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RESUMO

Na simbiose entre soja e bactérias diazotroficas ocorre o processo de
Fixacdo Biolégica de Nitrogénio (FBN) no nodulo. Nessa associacdo ha uma
comunicagao constante, pois a liberacdo de exsudatos pela planta € percebida
pela bactéria, que, entdo, produz lipo-quito-oligossacarideos, chamados fatores
Nod (FNs), moléculas de sinalizagdo na nodulagédo. Esses FNs sao produtos da
atividade dos genes nod bacterianos. Os genes nod regulatérios codificam
fatores de transcricdo (FTs) responsaveis pela regulagdo dos genes nod
estruturais, que codificam enzimas para a biossintese dos FNs. Na regido
promotora dos genes nod atua o FT NodD, que se liga em sequéncias
especificas conservadas, chamadas nod boxes. Essa comunicagdo abrange a
regulacdo de varios genes, como 0s genes nod regulatérios nodDs e nodD:> de
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587. Bradyrhizobium elkanii sdo bactérias Gram-
negativas, fixadoras de nitrogénio, usadas comercialmente para a producao de
inoculantes na agricultura, devido a eficiéncia do processo de FBN na simbiose,
0 que justifica o interesse em torno dessa interagdo. No micro-organismo modelo
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110, as proteinas NodD1 e NodDz2,
sintetizadas a partir dos genes nodD; e nodD;, respectivamente, tém acdes
contrarias. Enquanto NodD+1 age como um regulador transcricional positivo dos
operons nod e regula a sua propria transcricdo, NodD2 atua como um regulador
negativo desses operons. Isso despertou o interesse de investigar o papel
dessas proteinas em B. elkanii SEMIA 587, com a finalidade de testar se elas
apresentam funcbes semelhantes aquelas demonstradas na estirpe padrao
USDA110. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi contribuir, através da
aplicacao de diferentes metodologias, para um melhor entendimento em relagao
a regulagao dos genes nod em B. elkanii SEMIA 587. Para tanto, fragmentos de
DNA contendo os genes nodD+ e nodD. dessa bactéria foram clonados nos
vetores pGEM e pGEX-4T2, para produgao das proteinas recombinantes em
Escherichia coli BL21, a fim de realizar experimentos de retardamento em gel
para comprovar a ligagdo das proteinas NodD1 e NodD2 nos nod boxes
identificados nas regides reguladoras dos respectivos genes, bem como
determinar a eficiéncia de cada ligagao. A expressdo de ambas as proteinas em
E. coli foi visualizada em gel SDS-PAGE e as proteinas estdo em fase de



purificagdo. Clonagens posteriores realizadas usando o sistema Gateway® para
insercédo dos genes nodD; e nodD2 no vetor de clonagem pENTR foram
confirmadas por sequenciamento e recombinadas a dois vetores de levedura
(pDEST-22 e pDEST-32). Esses procedimentos visam a execugao de ensaios de
duplo hibrido para verificar se as proteinas NodD1 e NodD2 sdo capazes de

formar heterodimeros funcionais.



ABSTRACT

The process of Biological Nitrogen Fixation (BNF) in the symbiosis
between soybean and diazotrophic bacteria occurs in the nodule. There is a
constant communication in this association. Plant exudates are perceived by the
bacteria that produce lipo-chito-oligosaccharides (LCOs), called Nod Factors
(NF), signaling molecules in nodulation. These NFs are product of bacterial nod
genes activity. Transcription Factors (TFs) are encoded by regulatory nod genes,
responsible for structural nod genes regulation. These structural nod genes
encode enzymes for NFs biosynthesis. TF NodD acts in the promoter region of
nod genes and binds to specific conserved sequences, called nod boxes. The
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 regulatory nod genes nodDs and nodD; are
involved in this communication. B. elkanii are diazotroph gram-negative bacteria
used commercially as inoculants source in agriculture, due to the efficiency of the
BNF process in the symbiosis, which justifies the interest regarding this
interaction. NodD+1 and NodD: proteins are synthesized by nodD+ and nodD; and
display contrary actions in the model strain B. diazoefficiens USDA 110. While
NodD+1 acts as a positive transcriptional regulator of nod operons and regulates
its own transcription, NodD:2 acts as a negative regulator of these operons. These
proteins roles in B. elkanii SEMIA 587 aroused the interest of investigating, in
order to test whether they have similar functions to those demonstrated in the
model strain. Therefore, the goal of this work was to contribute, through the
application of different methodologies, to a better understanding regarding nod
genes regulation in B. elkanii SEMIA 587. B. elkanii SEMIA 587 nodD1 and nodD;
coding sequences were cloned into pGEM and pGEX-4T-2 vectors. The
recombinant proteins were expressed in Escherichia coli BL21 in the order to
carry out gel retardation experiments to verify purified proteins binding to the nod
boxes identified in nod promoters, as well as the efficiency of each binding. The
expressed proteins in E. coli were visualized by SDS-PAGE and are undergoing
purification. Subsequent cloning was realized with the Gateway® system for
nodD+ and nodD; insertion into pENTR vector. The constructs were confirmed by
sequencing and recombined to yeast vectors (pDEST-22 and pDEST-32).These
procedures aim to perform two-hybrid assays to verify if NodD1 and NodD:2 are

capable of forming functional heterodimers.
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1 INTRODUGAO

No final de 2015 foi apresentada no PPGBM a dissertagdo de mestrado
intitulada “Analise gendmica comparativa do regulon nod em Bradyrhizobium
elkanii” de autoria de Ivan Zenzen. Nesse trabalho seis genomas de diferentes
linhagens de Bradirhizobium elkanii foram anotados, seus genes e proteinas
baseados em dados disponiveis nos bancos de dados. A comparacdo da
organizagéo génica envolvida no processo de nodulagdo (genes nod e nol), foi
realizada para as diferentes linhagens pela primeira vez para essa espécie. Foi
constatado que a espécie usada como referéncia Bradirhizobium diazoefficiens
USDA 110 em varios genomas, nao foi mantida na sua totalidade. O principal
operon nod continuou conservado, mas alguns genes presentes na espécie
referéncia foram perdidos nos genomas de B. elkanii (genes nolZ, nolM e nolN,
por exemplo), ou substituidos (nodY em USDA 110 e nodK nas linhagens de B.
elkanii). No entanto, duas coépias do gene nodD (nodD; e nodD;) estavam
presentes nos seis genomas analisados, apresentando grande similaridade de
sequéncia.

