942 0,219 1,43131610
48 horas 2 17,304 0,156 1,58963709 1,40 0,20 14,19
3 19,254 0,136 1,19363803

"delta Ct, Ct do gene alvo subtraido do Ct do normalizador; > SD delta Ct, desvio padrio dos valores de delta Ct;
*RQ, quantificacio relativa; * RQ Geral, média da quantificagio relativa das repeti¢des biologicas; > SD Geral,
desvio padrio dos RQs entre as repetigdes e © CV (%), coeficiente de variagio. * Amostras excluidas de modo
a diminuir os SD e CV (%). ** Repeticdo em placa. - dados ndo avaliados.
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Tabela 6 — Estatistica descritiva baseada nos niveis de expressdo dos genes nodC e nodG
tratados com naringenina (1,5 pM) em todos os tempos de inducdo. Cada
amostra foi amplificada em triplicata a partir de 3 repeti¢des biologicas
independentes.

Gene / Tratamento  Tempo Indugfio Repeticio Bioldgica deltaCt® SDdeltaCt? RQ®  RQ Geral* SD Geral® CV (%) °

1 15,580 0,061  0,59661291
5 min 2 17,142 0426 037347262 048 0,11 23,27
3 17,948 0,053 0,47169908
1 20,984 0305  0,96107557
15 min 2 R . _ - - -
3 - - .
1 20,728 1,563 0,20551806
1 hora 2 _ . _ - - -
3 - - -
nodC / naringenina 1 11,504 0,890  0,25506424
4 horas 2 27,614 0,149 027378295  0.29 0,04 15,46
3 25,774 2,531 0,34028428
1 22,345 1,337 1,76448392
8 horas 2 24,962 2,905  2,18842105 1,89 0,26 13,53
3 10,519 0,294  1,72709757
1 18,092 1,142 1,04017531
48 horas 2 16,829 0154 068894867 o, 015 17,68
3 16,581 0,164  0,79000999
4 ** 6,954 0,048  0,82483165
1 12,758 0,121  0,54777955
5 min 2 7,910 0,192 131163739 1,64 0.47 28,64
3 15,791 0239  1,97783376
1 18,184 0381  1,24976588
15 min 2 - - - - - -
3 - - -
1 17,532 0323 0,45315102
1 hora 2 - - - - - -
3 - - -
1 16,381 0,201  0,77106156
nodG / naringenina 2 19,273 0236 0,50074440
4 horas ’ > ’ 0,81 0,40 49,81
3 19,458 0,156  1,38786558
4 ** 9,413 0,091  0,57451919
1 16,782 0,159  0,85914989
2 horas 2 18,389 0193 281292656 | i 0.86 5520
3 19,944 0,125  1,16933982
4 ** 9,305 0,162 141324098
1 15,284 0,137 1,75081039
48 horas 2 17,311 0186 085430444 | o 047 32,49
3 18,395 0,069  1,56362659
4 * 8,797 0329 1,65281757

"delta Ct, Ct do gene alvo subtraido do Ct do normalizador; 28D delta Ct, desvio padrdo dos valores de delta Ct;
*RQ, quantificacio relativa; * RQ Geral, média da quantificagio relativa das repeticdes biologicas; > SD Geral,
desvio padriio dos RQs entre as repetigdes e * CV (%), coeficiente de variagdo. ** Repeticdo em placa. - dados
ndo avaliados.
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De acordo com os resultados, os genes nodC e nodG, induzidos durante 48 h
na presenca de exsudato de sementes de feijdo apresentaram niveis de expressao génica
superiores ao controle, agua (Figura 3), porém, de acordo com os resultados do programa
REST, ndo houve expressdo génica diferencial desses genes, neste tratamento, comparados
com o respectivo controle (p>0,05) (Tabela 6). Quando submetidos ao tratamento com
naringenina, apenas o gene nodG apresentou nivel de expressdo génica superior ao controle,
metanol (Figura 3). Do mesmo modo, apds analise REST, nenhum nivel de expressdo génica
diferencial foi detectado para esse gene, neste tratamento, em relagdo ao controle metanol

(p>0,05) (Tabela 6).
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Figura 3 — Niveis de expressdo dos genes nodC e nodG, obtidos por RT-qPCR, em Rhizobium
tropici PRF 81, submetidos ao tratamento de indugdo com naringenina e exsudato
de sementes de feijao durante 48 h de indugdo, comparados com os respectivos
controles (metanol e agua; utilizados como calibradores na RT-qPCR). Os valores
foram normalizados pela expressdo do gene referéncia 16S. Os tragos verticais
sobre as barras correspondem ao desvio padrao.

De acordo com a andlise estatistica, foi possivel constatar expressdo génica
diferencial do gene nodC, quando tratado com exsudato de sementes de feijao, apenas no
tempo de 5 min. Pela analise REST verificou-se que o gene nodC foi super (UP) expresso
130,122 vezes na presenca do exsudato em comparagao com o controle agua (p=0,001). O
gene NodG apresentou um perfil de expressdo similar ao nodC na presenga do exsudato, sendo
diferencialmente expresso apds 5 min de indugdo, pela analise REST. Em 5 min de indugao, o
gene NodG atingiu niveis de expressdo 16,785 vezes superior ao controle (p=0,001) (Tabela

6). Apos 5 min foi possivel observar uma queda brusca nos niveis de expressao de ambos os



47

genes, nodC e nodG, sendo que o tempo avaliado imediatamente apds o pico de indugdo foi
onde se observaram os menores niveis de expressao desses genes para o tratamento com
exsudato. Contudo, apoés essa queda os niveis de expressdo do gene nodC permaneceram
similares ao controle (ndo diferencialmente expresso) em todos os demais tempos avaliados.
Ja o gene nodG voltou a apresentar um aumento no nivel de expressao apos 1 h de indugao,
retornando, apds esse tempo, a niveis similares ao controle (Figuras 4 ¢ 5). Apdés 1 h de
indugdo, o gene NodG atingiu um nivel de 1,156 vezes superior ao controle (p=0,000) (Tabela
6).

Quando tratado com naringenina, o gene nodC apresentou expressdo génica
superior ao controle (metanol) apenas no tratamento de 8 h de indugao (Figura 6), contudo, de
acordo com os resultados do REST, ndo houve expressao génica diferencial do gene nodC em
relacdo ao controle neste tratamento e tempo (Tabela 6).

Ja o gene nodG, quando tratado com naringenina apresentou expressdo
génica superior ao controle nos tempos de 5 min, 15 min e 8 h (Figura 7), embora, também de
acordo com os resultados do REST, o gene nodG também ndo apresentou expressdo génica
diferencial em relagdo ao controle neste tratamento, em nenhum dos tempos de inducao
(Tabela 6).

Em ambos os genes foi detectado, pela andlise estatistica, diferenca
significativa de inibi¢do da expressdo (DOWN) nos tempos de 15 min para o nodG tratado com
exsudato e, Smine 1 h para o nodC tratado com naringenina (Tabela 6 ). |
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nodC induzido com exsudato
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Figura 4 — Niveis de expressdo do gene nodC, obtidos por RT-qPCR, em Rhizobium tropici
PRF 81, submetido ao tratamento de indugdo com exsudato de sementes de
feijdo nos tempos de: 5 min, 15 min, 1 h, 4 h ¢ 8 h, comparados com o controle,
agua, utilizado como calibrador na RT-qPCR. Os valores foram normalizados
pela expressdo do gene referéncia 16S. Os tragos verticais sobre as barras
correspondem ao desvio padrao.

nodG induzido com exsudato
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Figura 5 —Niveis de expressdo do gene nodG, obtidos por RT-gPCR, em Rhizobium tropici PRF 81, submetido ao
tratamento de indugio com exsudato de sementes de feijdo nos tempos de: 5 min, 15 min, 1 h,4h e 8h,
comparados com o controle, agua, utilizado como calibrador na RT-gPCR. Os valores foram
nomalizados pela expressao do gene referéncia 16S. Os tragos verticais sobre as barras correspondem ao
desvio padido.
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Tabela 7 — Analise estatistica dos resultados de expresséo relativa, pelo programa REST
2008 (versao 2.0.7), dos genes nodC e nodG submetidos ao tratamento com
exsudato de sementes de feijao e naringenina, em todos os tempos de
tratamento, normalizados pelo gene referéncia rRNA 16S.

Tratamento Gene Tempo Eficiéncia da reacdo Expressdo Erro padrdo 1.C 95% P(H1) Resultado
16S 1,0 1,000
5 min 0,95 130,122 72,024 - 238,501 62,416 - 543,404 0,001 UP
15 min 0,95 0,237 0,062 - 0,945 0,052-1,096 0,494
odC 1h 0,95 0,689 0,526 - 0,966 0,417 - 1,163 0,352
4h 0,95 1,535 0,428 - 4,893 0,176 - 13,893 0,429
reud Sh 0,95 0,305 0,049 - 1,536 0,011-3,914 0,146
xsudato
48 h 0,95 1,836 0,537-8,634 0,001-3.392,584 0,589
5 min 0,95 16,785  8,179-29,436 6,383 -42,084 0,001 uP
15 min 0,95 0,350 0,318 - 0,387 0,301 - 0,407 0,000  DOWN
lh 0,95 1,156 1,068 - 1,251 1,062 - 1,258 0,000 UP
nodG 4h 0,95 0,462 0,109 - 2,821 0,076 -3,869 0,118
Sh 0,95 1,102 0,011-99,274 0,001 - 705,894 0,887
48 h 0,95 1,397 0,253 - 8,104 0,065 - 28,519 0,561
16S 1,0 1,000
5 min 0,95 0,454 0,139-1,273 0,056 -2,560 0,044 DOWN
15 min 0.95 0962  0,770-1213  0,707-1312 0,834
nodC 1h 0,95 0,204 0,071 -0,611 0,060 - 0,700 0,000  DOWN
4h 0,95 0,288  0,000-2.224,787 0,000-25.679,304 0,619
8h 0,95 1,900  0,001-3.040,340 0,000-123.731,160 0,745
Naringenina 48 h 0,95 0,829 0,126 -7,949 0,000 - 1.478,306 0,802
5 min 0,95 1,120 0,043 - 23,345 0,006 - 663,596 0,899
15 min 0,95 1,248 0,923 - 1,769 0,760 -2,076 0,344
nodG 1h 0.95 0,451 0,383 - 0,538 0,348 -0,586 0,317
4h 0,95 0,752 0,062-14,908  0,001-1.448,987 0,799
Sh 0,95 1,429 0,077 - 13,686 0,001 - 1.867,791 0,735

48 h 0,95 1,386 0,176 - 13,883 0,002 - 984,681 0,716
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Figura 6 — Niveis de expressdo do gene nodC, obtidos por RT-qPCR, em Rhizobium tropici

PRF 81, submetido ao tratamento de indu¢do com naringenina (1,5 uM) nos
tempos de: 5 min, 15 min, 1 h, 4 h e 8h, comparados com o controle, metanol,
utilizado como calibrador na RT-qPCR . Os valores foram normalizados pela
expressdo do gene referéncia 16S. Os tragos verticais sobre as barras
correspondem ao desvio padrio.
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Figura 7 — Niveis de expressao do gene nodG, obtidos por RT-qPCR, em Rhizobium tropici

PRF 81, submetido ao tratamento de indu¢do com naringenina (1,5 pM) nos
tempos de: 5 min, 15 min, 1 h, 4 h e 8h , comparados com o controle, metanol,
utilizado como calibrador na RT-qPCR. Os valores foram normalizados pela
expressao do gene referéncia 16S. Os tragos verticais sobre as barras
correspondem ao desvio padrio.
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5 DISCUSSOES

A etapa inicial da simbiose rizobio-leguminosa envolve a secrecdo de
compostos fendlicos pela planta, especialmente flavondides que irdo conduzir a expressdo dos
genes nod no rizobio e, por conseguinte, a sintese dos fatores Nod, os quais especificamente
engatilham vdarias respostas na planta para a formacdo dos noddulos fixadores de N,
(BRENCIC; WINANS, 2005; HUNGRIA et al., 1997; LANG et al., 2008).

Os fatores Nod produzidos pelos rizobios, em resposta a compostos
exsudados pela planta hospedeira, sio moléculas chave no estabelecimento da simbiose e,
embora o feijoeiro seja considerado uma planta promiscua, por ser capaz de reconhecer uma
ampla gama de fatores Nod, existe uma hierarquia de preferéncia, onde a acetil-fucose no
extremo redutor ¢ preferida sobre as demais modificagdes (LAEREMANS;
VANDERLEYDEN, 1998). A fun¢do dos genes nod ainda nao esta bem estabelecida em R.
tropici PRF 81, necessitando de mais estudos. Porém, se esses genes estdo sendo expressos,
eles podem ter sim algum papel importante na nodulagdo do feijoeiro.

O gene nodC, presente na maioria dos rizobios estudados até o presente
momento, ¢ responsavel pela biossintese da estrutura basica do fator Nod; além disso, ele nao
¢ expresso constitutivamente, sendo necessdria a indugcdo (ANGELINI et al.,, 2003;
MULLIGAN; LONG, 1985). Mais especificamente, o gene nodC ¢ responsavel pelo controle
da etapa de elongacdo da cadeia principal oligossacaridica dos fatores Nod (KAMST et al.,
1997). Ja o gene nodG é um gene envolvido na nodulagdao de um hospedeiro especifico (hsn),
sendo responsavel pela modificacio no esqueleto oligossacaridico do fator Nod (LOPEZ-
LARA; GEIGER, 2001). Nao existem estudos sobre a expressao desse gene “in vivo”, ou seja,
no proprio rizobio, mas sabe-se que a proteina produzida por tal possui homologia com
proteinas carregadoras do grupo acil (LOPEZ-LARA; GEIGER, 2001). Este estudo apresenta,
portanto, pela primeira vez, a resposta “in vivo” de R. tropici a flavondides de sua planta
hospedeira, através da técnica de RT-qPCR.