Entretanto, foi verificado que os motivos de ligagdo ao DNA hélice-volta-
hélice das proteinas NodD1 e NodD2, variam na composi¢cao de aminoacidos, o
que pode interferir na eficiéncia de reconhecimento do nod box. Assim como
outras regides que podem influenciar na dimerizacdo das subunidades para
formar o tetramero (Zenzen 2015; Passaglia 2017).

Foram investigadas em B. elkanii regides a montante do inicio da
tradugcao de cada um dos genes codificadores dessas proteinas (250 pares de
bases, pb), porque a regulagao do processo de nodulagcédo envolve outras (NolA
e NodVW). Uma busca por regides conservadas dois nod boxes foram
identificados na regido proxima ao inicio da regido codificadora de NodD1. Um
desses nod box se sobrepoem a uma possivel regido de ligacdo da RNA-
polimerase complexada com o fator 67°. E sabido que esse nod box controla a
transcricdo dos genes presentes no operon nod, mas a transcricao tem
orientagcdo divergente a de nodD;. Ja o outro nod box € descrito como um
“‘possivel” nod box e deve ser o responsavel pela ativacdo da transcricado do

gene nodD+. Nos seis genomas de B. elkanii analisados e com base no
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genoma de B. diazoefficiens USDA 110 €& sugerido nessas espécies a
regulac&o da transcricao de nodDs possa ser semelhante.

Em nodD: o grau de conservagao nao foi encontrado da mesma forma
que encontramos na mesma regido de nodD;, pois as linhagens analisadas
(SEMIA 587, CCBAU 05737, CCBAU 43297 e USDA 94) apresentaram um nod
box parcial conservado e uma sequéncia que pode ser utilizada pela RNA-
polimerase complexada com o fator ¢ 7° para iniciar a transcricdo do gene
nodD;. Pode haver diferengas na regulagéo da transcricdo de nodD: entre as
linhagens de B. elkanii, pois nas linhagens USDA 3254 e USDA 3259 nao foi
identificado nenhum nod box e nenhuma uma sequéncia de ligagdo a RNA-
polimerase complexada com o fator o’° (Zenzen 2015).

Embora mencionado na literatura a existéncia na regidao promotora de
nodD; de um sitio de ligagado para a proteina NolA nada foi confirmado até o
momento, inclusive o papel ativador de NolA na transcricdo de nodD>. Onde ha
um nod box parcial, as proteinas NodD1 e NodD:2 talvez possam ligar-se para

ativar ou reprimir a transcricdo de nodD;, respectivamente. (Passaglia 2017).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A soja e a Fixagao Bioldgica de Nitrogénio

Glycine max (L.) Merr., a soja, € uma leguminosa que pertence a familia
Fabaceae e seu desenvolvimento ocorre em ambientes quentes, sendo que a
temperatura da zona radicular varia entre 25-30°C, favorecendo a atividade
simbidtica (Long 1989; Zhang et al. 1996; Gulewicz et al. 2014). O cultivo de
soja tem grande impacto no Brasil devido a produgdo de graos e seus
derivados e na ampliagdo da area plantada. Para este ano, a producéo
nacional da soja esta estimada em 110,4 milhdes de toneladas, com um
aumento estimado de 3,2% da area plantada, chegando a 34.991,4 mil
hectares. A regido Sul, em 2017, foi responsavel por 38,29% da soja produzida
no Brasil (CONAB: Companhia Nacional de Abastecimento 2017).

Leguminosa com maior impacto econémico no pais, a soja é bastante
estudada em diferentes aspectos, como, por exemplo, a redugdo do uso de
fertilizantes nitrogenados e a utilizagdo de inoculantes (Vargas et al. 2001). O
inoculante microbiano é o produto final da alianga entre um substrato (sdlido,
liguido ou gel) e micro-organismos, como exemplo, bactérias. Algumas
bactérias sdo chamadas de bactérias promotoras do crescimento vegetal (do
inglés: PGPB- Plant Growth Promoting Bacteria) e através de processos, como
a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), a producdo de siderdforos e a
solubilizacdo de fosfatos, elas possuem a capacidade de melhorar o estado
nutricional das plantas (Dobbelaere et al. 2003; Vessey 2003). As PGPB podem
ser encontradas associadas a outras bactérias, dentro de tecidos de plantas,
em vida livre no solo ou na rizosfera (Lynch, 1990). Sao classificadas de acordo
com o tipo de relagdo com as plantas: associativas ou de vida livre, endofiticas
ou simbidticas (Shenoy et al. 2001; Khan 2005).

A utilizagdo de inoculantes proporciona uma melhoria na fertilidade do
solo e reduz os impactos na producédo de residuos prejudicias a saude e ao
meio ambiente (Kennedy et al. 2004). A adubagao quimica, ao contrario, causa
um desequilibrio na biodiversidade e na conservagdo do solo (Meena et al.
2015). Na década de 1980, os inoculantes comegaram a ser utilizados no Brasil
(Vargas et al. 2001), trazendo diversos beneficios para o cultivo de soja.
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Atualmente, quatro linhagens bacterianas sao recomendadas no Brasil para
inoculagdo com soja: Bradyrhizobium elkaniii SEMIA 587, B. elkaniii SEMIA
5019, B. japonicum SEMIA 5079 e B. diazoefficiens SEMIA 5080 (Menna et al.
2006). O numero de células viaveis e com capacidade de produzir nédulos
ativos é o que determina a qualidade dos inoculantes para as leguminosas
(Bashan 1998).