Mulligan e Long (1985), utilizando plasmideos reporteres verificaram a
expressdo do gene nodC de Ensifer meliloti 1021 em resposta aos exsudatos de sua planta
hospedeira Medicago sativa. A exposi¢do do nodC-lacZ aos exsudatos resultou em uma
indu¢do de 30 vezes da atividade da [-galactosidase. Wei et al. (2008) verificaram a
expressdo da ilha simbidtica de Bradyrhizobium japonicum USDA 110 em resposta a

exsudatos de semente de soja (Glycine max) e genisteina (o principal indutor liberado por
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sementes de soja para a indug¢do dos genes nod de B. japonicum). Contudo, os niveis de
expressao obtidos foram muito mais intensos para o tratamento com o exsudato. De modo
similar, neste trabalho foi possivel reportar aumento da expressdo em até 130,122 e 16,78
vezes dos genes NodC e nodG, respectivamente, apds a indugdo com exsudato de sementes de
feijao, confirmando mecanismos de indugdo similares em R. tropici.

Devido a elevada sensibilidade da metodologia e dos véarios fatores que
podem interferir nos valores de Ct obtidos, relacionados a eficiéncia de amplificagdo,
esperam-se valores elevados de SD e CV (%) para as analises de RT-qPCR. No caso de
analise de quantificagdo de organismos geneticamente modificados (OGMs), por exemplo,
valores de CV (%) variando de 20% a 35% sdo descritos com alta freqiiéncia (TAVERNIERS
et al., 2004). Deste modo, embora tenham-se observado valores de SD e CV (%) elevados
para os valores de RQ dos genes nodC e nodG, no tempo de 5 min no tratamento com
exsudato, em todas as repeti¢cdes biologicas, os valores de RQ na presenca do indutor sempre
foram superiores ao calibrador (dgua), confirmando a ativagao dos mesmos pelo tratamento.

Angelini et al. (2003) também verificaram expressdao do gene nodC na
presenga dos seguintes flavondides: apigenina, crisina, daidzeina, genisteina, luteolina e
naringenina. Cada flavondide foi utilizado na concentragdo final de 3,7 uM, um valor elevado
em relacdo a concentragdo da naringenina utilizada neste trabalho (1,5 uM). J4 em outro
estudo, naringenina na concentragdo de 0,5 uM foi utilizada como indutor dos genes NodABC
em Rhizobium leguminosarum bv. viciae estirpe D923, microssimbionte de ervilha (Pisum
sativum L. cv. Bohatyr), avaliagdo essa que também foi conduzida utilizando plasmideos
reporteres, com base na atividade da -galactosidase (TSVETKOVA et al., 2006). Através de
construgdes “in vitro”, com o uso de vetores de expressio ¢ os genes fabG de R.
leguminosarum LPR5045 e nodG de Rhizobium sp. N33, Lopez-Lara ¢ Geiger (2001)
induziram a expressdo das proteinas, FabG e NodG com naringenina na concentracdo final de
1,5 uM. Contudo, nao foi possivel constatar expressdo génica diferencial dos genes nodC e
nodG, neste trabalho, mediante o tratamento com naringenina. Considerando a elevada
sensibilidade da técnica de RT-qPCR, uma explicagdo para o fato de ndo ter sido detectado
alteragdo nos niveis de expressdo dos genes nod em R. tropici PRF 81, na presenca de tal
flavonoide, pode ser a concentracdo utilizada. Até o momento nao ha nenhum trabalho
reportando tal efeito da dose do flavondide na expressdo dos genes nod nesta bactéria. Ensaios
futuros com doses superiores de naringenina, bem como outros flavonodides, devem ser

testados, pois a concentragdo de indutor necessaria para que ocorra a indu¢do dos genes nod
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em cada rizobio ¢ variavel. Além disso, Begum et al. (2001) verificaram, também com base
na atividade da [-galactosidase, que a combinagdo de naringenina 3 uM e hesperetina 7 uM
resultou em melhor indu¢do dos genes nod de R. leguminosarum (microssimbionte de ervilha,
Pisum sativum L. e lentilha, Lens culinaris L.), comparado com naringenina ¢ hesperetina
sozinhos. Efeitos semelhantes na indugdo dos genes nod de R. leguminosarum bv. phaseoli
foram descritas para os flavonoides eriodictiol e naringenina em combinagdo com genisteina
(Hungria et al., 1992). Neste estudo, ficou evidente que o tratamento com naringenina a 1,5
uM ndo foi suficiente na indugao dos genes nodC e nodG de R. tropici PRF 81 em nenhum
dos tempos aplicados, baseado na analise estatistica. Contudo, vale ressaltar que niveis de
expressdo maxima foram observados na presenca desse flavondide somente apds 8 h de
incubagdo para os dois genes. Apesar de ndo possuirem expressdo estatisticamente diferentes
em relagdo aos controles, biologicamente podem sim estarem desempenhando papel
significativo. Talvez uma combinagdo com outro flavondide tornasse mais eficiente o
processo de inducdo ou, entdo, um aumento na concentracdo da naringenina poderia ser
suficiente para alcangar um nivel de expressdo satisfatorio. Também, em decorréncia da
concentragdo utilizada, um tempo maior de indugdo poderia ser conveniente para verificar tal
processo, ndo avaliados neste trabalho. Contudo, uma imediata indugdo dos genes nod ¢é
considerada essencial para o inicio do processo de infec¢ao pelo rizébio.

No presente trabalho, foi comprovado que os genes nodC e¢ nodG sao
funcionais em R. tropici PRF 81, sendo expressos na presenga do indutor. Porém, tal
expressao foi detectada como diferencial apenas com exsudato de sementes de feijao, no
tratamento de 5 min de inducdo e o perfil de expressdo de ambos genes foi muito semelhante.
O fato de ter sido detectado apenas no tempo de 5 min pode ser explicado em decorréncia de
que em procariotos, mRNAs sdo transcritos e traduzidos em um unico compartimento celular,
e os dois processos estao estreitamente ligados, ocorrendo quase que simultaneamente. Além
disso, mRNAs procaridticos sdo moléculas muito instaveis, possuem uma meia-vida de
somente poucos minutos (em média, aproximadamente dois minutos), sendo traduzidos em
proteinas antes mesmo que o processo de transcricdo termine (ZAHA et al., 2003; LEWIN,
2004); e o processo de degradacdo do mRNA ¢ iniciado tdo logo termina a sua tradugao.
Desse modo, portanto, o rizdbio, ao entrar em contato com o exsudato, rapidamente sintetiza
as proteinas envolvidas na sintese do fator Nod. Ademais, a queda brusca observada nos
niveis ap6s o pico maximo de expressdo € coerente caso esteja ocorrendo um feedback
negativo na sintese de tais fatores. Apos atingir elevados niveis e suprir a quantidade