A FBN acontece no nédulo, érgao especializado formado nas raizes das
plantas a partir da interacdo entre plantas e micro-organismos do solo e que
contém as bactérias fixadoras de nitrogénio (Long 1989; Dakora 1994). E por
meio da FBN que o nitrogénio atmosférico (N2) torna-se disponivel aos seres
vivos pela sua conversao a amoénia (Howard e Rees 1996; Dixon e Kahn 2004).

As bactérias fixadoras de nitrogénio sdo chamadas de diazotroficas, pois
tém a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico por possuirem o complexo
enzimatico da nitrogenase. Esse complexo catalisa a reagdo de conversao do
N2 a amoénia, onde séo hidrolisados no minimo 16 ATPs por N2 fixado (Howard
e Rees 1994). A nitrogenase é composta pela Ferro-proteina (Fe-proteina) e
pela Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina). A Fe-proteina € um agente
redox-ativo que doa elétrons para o componente maior, a MoFe-proteina, a
qual possui o sitio catalitico da enzima Nitrogenase (Dixon and Kahn 2004). O
gene nifH codifica os homodimeros da Fe-protreina (Howard e Rees 1994;
Burgess e Lowe 1996a). A MoFe-proteina, por sua vez, € formada pelas
subunidades a e B (codificadas pelos genes nifD e nifK, respectivamente), um
nucleo central contendo um cofactor FeMo (cuja montagem é controlada por
diversos outros genes nif) e um sitio para ligar a Fe-proteina (Simpson, Frank
B. Burris 1984; Thorneley and Lowe 1984; Burgess and Lowe 1996)

As plantas leguminosas, como a soja, e as bactérias diazotréficas se
associam de forma simbidtica, e essa cooperacdo € fundamental para o
fornecimento de nitrogénio a planta através da FBN, a qual pode ocorrer no
nddulo (Gerahty et al. 1992; Hungria et al. 2007).

O nddulo € um novo 6rgao da planta, composto por células vegetais
infectadas por bacterioides. Os bacterioides sdo uma forma especializada das
bactérias endossimbiontes, capazes de reduzir o nitrogénio (Perret et al. 1991).
Essas bactérias modificam o desenvolvimento dos pelos na raiz, tornando-os

enrolados para que ali as bactérias possam se fixar e proliferar até atingirem o
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cordao de infecgdo, onde serao liberadas no citoplasma da célula vegetal para
que ocorra a diferenciacdo celular (Robertson et al. 1978). O cordao de
infecgao, localizado no interior dos pélos radiculares, é produzido pelas plantas
e € através dele que as bactérias se inserem nas raizes, infectando células
corticais por endocitose (Loh e Stacey 2003). As células da planta também se
diferenciam e ocorre a troca de metabdlitos e a FBN (Sutton et al. 1981).
Enquanto as bactérias fixadoras de nitrogénio convertem o nitrogénio molecular
a amoénia, nutrindo as plantas pela FBN, os vegetais fornecem energia as
bactérias pela redugdo do diéxido de carbono em agucares na fotossintese
(Long 1989; Téth e Stacey 2015).

2.2 Micro-organismos diazotréficos

Algumas bactérias fixadoras de nitrogénio, como aquelas pertencentes
ao género Rhizobium, estdo fortemente associadas a planta e séo
caracterizadas também como endofiticas, por se localizarem internamente nos
tecidos vegetais e ndo causarem danos moleculares € nem fisicos a planta
hospedeira (Kuklinsky-Sobral et al. 2004; Dudeja et al. 2012). Os rizdbios
associam-se preferencialmente a plantas da Familia Fabacea, mas também
podem ser encontrados no solo (Sprent 1995; Yang et al. 2006).

Os rizébios sédo bactérias aerdbias, gram-negativas, quimiorganotroficas,
que tém a forma de bastonetes e ndo formam esporos, sendo sua mobilidade
caracterizada pela presenca de um, dois ou até seis flagelos peritriqueos. Seu
tamanho pode variar de 0,5-0,9 ym x 1,2-3,0 ym e pertencem ao grupo
taxondmico das a-Proteobactérias (Somasegaran e Hoben 1994; Yang et al.
2006). Do grupo rizébio fazem parte os géneros: Azorhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium, Phylorhizobium e Sinorhizobium, que tém em
comum o desenvolvimento de nédulos radiculares e séo classificados devido a
simbiose com plantas hospedeiras especificas (Broughton et al. 2000).

Os primeiros trabalhos envolvendo rizébios e leguminosas consideraram
que Rhizobia era uma unica espécie capaz de nodular todas as leguminosas.
No entanto, Fred et al. (1932) propuseram que o género Rhizobium fosse

classificado sistematicamente em seis espécies: Rhizobium japonicum, R.

15



leguminosarum, R.lupini, R. meliloti, R. phaseolie e R. trifoli. O motivo dessa
organizacdo foi a inoculagdo em relagdo a leguminosa hospedeira: R.
japonicum, por exemplo, realiza simbiose com soja (Delamuta et al. 2013).
Com o intuito de diferenciar rizobios com taxas de crescimento muito mais
lentas, o género Bradyrhizobium foi criado. Essa modificagéo ocorreu cinquenta
anos depois da classificacdo do género Rhizobium por Fred et al. (1932)
(Delamuta et al. 2013). O genéro Bradyrhizobium foi subdividido, inicialmente,
em duas espécies, B. japonicum e B. elkanii em 1992, e ndo foram feitas
alteracdo para este género (Kuykendall et al. 1992) até que Delamuta et al.
(2013) propuseram a reclassificacdo de algumas variedades de B. japonicum,
entre elas a SEMIA 5080 que foram, entdo, nomeadas B. diazoefficiens sp. nov
(Delamuta et al. 2013). O epiteto “diazoefficiens” refere-se a eficiéncia na FBN,
pois a linhagem SEMIA 5080 é utilizada em inoculantes comerciais no Brasil
por ser a mais eficiente (Mendes et al. 2004). B. diazoefficiens também sé&o
bactérias Gram-negativas e podem ser encontradas no solo ou em simbiose
em nodulos de leguminosas (Delamuta et al. 2013; Kulkarni et al. 2015).
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 é a linhagem referéncia da espécie e
teve seu genoma sequenciado, assim como 0s seus genes e suas respectivas

funcdes foram exploradas (Kaneko et al. 2002).