suficiente das proteinas relacionadas a sintese do fator Nod, espera-se um controle para cessar
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a sintese de mRNA, uma vez que tal molécula comeca a ser traduzida nas diferentes proteinas
antes mesmo do processo de transcrigdao terminar (ZAHA, 2003; LEWIN, 2004). No entanto,
tal resultado de feedback negativo ndo foi reportado até o momento na literatura, uma vez que
os flavonoides sdo tidos como indutores da nodulacdo. Vale ressaltar que, os exsudatos sdao
compostos por uma combinagdo de indutores fortes e fracos (MULLIGAN; LONG, 1985;
FIRMIN et al., 1986; PETERS et al., 1986; REDMOND et al., 1986; HARTWIG et al., 1989,
1990; HUNGRIA et al., 1992), os quais podem estar atuando de maneira sinérgica ativando
com maior intensidade a expressdo dos genes nod ap6s 5 min de indugdo; além disso, como
os niveis alcangaram um pico bastante elevado é coerente observar tal feedback negativo para
a interrupgao da sintese das proteinas de nodulacao apds esse tempo, sendo evidenciado pela
inibigdo da expressdo (DOWN) para o gene nodG no tempo de 15 min, o qual retoma a um
nivel basal de expressdo nos demais tempos avaliados. Segundo Hartwig et al. (1989), a
presencga de concentragdes sub-6timas de diferentes indutores podem resultar em um aumento
sinergistico na expressdao do gene. Embora, existam relatos de que a transcrigdo dos genes nod
pode ser inibida por uma interagdo complexa entre os proprios indutores liberados pela planta
(MERCANTE et al., 2002), nesse estudo foi evidenciado uma forte indug¢ao dos genes quando
tratados com exsudatos de sementes de feijdo. Vale ressaltar, também, que a composi¢ao dos
flavonoides exsudados pela raiz difere daqueles exsudados pelas sementes, o que pode indicar
que os genes NOdC e nodG respondem mais rapidamente quando em contato com os indutores
da semente. Analises cromatograficas por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
demonstraram que a maioria dos exsudatos de raizes e sementes de leguminosas contém um
numero variavel de indutores, por exemplo, no caso dos exsudatos de raiz de ervilhaca (Vicia
sativa), nove indutores sdo encontrados (ZAAT et al., 1989). No caso do feijoeiro, 0 niimero
de indutores ¢ surpreendente. As antocianidinas (delfinidina, petunidina e malvidina) e os
flavondis (miricetina, quercetina e canferol) sdo o principal grupo de compostos indutores
liberados pelas sementes. J4 nos exsudatos radiculares, eriodictiol, naringenina e genisteina
sdo os principais indutores encontrados (HUNGRIA et al., 1991a,b), além da chalcona
isoliquiritigenina e a correspondente flavanona liquiritigenina (BOLANOS-VASQUEZ;
WERNER, 1997). Contudo, nos estudos realizados por Hungria et al. (1991a,b) e por
Bolands-Vasquez e Werner (1997), a atividade bioldgica de todos os indutores identificados
foi demonstrada pela indu¢ao da atividade da [-galactosidase em R. leguminosarum bv.
phaseoli. Por isso, a importancia em estudar a resposta dos genes nod de R. tropici PRF 81 a

esses compostos pela metodologia apresentada neste trabalho.
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Ja a inibi¢ao da expressdao (DOWN) do gene nodC nos tempos de 5 min e 1
h na presenca da naringenina pode ter acontecido devido ao metanol presente na solugdo
estoque desse flavonoide. Contudo, ¢ reportado seu uso como solvente para os flavonoides
nos estudos de indugdo dos genes nod em rizobios (LANG et al., 2008). Ademais, a
concentragdo utilizada nesse estudo, como citado anteriormente, pode ter sido baixa, incapaz
de induzir os genes nodC e nodG de R. tropici PRF 81. Porém, nao foi observado perfil
semelhante de inibigdo para o gene nodG tratado com naringenina.

R. tropici é uma bactéria isolada de feijoeiro cultivado em regides tropicais.
No caso da estirpe PRF 81, ela apresenta alta eficiéncia de FBN, é competitiva e estavel
geneticamente, além de ser tolerante as condi¢des de altas temperaturas e acidez do solo. A
estirpe vem sendo utilizada em inoculantes comerciais no Brasil desde 1998, uma vez que se
comprovou, em diversos ensaios a campo, a capacidade de aumentar, consistentemente, o
rendimento da cultura (HUNGRIA et al., 2000, 2005).

Em um estudo inicial do genoma da estirpe PRF 81, foi identificado que
este ¢ formado por um cromossomo de 5.305 kb (67,6 %) e, com base na analise do perfil
plasmidial desta estirpe (PINTO et al., 2009), foram identificados 4 plasmideos com
tamanhos em torno de 1700, 510, 185 ¢ 150 kb (2.545 kb), correspondendo a 32,4 % do
genoma. Varios genes de nodulacao foram identificados por Pinto et al. (2009) na estirpe PRF
81, dentre eles os genes NodC e nodG. O gene nodC apresentou similaridade elevada com a
estirpe tipo de R. tropici CIAT 899; ja o gene nodG, com R. leguminosarum. Foram
encontrados homologos desses genes na maioria dos rizobios sequenciados, sendo que nodC
foi encontrado em M. loti, B. japonicum, E. meliloti, R. etli, R. leguminosarum ¢ NGR234;
enquanto o NodG foi identificado em M. loti, E. meliloti, R. etli ¢ R. leguminosarum.

Contudo, embora presentes no genoma (PINTO et al., 2009), esses genes
poderiam ndo ser funcionais ¢ este estudo apresenta fortes indicagdes de que os genes nodC e
nodG da estirpe PRF 81 de R. tropici sao funcionais ¢ devem estar relacionados a nodulagdo

do feijoeiro.



56

6 CONCLUSOES

- Os genes nodC e nodG da estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici séo
funcionais e apresentaram niveis de expressdo génica diferencial em presenca de exsudato de
sementes de sua respectiva leguminosa hospedeira, o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.).

- A maior expressdo ocorreu aos 5 minutos de contato com o exsudato,
indicando uma resposta imediata ao indutor.

- O exsudato de sementes de feijao foi identificado como melhor indutor dos
genes nod quando comparado com naringenina, nos tempos avaliados neste trabalho.