2.3 Fatores Nod

Ao ocorrer o contato da planta com os micro-organismos diazotroficos ha
uma comunicagdo constante, e, até que sejam observadas alteracbes
fenotdpicas na raiz, uma relagdo simbidtica bem estabelecida entre micro-
organismo e a planta hospedeira € essencial (Janczarek et al. 2014). As raizes
excretam flavondides, metabdlitos secundarios da classe dos polifendis, que
induzem a transcricdo dos genes de nodulagdo (nod, nol, noe) nos rizobios,
estabelecendo a relagdo simbiodtica e, assim, iniciando a formagao dos nédulos
(Broughton et al. 2000; Loh e Stacey 2003). A expressdao dos genes nod,
induzida por flavonoides (daidzeina, apigenina, luteolina, por exemplo), leva a
sintese de lipoquito-oligossacarideos (LCOs), que sdao denominados Fatores
Nod (FNs) representados na figura 1 (Glyan’ko e Vasil'eva 2010). Os produtos
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dos genes nod produzem modificagbes quimicas nos FNs, determinando a
especificidade com o hospedeiro (Limpens et al. 2015). Os FNs s&o percebidos
por receptores nas ceélulas vegetais contendo o dominio LysM (motivo de
lisina). Dessa forma, as plantas distinguem o que pode ser uma ameg¢a ou nao
(Geurts et al. 2005; Limpens et al. 2015). A partir dessa interagao, da-se inicio a
infeccdo, a formacdo do corddo de infeccdo e a organogénese do nddulo

radicular (Glyan’ko e Vasil’eva 2010).

NodP
(ATP-sulfurilase)
NodQ
NodI NodC (APS quinase)
odL z )
(O-acefiltransferase) (N-acetilglucosamina transferase) NodH
\ l (sulfotransferase)
0503H
Extremidade

CH, OH
néo redutora
W Extremidade
NH 'i'“ NH redutora
CH

NodA 90
(N-aciltransferase) 3 s
NodB é”
‘ HC
(de-N-acetilase) (?Hz)s
CH
NodF P (':lH
(proteina carreadora de acil) ((':H )
2)5
NodE &t

(B-cetoacil-sintase)

Figura 1: Estrutura tipica dos FNs com a representacdo das enzimas envolvidas na
sua biossintese. Os FNs estédo sujeitos a modificagdes quimicas (pela agao dos genes
nod, nol e noe). Os diferentes tipos de ramificagdes (decoragdes) resultam em uma
mistura de FNs produzidos por cada espécie de rizdbio. Os produtos dos genes nodA,
nodB e nodC participam da sintese da estrutura central dos FNs (adaptada de Wais et
al. 2002).

Os genes nod se dividem em genes regulatorios e estruturais. Os genes
nod regulatérios codificam fatores de transcricdo (FTsS) que sédo os
responsaveis pela regulacdo dos genes nod estruturais, os quais codificam

enzimas para a biossintese dos FNs. Esses genes estruturais sdo divididos em
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genes nod comuns e genes nod hospedeiro-especifico (van Rhijn e
Vanderleyden 1995).

Os genes nod estao organizados em operons (operons nod), como 0O
operon nodYABCSUIJNoIMNO em B. diazoefficiens USDA 110, indicando que
a regulacao da expressao € por mecanismos comuns (Denarie et al. 1993). Os
genes nod comuns nodA, nodB e nodC sao fundamentais na infeccdo e na
nodulagado por estarem envolvidos na biossintese da estrutura central dos NFs
(Debellé et al. 1992; van Rhijn e Vanderleyden 1995). Dependendo da espécie,
modificagdes variaveis sao adicionadas a essa estrutura principal. Os genes
nod espécie-especificos estdo envolvidos nessas alteragdes e, portanto,
definem a especificidade do hospedeiro, como, por exemplo: nodEFG, nodH,
nodPQ e nodSU (Debellé et al. 1992). Esses genes ja foram encontrados em
estirpes de Azorhizobium, Bradyrhizobium e Rhizobium (Kondorosi et al. 1984).

Os genes nod hospedeiros-especificos (hsn), como os genes nodV e
nodW, sao imprescidiveis na nodulagao (Downie et al. 1983). Os genes nodV e
nodW pertencem a familia de proteinas reguladoras do tipo dois-componentes
(two-component system), as quais s&o indispensaveis para nodulagado de soja
através da percepcgao de isoflavonas que podem interagir com NodD1 (Loh et
al. 1997). NodV e NodW funcionam como sensores e reguladores, via
fosforilagdo, regulando a expresséo de genes nod em B. japonicum (Gottfert et
al. 1990).

Inicialmente o gene nodD foi considerado como sendo um gene nod
comum, mas percebeu-se que, conforme a origem bacteriana mudava, a
resposta do produto do gene nodD mudava também (Spaink et al. 1987).
Foram descritos mais de um gene nodD e seu produto, inicialmente foi
postulado que a proteina NodD ativava transcricionalmente os demais genes
nod (Schlaman et al. 1992). Nem todos os micro-organismos tem os mesmos
genes nod e nem 0o mesmo numero de copias de genes nodD. Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii tem apenas um gene nodD, enquanto Rhizobium
tropici pode ter de duas a cinco coépias de nodD (del Cerro et al. 2015). Os
genes nodD podem atuar tanto como ativadores ou repressores nos diferentes
micro-organismos onde sdo encontrados (Schlaman et al. 1992). Geralmente, a
proteina NodD+1 atua como ativador da transcricdo dos genes nod responsiva

aos flavonoides liberados pelas raizes das plantas (a exemplo da genisteina e
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daidzeina) e NodD2, com agdo contraria, sendo um repressor da transcrigdo
desses genes.

Em Rhizobium meliloti, os genes nodD+ e nodD; codificam produtos que
ativam promotores nod, através das proteinas NodD1 e NodDzg,
respectivamente, ao interagirem com diversos indutores de plantas, enquanto
em Rhizobium tropici CIAT 899, nodD3s e nodDssao ativadores do gene nodD1 e
nodD4 dependendo das condigbes ambientais para atuar como repressor ou
indutor (del Cerro et al. 2015).

2.4 Proteinas NodD

A expressdo dos genes nod estruturais de Rhizobium requer a presenca
de um sinal vegetal, geralmente os flavonoides, e a presenga da proteina
reguladora NodD, a qual é um regulador membro da familia LysR (Loh e Stacey
2003). Essa familia € capaz de regular muitos genes e regulons procariéticos
complexos (Schell 1993). Os genes nod regulatérios (nodD) s&o bem
conservados (Schlaman et al. 1989) e suas proteinas ligam-se aos nod boxes
(Loh e Stacey 2003). Os nod boxes sdo sequéncias especificas fortemente
conservadas que estdo localizadas a montante dos operons nod (Rostas et al.
1986) e sao caracterizadas pela presenca de duas repeticdo palindrémica
(ATCN9GAT) (van Rhijn e Vanderleyden 1995). Eles sdo simetricamente ligados
por proteinas em formas diméricas ou tetraméricas (Pabo e Sauer 1984). Em
B. elkanii SEMIA 587, foram identificados a montante de nodD; dois nod boxes,
um deles bem conservado e sobreposto a regiao de ligagdo da RNA-
polimerase, que controla a transcricdo dos genes no operon nod. A segunda
sequéncia identificada, menos conservada, € um provavel nod box, que pode
ativar a transcrigdo do gene nodD;:. Enquanto a montante de nodD,, foi
encontrado um nod box parcial bastante conservado (Passaglia 2017). De
maneira semelhante, no micro-organismo modelo Bradyrhizobium diazoeffi-
ciens USDA110, ha duas proteinas NodD, sintetizadas a partir dos genes
nodD1 e nodD; (respectivamente, NodD1 e NodD2) (Loh e Stacey 2003).

Em B. japonicum, NodDi1 é um ativador transcricional respondendo a

isoflavonas ligantes produzidas por plantas, com auto-regulacao e indugéo por
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genisteina e daidzeina (Smit et al. 1992). Quando as proteinas da familia LysR
nao estdo presentes na interacdo com diferentes sinais de flavonoides, a
fosforilagdo € um mecanismo alternativo utilizado na regulagdo dos genes nod
(Loh et al. 1997). Em B. japonicum, NodVW e NolA também estdo envolvidas
na modulacéo da expresséo dos genes da nodulacdo. Primeiramente supunha-
se gue a regulacdo do gene nod ndo ocorria via NodD1 e sim por ativadores
transcricionais diferentes, mas com a descricdo da via alternativa para a
ativacdo do gene nod por NodVW essa duvida foi esclarecida (Loh et al. 1997).

Em B. japonicum o produto do gene nodD:z é a proteina NodD2, a qual é
um repressor da expressdo dos genes nod e é ativada positivamente por NolA.
Mesmo estando o gene nolA localizado em uma regido gendémica distante de
nodD;, NolA e NodD2 mostraram-se envolvidas no feedback e na regulagao da
atividade dos genes nod. NolA é membro da familia MerR (Garcia et al. 1996).
A familia MerR é composta por reguladores transcricionais, os quais ativam a
transcricdo e possuem uma regido de ligacdo ao DNA hélice-volta-hélice. O
gene nolA codifica trés proteinas alternativas, NolA1, NolAz2 e NolAs, originadas
de codons ATG em fase, mas funcionalmente distintas: NolA1 controla a
expressado de NolA2 e NolAs, as quais estdo envolvidas na ativagado do gene
nodD: (Loh et al. 1999).

No micro-organismo modelo B. diazoefficiens USDA 110 foi demonstrado
que as proteinas NodD1 e NodD2 apresentam ag¢des contrarias (Loh e Stacey
2003). Porém, o mecanismo de acgado, principalmente de NodD2, ndo esta
esclarecido. B. elkanii SEMIA 587 também apresenta as proteinas NodD1 e
NodD2, despertando o interesse de investigar o papel dessas proteinas nessa
bactéria e a sua interagdo com as sequéncias regulatoérias encontradas no
genoma.

Um exemplo de que proteinas NodD diferem no mesmo micro-
organismo ocorre em Rhizobium meliloti. Nesse organismo sao encontradas
trés copias do gene nodD: enquanto NodD+1 induz a expressao de genes nod
respondendo ao estimulo de luteolina e uma metoxicalcona, NodD2 tem
interagdo com uma metoxicalcona e ainda com os nao flavonoides estaquidrina
e trigonelina, e NodDs ativa os genes nod sem precisar interagir com moléculas

indutoras. No entanto, para a produgao da proteina NodDs, o gene nodD3 utiliza
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um complexo circuito de regulagédo, que envolve outro gene regulatério, syrM
(Honma e Ausubel 1987).

Em Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 foram encontradas duas cépias
dos genes nodD, nodD+ e nodD2, como demonstrado na Figura 2. Além disso,
nas regides correspondentes aos promotores desses genes foram encontrados
nod boxes parciais ou menos conservados, em adicdo a um nod box
convencional extremamente conservado (Passaglia 2017). B. elkanii SEMIA
587 é uma bactéria fixadora de nitrogénio utilizada comercialmente como fonte
para inoculantes na agricultura, devido a eficiéncia do processo de fixagdo de
nitrogénio na simbiose (Passaglia 2017), o que justifica 0 nosso interesse do

nosso grupo de pesquisa nesta interacgao.