- Na dose de 1,5 uM, o flavonoide naringenina nao foi capaz de induzir a
expressao dos genes nodC e nodG, essenciais para o processo de nodulagdo, nos diferentes

tempos avaliados neste trabalho.
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ANEXOS A — TABELAS DE ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR DOS GENES NODC E NODG.
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Tabela A — Expressao génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indug@o com naringenina por 5min, utilizando
a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/ Média Ct SD Média Ct SD rRNA delta delta| SD delta RQmMIn/RQma
Bioldgica| Trat | CtnodC nodC nodC | CtrRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ X RQ Geral SD Geral
Narigenin
a 35,1048 35,052 0,05 19,3909 19,472 0,072 15,580 0,061 0,770 0,061 0,59661291 0,57267544 0,48059487 0,11183581
35,0106 19,5256
1 35,0405 19,5008 0,62155094
Metanol | 33,5902 34,558 0,93 19,892 19,749 0,142 14,809 0,664 0 0,664 1,00000000
34,6448 19,7465
35,4399 19,6082
Narigenin
a 35,6017 35,838 0,58 18,8333 18,696 0,152 17,142 0,426 1,469 0,426 0,37347262 0,28059729
35,4088 18,7206
2 36,502 18,5327 0,49708889
Metanol | 37,1753 36,928 0,87 21,4997 21,254 0,223 15,673 0,633 0 0,633 1,00000000
35,9632 21,2003
37,6442 21,0626
Narigenin
a 34,5107 34,696 0,17 16,8016 16,748 0,075 17,948 0,128 1,120 0,128 0,47169908 0,43282378
34,8281 16,7792
3 34,7489 16,6622 0,51406607
Metanol | 35,698 35,733 0,27 19,0245 18,905 0,127 16,828 0,213 0 0,213 1,00000000
36,0217 18,918
35,478 18,7718
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Tabela B — Expressao génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugao com exsudato de sementes de feijdo por

5 min, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct SD CtrRNA Média Ct SD rRNA delta delta| SD delta RQmin/RQma| RQ SD
Biolégica at Ct nodC nodC nodC 16S rRNA 16S 16S delta Ct| SD delta Ct Ct delta Ct RQ X Geral | Geral CV%
121,969 | 53,58776(43,935455
Exsudato 32,8468 33,494 0,70 22,7546 22,750 0,285 10,744 0,537 -7,566 0,537 159,86155961| 111,52688212 | 28947 234 04
34,2429 22,4622
1 33,3921 23,0327 229,14402121
Agua 36,2694 36,241 0,02 17,9661 17,931 0,040 18,310 0,033 0 0,033 1,00000000
36,2241 17,9396
36,2307 17,8873
Exsudato 37,1407 37,251 0,49 24,224 24,083 0,123 13,168 0,357 -3,893 0,357 13,61178991 | 10,71458294 | exclui
36,8261 24,0063
2 37,7864 24,0175 17,29239724
Agua 34,9824 35,671 0,60 18,5611 18,609 0,048 17,062 0,424 0 0,424 1,00000000
36,0519 18,6579
35,9788 18,6092
Exsudato 38,3292 38,378 0,09 26,2743 26,309 0,096 12,069 0,093 -6,608 0,093 84,07701933 | 79,00341412
38,4811 26,2355
3 38,32343 26,4179 89,47645186
Agua 38,5602 39,108 0,95 20,4116 20,431 0,103 18,677 0,674 0 0,674 1,00000000
40,2023 20,5416
38,5602 20,339
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Tabela C — Expressao génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indu¢do com naringenina por 5min, utilizando a

técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct Média Ct SD rRNA SD delta | deltadelta| SD delta RQmin/RQm RQ
Biolégica at Ct nodG nodG SD nodG| Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct Ct Ct delta Ct RQ ax Geral SD Geral | CV%
1,644735| 0,47107197| 28,641
Narigenina | 32,3615 32,230 0,15 19,3909 19,472 0,072 12,758 0,121 0,897 0,121 0,54777955 | 0,50525064 58 2| 19795
32,0599 19,5256 0,59388829
1 32,2698 19,5008
Metanol 31,2018 31,609 0,36 19,892 19,749 0,142 11,861 0,276 0 0,276 1,00000000 | 0,83099864
31,9007 19,7465 1,20337141
31,7257 19,6082
Narigenina | 31,9533 32,118 0,14 24,4741 24,208 0,231 7,910 0,192 -0,404 0,192 1,31163739 | 1,15284323
32,1839 24,0904 1,49230407
2 32,218 24,0597
Metanol 32,0144 31,664 0,32 23,6105 23,349 0,229 8,315 0,279 0 0,279 1,00000000 | 0,82954183
31,3844 23,2498 1,20548472
31,5927 23,1867
Narigenina | 33,9205 33,667 0,33 17,963 17,876 0,077 15,791 0,239 -1,017 0,239 1,97783376 | 1,68495319
33,7859 17,8517 2,32162318
3 33,2954 17,8145
Metanol 36,7735 35,708 1,32 19,1382 18,900 0,359 16,808 0,966 0 0,966 1,00000000 | 0,52319776
36,116 19,075 1,91132316
34,2341 18,487
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Tabela D — Expressao génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indu¢do com exsudato de sementes de feijdo por

5 min, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct SD CtrRNA Média Ct SD rRNA SD delta | deltadelta| SD delta RQmin/RQm RQ
Biolégica at Ct nodG nodG nodG 16S rRNA 16S 16S delta Ct Ct Ct delta Ct RQ &x Geral | SDGeral | CV%
14,85664 | 2,15529593|14,507290
Exsudato 30,191 31,096 0,80 22,7546 22,750 0,285 8,346 0,603 -5,812 0,603 49,30130460|( 32,89704767 036 2 2

31,3702 22,4622 excluir | 73,88561612

1 31,7274 23,0327
Agua 32,0723 32,090 0,02 17,9661 17,931 0,040 14,159 0,031 0 0,031 1,00000000 | 0,97940649
32,0886 17,9396 1,02102652

32,1079 17,8873
Exsudato 33,6603 33,022 0,59 21,7665 21,595 0,351 11,428 0,487 -3,862 0,487 13,33261599| 9,61899245
32,9177 21,1916 18,47996556

2 32,4892 21,8265
Agua 31,4851 31,812 0,53 16,3428 16,522 0,168 15,290 0,395 0 0,395 1,00000000 | 0,76703955
32,4276 16,6752 1,30371375

31,5231 16,5484
Exsudato 36,8555 36,748 0,34 26,2743 26,309 0,096 10,439 0,253 -4,169 0,253 16,38066473| 13,82250191
36,3627 26,2355 19,41227274

3 37,0272 26,4179
Agua 35,0402 35,039 0,05 20,4116 20,431 0,103 14,609 0,081 0 0,081 1,00000000 | 0,94736245
35,0884 20,5416 1,05556220