S587

[:] nod
l:l nol
l:l noe

Figura 2: Mapa genético mostrando a organizacao dos genes nod/nol/noe no genoma
de B. elkanii SEMIA 587 (S587). Letras indicam o nome de cada gene no genoma. As
classes de genes estao codificadas por cores e a orientagao transcricional € indicada

pelas setas. (Adaptada de Passaglia, comunicagao pessoal).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir, através da obtencédo de ferramentas de biologia molecular,

para um melhor entendimento em relagdo a regulagdo dos genes nod em
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 .

3.2 Objetivos especificos

a) Induzir a expressao das proteinas NodD+1 e NodD2 de B. elkanii SEMIA
587 em Escherichia coli para purificar tais proteinas;

b) Construir vetores para utilizacdo do sistema de duplo-hibrido de

levedura contendo os genes nodD+1 e nodD; de B. elkanii SEMIA 587.
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4 METODOLOGIA

4.1 Extragcao de DNA

A extracao do DNA total de B. elkanii SEMIA 587 foi realizada de acordo
com protocolo adaptado pelo nosso grupo de trabalho.

Aliquotas de 1,5 mL da cultura de bactéria multiplicada em meio LM
(Vicent 1970) foram submetidas a centrifugacédo de 12.000 rotagdes por minuto
(rpm) para separacao das fases (sobrenadante e pellet) por 3 minutos. Apés, o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 700 pL da solugdo TES (Tris
10 mM pH 8, EDTA 25 mM pH 8, NaCl 150 mM em agua miliQ). A suspenséaofoi
homogeneizada e centrifugada nas mesmas condi¢des anteriores.

O sobrenadante foi descartado, o pellet bacteriano foi suspendido com
500 uL da solugdo tampao TE1 (10 mM Tris pH 8; 25 mM EDTA 0,5 M pH 8 e
agua mili-Q) ehomogeneizado. Em seguida 25 pL de lisozima (20 mg/mL)
foram adicionados, amostra foi incubada a 37° C por 25 minutos e equilibrada a
temperatura ambiente. Foram adicionados 108 pL de Dodecil Sulfato de Sédio
20% (SDS- do inglés Sodium Dodecyl Sulfate), 6 pyL de proteinase K (200
mg/mL) e a amostra foi submetida a incubacao na temperatura de 58°C por 10
minutos e esfriada a temperatura ambiente. 200 yL de Acetato de Aménio
(NHsAc) 8 M foram adicionados, o tubo foi homogeneizado por inverséo
cuidadosa e deixado em repouso no gelo por 20 minutos.

Apos, foi realizada uma centrifugagao e o sobrenadante foi coletado em
outro tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e o volume foi completado para 500 pL
com TE1. Um volume de fenol-cloroférmio foi adicionado, a amostra foi
homogeneizada por inversao de tubo e centrifugada a 5.000 rpm por 5 minutos
para coletar a fase superior do sobrenadante. Essa ultima etapa foi repetida,
mas com um volume de cloroférmio-alcool isoamilico. A fase superior coletada
foi transferida para outro tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e foi adicionada a
solugéo para suspensédo de DNA (10 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA 0,5 M pH 8 e
agua mili-Q) até completar o volume de 500 pL.

80 mM de NaCl 5 M e 0,6 volumes de isopropanol gelado foram
adicionados a amostra, foi realizada a homogeneizagdo e em seguida uma

centrifugagcéo de 12.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi descartado.
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500 pL de etanol 70% foram utilizados para lavar o pellet. Nessa etapa foi
realizada uma centrifugacado de 8.000 rpm por 3 minutos, o maximo de liquido
foi retirado do tubo de microcentrifuga para que fosse seco a temperatura
ambiente. Apds o pellet estar seco, 30 uL de TE2 foram utilizados para
suspender o pellet.

A amostra foi quantificada utilizado o NanoDrop Lite Spectrophotometer
da Thermo Scientific™ e 2 yL da amostra foram utilizados para verificar a

extracdo de DNA em gel de agarose 1%.

4.2 Amplificagao dos genes nodD

O DNA total de B. elkanii SEMIA 587 foi utilizado como molde para a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction-
PCR) utilizando o kit Tag DNA Polymerase, recombinant (Invitrogen™, Life
Technologies) e primers especificos para os genes nodD (nodD; direto:
CGGAATTCCCATGCGGTTCAAGGG, nodD1 reverso: GTCGACCTAGCAGCG
CCTGCGCGTT, nodD: direto: CGGAATTCCCATGCGTTTCAACGGC e nodD:
reverso: CTCGAGTCACGATAGTCGCGAGGCA). Os seguintes volumes foram
utilizados nas reagdes: 5 yL de 10x buffer, 1 yL de 10 mM dNTPs, 1,5 uL de 50
mM MgClz, 2,5 yL de 10 uM primer mix, 1 yL do DNA total extraido, 0,5 pL de
Taq e quantidade suficiente para 50 pyL de agua. As condigbes foram:
denaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos; 30 ciclos de 94°C por 45 segundos,
anelamento a 60°C por 10 segundos e extensao a 72°C por 90 segundos; e
extensao final a 72°C por 10 minutos.

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese e
visualizadas em gel de agarose 1%. Em seguida os fragmentos amplificados
contendo as sequéncias dos genes nodD foram purificadas utilizando kit de

purificacdo de DNA em banda (Ludwig Biotecnologia).
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4.3 Obtencao dos vetores contendo os genes nodD: e nodD: para

expressao em E. coli

4.3.1 Clonagem dos genes nodDs e nodD2 no vetor pGEM-T Easy®

(Promega)

As transformacdes foram feitas em bactérias E. coli (DH5aq)

termocompetentes (Maniatis et al. 1982).
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Figura 3: Mapa do vetor pGEM-T Easy® (Promega) mostrando os sitios para a

clonagem de fragmentos de DNA.