34,9891 20,339
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Tabela E — Expressdo génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugao com naringenina por 4h, utilizando a

técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct CtrRNA Média Ct SD rRNA delta delta| SD delta RQmMIn/RQm RQ
Biolégica at Ct nodC nodC SD nodC 16S rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ ax Geral SD Geral | CV%
0,2897104 15,459240
Narigenina | 35,3917 36,281 1,26 24,7319 24,777 0,064 11,504 0,890 2,037 0,890 0,25506424| 0,14039724 9 0,044787 06
37,1699 24,8222
1 0,46338351
Metanol 35,5877 35,394 0,27 26,0015 25,928 0,668 9,467 0,510 0 0,510 1,00000000
35,2012 25,8543
Narigenina | 42,9504 42,928 0,15 15,4803 15,314 0,149 27,614 0,149 1,932 0,149 0,27378295| 0,24767477
44,4653 15,2701
2 41,3685 15,1912 0,30264327
Metanol 41,9261 42,347 0,19 16,7992 16,664 0,186 25,683 0,186 0 0,186 1,00000000
41,9261 16,742
43,1885 16,4517
Narigenina | 44,5459 40,417 3,58 14,8126 14,644 0,152 25,774 2,531 1,607 2,531 0,34028428| 0,06234568
38,353 14,6011
3 38,353 14,5176 1,85728014
Metanol 40,31 38,536 1,55 14,4429 14,370 0,070 24,166 1,098 0 1,098 1,00000000
37,8619 14,3642
37,4373 14,3036
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Tabela F — Expressao génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugdo com exsudato de sementes de feijao por
4 h, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr, Média Ct Média Ct SD rRNA SD delta | deltadelta| SD delta RQ
Bioldgica at Ct nodC nodC SD nodC| Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct Ct Ct delta Ct RQ RQmMIin/RQmax| Geral | SD Geral | CV%
1,600091 16,76970
Exsudato 38,0364 39,712 1,98 16,3826 16,310 0,064 23,402 1,399 -0,513 1,399 1,41035319] 0,55171624 60 0,2683306 498
39,2048 16,2852
1 41,894 16,2612 3,60528832
Agua 43,8407 42,162 1,45 18,2952 18,248 0,041 23,915 1,028 0 1,028 1,00000000,
41,3358 18,2265
41,3108 18,2213
Exsudato 41,8605 41,510 0,50 17,2491 17,016 0,209 24,495 0,384 -0,868 0,384 1,78983002| 1,38329268
41,7348 16,952
2 40,9357 16,8464 2,31584504
Agua 42,4988 43,016 0,90 17,3105 17,653 0,305 25,363 0,669 0 0,669 1,00000000,
42,4988 17,8953
44,0499 17,7542
Exsudato 39,3245 37,977 1,30 14,3467 14,254 0,081 23,723 0,921 -2,243 0,921 4,50011208| 2,42667770 exclui
37,8744 14,2208
3 36,731 14,1946 8,34515798
Agua 40,1083 40,284 3,29 14,3764 14,319 0,063 25,965 2,327 0 2,327 1,00000000,
37,0854 14,3277
43,6581 14,2516
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Tabela G — Expressdo génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugdo com naringenina por 4h, utilizando a

técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct CtrRNA Média Ct SD rRNA delta delta| SD delta RQmin/RQma| RQ
Biolégica at Ct nodG nodG SD nodG 16S rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ X Geral | SD Geral | CV%
0,886557 51,28808
Narigenina | 34,5437 34,769 0,27 18,4964 18,388 0,097 | 16381 | 0201 0,388 0201  [0,77106156| 0,67392277 18 | 045469817 167
34,6995 18,3595
1 35,0635 18,3082 0,88220187
Metanol | 34,6474 34,776 0,29 18,637 18,783 0318 | 15993 | 0,302 0 0,302 [1,00000000
35,1036 18,5643
34,5781 19,1482
Narigenina | 34,7956 34,587 0,30 15,4803 15,314 0,149 | 19273 | 0236 1,031 0236  [0,50074440| 0,42734192
34,7203 15,2701
2 34,2442 15,1912 0,58675488
Metanol | 35,1781 34,906 0,24 16,7992 16,664 0,186 | 18242 | 0213 0 0213 |1,00000000
34,7877 16,742
34,7516 16,4517
Narigenina | 34,0096 34,102 0,16 14,8126 14,644 0,152 | 19458 | 0,156 -0,489 0,156  |1,38786558| 1,24988173
34,0095 14,6011
3 34,2869 14,5176 1,54108251
Metanol | 34,3922 34,317 0,17 14,4429 14,370 0,070 | 19947 | 0,132 0 0,132 [1,00000000
34,4401 14,3642
34,1193 14,3036
Naringenina| 33,6898 33,659 0,04 24,1602 24,245 0,12 9,413 0,091 0,826 0,091  [0,57451919| 0,57451919
Repetigio 33,6273 24,3304 1,00000000
emplaca |\ rotanol | 34,0244 33,910 0,16 25,3805 25,323 0,08 8,587 0,128 0 0,128  [1,00000000
33,7958 25,266
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Tabela H — Expressdo génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugdo com exsudato de sementes de feijao por
4 h, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct Média Ct SD rRNA deltadelta| SD delta RQmMin/RQmMa| RQ
Biolégica at Ct nodG nodG SD nodG| Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct |SD delta Ct Ct delta Ct RQ X Geral | SD Geral | CV%
0,531295| 0,32804123| 61,74366
Exsudato 34,3611 34,590 0,22 16,3826 16,310 0,064 18,280 0,164 1,856 0,164 0,28793819| 0,25793345 35 8 86

34,8066 16,2852 0,32143331

1 34,601 16,2612
Agua 34,4987 34,671 0,25 18,2952 18,248 0,041 16,423 0,177 0 0,177 1,00000000| 0,88809123
34,9539 18,2265 1,12601044

34,5608 18,2213
Exsudato 35,5402 35,045 0,43 17,2491 17,016 0,209 18,029 0,338 1,360 0,338 0,40158970| 0,32015247
34,8221 16,952 0,50374215

2 34,7717 16,8464
Agua 34,3057 34,322 0,24 17,3105 17,65333333 0,305 16,668 0,273 0 0,273 1,00000000| 0,83260765
34,5663 17,8953 1,20104589

34,0934 17,7542
Exsudato 34,1522 34,220 0,06 14,3467 14,254 0,081 19,966 0,073 0,150 0,073 0,90435814| 0,86130066
34,2768 14,2208 0,94956812

3 34,2308 14,1946
Agua 34,1669 34,135 0,03 14,3764 14,319 0,063 19,816 0,050 0 0,050 1,00000000] 0,96722140
34,1325 14,3277 1,03388945