Foram preparadas duas reacbes de ligacdo, uma para cada gene nodD
(nodD1 e nodDy): 5 pL de tampao; 1 pyL da enzima T4; 1 uL do vetor pGEM-T Easy
(Figura 3); 3 pL do fragmento de DNA dos genes nodD. As reacgbes de ligagéo
foram incubadas a 16°C por 16 horas. Inicialmente, os produtos resultantes das
reagOes de ligagdo foram transferidos para microtubos contendo 30 ul de bactérias
termocompetentes. Os materiais foram incubados por 30 minutos no gelo e,
subsequentemente, submetido a um choque térmico a 42°C durante 90 segundos,
sem agitacdo. A solugdo permaneceu 2 minutos no gelo e 600 pyL de LB liquido
foram adicionados ao microtubo. Por fim, as bactérias submetidas ao procedimento
de transformacéo foram incubadas a 37°C durante 1 horas. O volume de liquido
contendo as células competentes foi dividido em quantidades iguais e plaqueado
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em meio de selecdo LB solido contendo 100ug/mL do antibiético ampicilicina, 200
pg/mL X-gal e 0,8 M IPTG e incubadas a 37°C por 16 horas.

Para confirmacao das colbnias positivas foi realizada uma PCR de colénia, a
qual foi realizada mesma forma que a PCR relatada anteriormente, mas ao invés
de utilizar 1 yL de DNA, utilizou-se uma pequena parte das colbnias, que foram
suspendidas em 50 ul de agua e fervidas a 100°C por 5 minutos. Foram utilizados
5 ul dessa preparagdo como DNA molde nas PCRs. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese e visualizados em gel de agarose 1%. Foi
realizada também a extragdo de DNA plasmidial utilizando o kit de purificagdo de
DNA plasmidial (Ludwig Biotecnologia). Os plasmideos foram clivados com a
enzima de restricdo EcoRI (2 pL de tampéao React, 2 yL de DNA plasmidial, 1 yL de
EcoRI e 15 yL de agua mili-Q), por 2 horas na temperatura de 37°C, submetidos a
eletroforese e visualizados em gel de agarose 0,8 %. A partir dai foram escolhidos

clones para dar continuidade aos préximos passos.

4.3.2 Clonagem dos genes nodD1 e nodD:z no vetor de expressao
pGEX-4T-2

Para expressdo das proteinas de interesse, foi selecionado o vetor de
pGEX-4T-2 (Figura 4), que permite a expressado de cada proteina em fusdo
com a proteina glutationa-S-transferase (GST), o que permitird a purificacéo
das proteinas de interesse por afinidade a GST. Para a clonagem no vetor de
expressdao pGEX-4T-2, foram realizadas clivagens com enzimas de restricao
seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante, em duas reacdes
sequenciais por apresentarem incompatibilidade de tampdes. As contrucdes
obtidas em pGEM foram clivadas com as seguintes combinagdes de enzimas:
pGEM::nodD (Sall/lEcoRI) e pGEM::nodD- (EcoRI/Xhol). Apés foi realizada a
purificacdo dos fragmentos de interesse clivados utilizando o kit de purificacao
de DNA em banda (Ludiwig Biotecnologia), que foram introduzidos no vetor
pGEX-4T-2 (também clivado com as mesmas combinagbes de enzimas) pela
reacdo de ligacéo catalisada pela T4 DNA ligase (Promega) para nodD+ (2 pL
pGEX-4T-2 clivado com EcoRI/Sall, 2 pL de tampéao de ligagdo, 1 uL da enzima
T4 DNA ligase e 15 pL do fragmento purificado de nodD7) e nodD2 (1 uL pGEX-
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4T-2 clivado com EcoRI/Xhol, 2 uL de tampéao de ligacédo, 1 yL da enzima T4
DNA ligase, 10 pL do fragmento purificado de nodD: e 6 uL de agua), as quais

foram mantidas em repouso por 16 horas a 4°C .

pGEX-4T-2 (27-4581-01)
Thrombin

|Leu Val Pro ArglGIy SerIPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
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Figura 4: Mapa do vetor pGEX-4T-2 (GE Healthcare Life Sciences).

O volume de 1 pL de cada reagao de ligagao foi adicionado a 40 uL de
E. coli eletrocompetentes preparadas utilizando o protocolo de Oswald (2015)
adaptado por Bucker-Neto (comunicagdo pessoal) (Anexo I). O material foi
transferido para cubeta de eletroporacdo e submetido a choque elétrico de
1250 Volts. Em seguida foram adicionados 959 uL de meio liquido LB e as
amostras foram incubadas por 1 h em estufa a 37°C. Apods foram plaqueadas
por espalhamento em placas de Petri contendo meio sélido LB e 100 pg/mL de
antibiético ampicilina. As col6nias crescidas nas placas foram inoculadas em 3
mL meio LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina por 16 horas e realizada
a extracado do DNA plasmidial (Sambrook e Russell 2001).

As coldnias crescidas também foram utilizadas para confirmar a insergao
dos genes nodD no vetor de expressdao pGEX-4T-2 por PCR de colbnia,
utiizando o kit Tag DNA Polymerase, recombinant (Invitrogen™, Life
Technologies) e os mesmo primers usados na amplificagdo desses fragmentos.
Os seguintes volumes foram utilizados nas reagdes também foram os mesmos
assim como as condi¢gdes programadas no termociclador. Essas amostras

foram submetidas a eletroforese e visualizadas em gel de agarose 1%. Em
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seguida os com o intuito de confirmagdo também foi realizada analise de
restricdo com as enzimas EcoRlI e Sall para nodD+ e EcoRI e Xhol para nodD.,
seguindo o protocolo estabelecido pelo o fabricante das enzimas (Promega) em
duas reacbOes subsequentes por incompatibilidade dos tampdes utilizados

nessas reacgoes.