34,1043 14,2516
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Tabela | — Expressdo génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indu¢ao com naringenina por 8h, utilizando a
técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct Média Ct SD rRNA delta delta| SD delta RQ
Bioldgica at Ct nodC nodC SD nodC| Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ ROmMIin/RQmax| Geral | SD Geral | CV%
1,976452( 0,29976881| 15,16701
Narigenina | 41,5613 40,304 1,88 18,1475 17,958 0,201 22,345 1,337 -0,847 1,337 1,76448392| 0,71966665 48 6 354
41,2075 17,9801
1 38,1418 17,7473 4,32617449
Metanol 42,5876 41,236 1,19 18,1127 18,044 0,070 23,192 0,841 0 0,841 1,00000000
40,759 18,0458
40,3605 17,9727
Narigenina | 38,0735 39,556 4,11 14,6955 14,594 0,123 24,962 2,905 -1,168 2,905 2,18842105| 0,31200138
44,197 14,6304
2 36,3971 14,4569 1,00000000
Metanol 43,5061 40,453 2,77 14,3834 14,323 0,057 26,129 1,960 0 1,960 1,00000000
39,7545 14,3172
38,0978 14,2696
Naringenina| 34,79 34,980 0,27 24,6858 24,461 0,32 10,519 0,294 -0,815 0,294 1,72709757| 1,41756579
3 35,1706 24,2363 2,10421698
Metanol 35,3463 35,831 0,69 24,4691 24,497 0,04 11,334 0,486 0 0,486 1,00000000
36,3159 24,525
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Tabela J — Expressdo génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugao com exsudato de sementes de feijdo por
8 h, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct Média Ct SD rRNA deltadelta| SD delta RQ
Biolégica at CtnodC nodC SD nodC| Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ |ROMIn/RQméx| Geral | SD Geral | CV%
0,308018| 0,05713695| 18,54983
Exsudato 40,6218 41,091 2,28 17,3926 17,430 0,035 23,661 1,609 1,572 1,609 0,34842064| 0,11840496 71 8 363
39,0866 17,4627
1 43,5648 17,4353 1,02526906
Agua 39,0612 39,597 0,52 17,5342 17,508 0,027 22,089 0,369 0 0,369 1,00000000!
39,6276 17,5087
40,1013 17,481
Exsudato 40,784 40,784 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
dados
perdidos
2
Agua 43,1627 43,163 0,00 14,9486 14,894 0,060 28,268 0,042 0 0,042 1,00000000!
43,1627 14,9046
43,1627 14,83
Exsudato 37,8962 39,883 3,75 14,2529 14,606 0,743 25,277 2,702 1,966 2,702 0,26761678| 0,04369571
37,5456 14,1047
3 44,2068 15,4594 1,63903355
Agua 37,161 38,295 1,02 14,9433 14,983 0,153 23,312 0,727 0 0,727 1,00000000!
38,5976 15,1519
39,1257 14,8542
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Tabela K — Expressdo génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indu¢do com naringenina por 8h, utilizando a
técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr, Média Ct SD Média Ct SD rRNA SD delta | deltadelta| SD delta RQ
Bioldgica at Ct nodG nodG nodG | CtrRNA 16S rRNA 16S 16S delta Ct Ct Ct delta Ct RQ ROmMIn/RQméax| Geral | SD Geral | CV%
1,613805| 1,04998717| 65,06281
Narigenina | 34,6741 34,741 0,10 18,1475 17,958 0,201 16,782 0,159 0,226 0,159  [0,85914989| 0,77238154 42 6 119
34,6922 17,9801
1 34,8557 17,7473 0,95566568
Metanol | 34,5452 34,600 0,41 18,1127 18,044 0,070 16,556 0,297 0 0,297 |1,00000000
35,0391 18,0458
34,2149 17,9727
Narigenina | 35,0688 34,891 0,19 16,2959 16,502 0,192 18,389 0,193 -1,542 0,193 [2,81292656| 2,47123275
34,6844 16,6769
2 34,92 16,533 3,20186587
Metanol | 34,6612 35,010 0,31 15,1608 15,079 0,108 19,931 0,229 0 0,229  |1,00000000
35,1337 15,1183
35,2345 14,9565
Narigenina | 34,6661 34,538 0,13 14,6955 14,594 0,123 19,944 0,125 0,233 0,125 [1,16933982| 1,07532044
34,4129 14,6304
3 34,5364 14,4569 1,27157968
Metanol 34,716 34,501 0,29 14,3834 14,323 0,057 20,177 0,211 0 0,211 1,00000000!
34,6202 14,3172
34,1664 14,2696
Naringenina| 33,6005 33,463 0,20 24,0723 24,157 0,12 9,305 0,162 0,516 0,162 |1,41324098 1,41324098
Repeticao 33,3245 24,2423 1,00000000
naplaca | \roanol | 33,5856 33,744 0,22 23,9082 23,923 0,02 9,821 0,159 0 0,159 [1,00000000
33,9027 23,9382
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Tabela L — Expressdo génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugdo com exsudato de sementes de feijao por
8 h, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct SD CtrRNA Média Ct SD rRNA deltadelta| SD delta ROQmMIiN/RQma| RQ
Biolégica at Ct nodG nodG nodG 16S rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct| Ct delta Ct RQ X Geral | SD Geral| CV%
1,09034| 0,1669357| 15,310377
Exsudato | 34,3631 34,392 0,14 17,3926 17,430 0,035 16,962 0,103 -0,282 0,103 1,20832357| 1,12765283 356 1 04
34,5462 17,4627
1 34,2681 17,4353 1,29476539
Agua 34,7059 34,752 0,06 17,5342 17,508 0,027 17,244 0,047 0 0,047 1,00000000
34,7302 17,5087
34,8211 17,481
Exsudato | 34,1329 34,282 0,17 14,2529 14,606 0,743 19,676 0,540 -0,226 0,540 1,16336896| 0,81006432
34,2388 14,1047
2 34,4739 15,4594 1,67076528
Agua 34,5699 34,885 0,28 14,9433 14,983 0,153 19,902 0,223 0 0,223 1,00000000
35,0876 15,1519
34,9974 14,8542
0,2455781 0,89933814
Exsudato | 33,8286 34,00225 85 23,2742 23,4733 0,28156992 | 10,52895 (0,264187684| 0,1582 | 0,264187684 2 0,753314425
3 34,1759 23,6724 1,073667339
0,0195161 0,05748778
Agua 33,7276 33,7138 47 23,3837 23,34305 1 10,37075 |0,042928574 0 0,042928574 | 1,0000000
33,7 23,3024
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Tabela M — Expressdo génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indu¢ao com naringenina por 48 h, utilizando a

técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr| Média Ct Média Ct SD rRNA deltadelta| SD delta
Bioldgica at Ct nodC nodC SD nodC| Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ RQmMIin/RQmax| RQ Geral | SD Geral| CV%
0,8359914 | 0,147819] 17,68189
Narigenina | 38,3994 37,861 1,61 19,9069 19,769 0,120 | 18,092 | 1,142 0,059 1,142 [1,04017531| 0,48366750 1 108 326
39,1333 19,7125
1 36,0506 19,6884 2,23700102
Metanol | 37,0368 37,445 1.28 19,3539 19,295 0,053 | 18,151 | 0,905 0 0,905 |1,00000000
38,8783 19,2788
36,4208 19,2515
Narigenina | 34,4797 34,363 0,18 17,5198 17,534 0,122 | 16,829 | 0,154 0,556 0,154 |0,68894867| 0,62139204
34,1554 17,6622
2 34,4549 17,4203 0,76384993
Metanol | 33,7982 33,694 0,16 17,4717 17,421 0,059 | 16274 | 0,118 0 0,118  {1,00000000
33,5148 17,4342
33,7701 17,3562
Narigenina | 33,5671 33,614 0,22 17,1125 17,032 0,073 | 16,581 | 0,164 0,351 0,164  [0,79000999| 0,70758097
33,4203 17,0143
3 33,8542 16,9705 0,88204151
Metanol | 332641 33,235 0,03 17,0286 17,005 0,020 | 16230 | 0,023 0 0,023 |1,00000000
33213 16,9970
33,229 16,9906
Naringenina| 32,9008 32,853 0,07 25,8987 25,899 0,000 6,954 0,048 0,287 0,048  |0,82483165 0,798836235
Repeticao 32,8053 25,8987 0,851672997
naplaca |\ roanol | 32,7558 33,061 0,43 26,6872 26,394 0,415 6,667 0,423 0 0,423 |1,00000000
33,3662 26,1004
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Tabela N — Expressao génica relativa do gene nodC de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugdo com exsudato de sementes de feijao por

48 h, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct CtrRNA Média Ct SD rRNA deltadelta| SD delta SD
Bioldgica at Ct nodC nodC SD nodC 16S rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ ROmMIn/RQmax| RQ Geral| Geral CV%
0,301503[16,041145
Exsudato | 37,2799 37,431 0,62 19,8351 19,824 0,080 | 17,606 | 0,443 -0,956 0,443 [1,89876668| 141090142 |1,87956508 765 33
36,8986 19,8990
1 38,1130 19,7391 2,55532729
Agua | 40,0303 38,056 1,72 19,5031 19,494 0,015 | 18,562 | 1214 0 1,214 [1,00000000
37,2249 19,4769
36,9135 19,5021
Exsudato | 34,3249 34,696 0,52 17,1267 17,043 0,101 | 17,653 | 0374 -0,801 0,374  |1,71172280| 1,33178916
35,2901 16,9313
2 34,474 17,0706 2,20004414
Agua 352193 35,406 0,30 16,9271 16,951 0,071 | 18455 | 0,218 0 0218 [1,00000000
35,7511 17,0308
35,2461 16,8938
Exsudato | 34,0658 34,021 0,26 16,4280 16,420 0,048 | 17,601 | 0,185 0,712 0,185  |1,61247159| 1,42451063
34,2518 16,4624
3 33,7439 16,3681 1,82523357
Agua 34,4441 34,823 0,54 16,5552 16,510 0,048 | 18313 | 0,384 0 0,384 |1,00000000
35,4424 16,4597
34,5834 16,5148
Exsudato | 33,2616 33,265 0,00 26,3604 26,088 0,39 7,177 0,272 -1,239 0272 [2.29529924| 2,02774313
Repetigio 33,2679 25,8159 1,82523357
naplaca |y roanol | 334766 33,425 0,07 25,041 25,010 0,04 8,416 0,060 0 0,060 |1,00000000
33,3739 24,9785
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Tabela O — Expressdo génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugdo com naringenina por 48 h, utilizando a

técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct Média Ct SD rRNA delta delta| SD delta SD
Bioldgica at Ct nodG nodG SD nodG|Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct| Ct delta Ct RQ ROmMIn/RQmax| RQ Geral | Geral CV%
0,472916| 32,49412
Narigenina | 35,2255 35,053 0,15 19,9069 19,769 0,120 | 15284 | 0,137 -0,835 0,137 [1,75081039| 1,59749850 |1,45538975 235 99
34,9399 19,7125 1,91883561
1 34,9944 19,6884
Metanol | 35,2226 35414 0,17 19,3539 19,295 0,053 | 16,119 | 0,123 0 0,123 [1,00000000{ 0,92082184
35,5124 19,2788 1,08598641
35,5066 19,2515
Narigenina | 34,61 34,845 0,23 17,5198 17,534 0,122 | 17311 | 0,186 0235 0,186  [0,85430444| 0,75406537
34,8489 17,6622 0,96786844
2 35,0768 17,4203
Metanol | 34,6083 34,497 0,20 17,4717 17,421 0,059 | 17,076 | 0,145 0 0,145 [1,00000000[ 0,90706618
34,2695 17,4342 1,10245539
34,6133 17,3562
Narigenina | 35,4991 35,428 0,06 17,1125 17,032 0,073 | 18395 | 0,069 -0,667 0,069  [1,56362659 1,49322161
35,3742 17,0143 1,63735114
3 35,4092 16,9705
Metanol | 36,1732 36,067 0,09 17,0286 17,005 0,020 | 19,062 | 0,067 0 0,067  [1,00000000] 0,95631325
36,0134 16,9970 1,04568247
36,0144 16,9906
Naringenina| 33,5772 33,906 0,47 25,1136 25,109 0,01 8,797 0,329 -0,749 0,329  |1,65281757| 1,58061135
Repeticao 34,2352 25,1049 1,04568247
naplaca |y roanol | 33,7975 34,619 1,16 24,9619 25,073 0,16 9,546 0,829 0 0,829 [1,00000000[ 1,00000000
35,4413 25,1845 1,00000000




86

Tabela P — Expressao génica relativa do gene nodG de R. tropici PRF81, submetido ao tratamento de indugao com exsudato de sementes de feijdo por
48h, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Rep. |Amostra/Tr Média Ct Média Ct SD rRNA delta delta| SD delta sD
Bioldgica at Ct nodG nodG SD nodG| Ct rRNA 16S| rRNA 16S 16S delta Ct | SD delta Ct Ct delta Ct RQ RQmMIin/RQmax| RQ Geral | Geral CV%
0,199320| 14,18787
Exsudato 34,4648 34,766 0,30 19,8351 19,824 0,080 14,942 0,219 -0,535 0,219 1,43131610] 1,23555509 [1,40486374 37 916

35,0638 19,8990 1,65809343

1 34,7694 19,7391
Agua 35,3142 34,970 0,31 19,5031 19,494 0,015 15,476 0,222 0 0,222 1,00000000] 0,86161928
34,6997 19,4769 1,16060541

34,8971 19,5021
Exsudato 34,4909 34,347 0,20 17,1267 17,043 0,101 17,304 0,156 -0,691 0,156 1,58963709| 1,43138897
34,1227 16,9313 1,76538044

2 34,4278 17,0706
Agua 34,959 34,946 0,21 16,9271 16,951 0,071 17,995 0,160 0 0,160 1,00000000| 0,89831367
35,1537 17,0308 1,11319691

34,7252 16,8938
Exsudato 35,8881 35,673 0,19 16,4280 16,420 0,048 19,254 0,136 -0,264 0,136 1,19363803| 1,08965138
35,5554 16,4624 1,30754824

3 35,5769 16,3681
Agua 35,6511 36,028 0,37 16,5552 16,510 0,048 19,518 0,261 0 0,261 1,00000000] 0,83928696
36,3828 16,4597 1,19148760

36,0495 16,5148