4.4 Inducgao da Expressao de Proteinas Recombinantes

Os vetores pGEX recombinantes foram transferidos para E. coli (BL-21)
eletrocompetentes. As col6nias crescidas foram pré-inoculadas em meio liquido
LB contendo 100 pg/mL de ampicilina para as trés construcfes (pGEX vazio,
pGEX::nodD: e pGEX:nodD2) e incubadas a 37°C por 16 horas. No dia
seguinte foram preparados in6culos dessas amostras, as quais ficaram sob
agitacdo até atingirem a densidade otica de 0,6 (A 600 nm); quando foi
adicionado o indutor IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideto) em duas
concentracOes diferentes: 0,1 mM e 0,4 mM, por 2 horas e 30 minutos a 37°C.
Apdés a inducdo com IPTG, aliquotas de 1 mL das amostras foram
centrifugadas por 1 minuto a 14000 rpm, e os extratros totais de proteinas
soluveis foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em
condicbes desnaturantes (SDS-PAGE) para visualizagao das proteinas de
interesse.

Outra condigao de inducao das proteinas NodD1 e NodD: foi aplicada,
onde as amostras foram induzidas com IPTG na concentracédo de 0,4 mM, sob
agitacdo constante de 4 horas a temperatura de 28°C. Apds a inducéo,
aliquotas de 1 mL das amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 14000 rpm,
e os extratros totais dessas proteinas soluveis também foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% SDS-PAGE para visualizagdo das
proteinas de interesse.
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4.5 Clonagem em vetores de levedura

O DNA total de B. elkanii SEMIA 587 foi utilizado como molde para PCR
utiizando a enzima de alta fidelidade Q5 (New England Biolabs), primers
especificos para os genes nodD (nodD1 direto: CACCATGCGGTTCAAGGGAC
TTGATCT, nodDsreverso: CTAGCAGCGCCTGCGCGT, nodD: direto: CACCAT
GCGTTTCAACGGCCTTGATCT e nodD:reverso: TCACGATAGTCGCGAGGC)
e 0s seguintes volumes de reagao: 5 yL de 10x tamp&o, 1 yL de 10 mM dNTPs,
10 pyL de enhancer, 2,5 puL de primer direto, 2,5 yL de primer reverso, 1 pyL do
DNA total extraido, 0,5 yL de Q5 e quantidade suficiente para 50 uL de agua.
As condigdes foram: denaturacao inicial a 98°C por 30 segundos; 35 ciclos de
98°C por 10 segundos, anelamento a 66°C para nodDs e 60°C para nodD; por
30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos; e extensao final a 72°C por 2
minutos.

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese e
visualizadas em gel de agarose 1%. Em seguida as sequéncias amplificadas
dos genes nodD foram purificadas utilizando kit de purificagdo de DNA em
banda (Ludiwig Biotecnologia).

Os fragmento amplificados contendo os genes nodD+ e nodD: a partir do
DNA de B. elkanii SEMIA 587 foram clonados no vetor de entrada pENTR/D-
TOPO (Figura 5), seguindo o protocolo da Invitrogen. Uma razdo molar de 1:1
entre o produto da PCR e o plasmideo pENTR foram misturados em um
volume final de 3 pL. A reacao foi gentilmente homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente (25°C) durante 5 minutos e inseridas em E. coli DH5a

competentes, por eletroporacao.
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Figura 5: Mapa do vetor pENTR/D-TOPO (Invitrogen).

Das colbnias crescidas foram foram realizadas PCR de col6nia com o
intuito de confirmar a inser¢gdo em pENTR/D-TOPO, utilizando a enzima de alta
fidelidade Q5 (New England Biolabs) e os mesmo primers usados na
amplificagdo desses fragmentos. Os seguintes volumes foram utilizados nas
reagoes também foram os mesmos assim como as condigdes programadas no
termociclador. Essas amostras foram submetidas a eletroforese e visualizadas
em gel de agarose 1%.

O produto da clonagem dos plasmideos extraidos do vetor de entrada
(PENTR::nodD1 e pENTR:nodD;) foram recombinados a dois vetores de
levedura pDEST-32 (Figura 6) e pDEST-22 (Figura 7).

. = |

pDEST " 32
12266 bp

Figura 6: Mapa do vetor pDEST™-32 (Invitrogen).
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Figura 7: Mapa do vetor pDEST™-22 (Invitrogen).

A recombinacéo foi realizada de acordo com o protocolo Gateway® LR
Clonase™ (Invitrogen): pENTR::nodD; (75 ng) foram adicionados ao vetor de
destino pDEST-32 (50 ng), Clonase Enzyme Mix (1 uL) e agua, totalizando 4
ML. A reacgao foi incubada por 1 h a 25°C. Em seguida foi adicionada proteinase
K (0,5 L), e a reacao foi incubada a 37°C durante 10 minutos. As mesmas
concentracbes e condicbes foram utilizadas na recombinagcdo entre:
PENTR::nodD; e pDEST-22; pENTR::nodD,; e pDEST-32; e pENTR::nodD: e
pDEST-22.

Apos a etapa de recombinacgao, 2 uL de cada reagao foram utilizados na
etapa de transformagao de E. coli DH5q, igualmente ao protocolo ja descrito.
As colbnias crescidas nas placas foram inoculadas em 3 mL meio LB liquido
contendo antibiético (100 pg/mL de ampicilina para as amostras com pDEST-
22 e 50 mg/mL de gentamicina para as amostras com pDEST-32) por 16 horas
e apos foi realizada a extragdo do DNA plasmidial (Sambrook e Russell 2001).

Analise de restricdo com as enzimas Hindlll e Pstl para pDEST-
32::nodD4, BamHI e Pstl para pDEST-22::nodD+, seguindo o protocolo
estabelecido pelo o fabricante das enzimas (Promega) em duas reagbes
subsequentes por incompatibilidade dos tampodes utilizados nessas reacgdes.
Nas confirmagdes para pDEST-32::nodD,; e pDEST-22::nodD,, o protocolo

seguido foi de acordo com a unica enzima utilizado Bgll (Ludwig Biotecnologia).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Indugao das Proteinas Recombinantes

A extracdo de DNA gendmico de B. elkani SEMIA 587 foi realizada com

éxito. O DNA extraido é observado na Figura 8.

Figura 8: Extracdo do DNA total de B. elkanii SEMIA 587. Analise de eletroforese em
gel de agarose 1%. 1, 2 e 3 = DNA total de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587

aplicado nas canaletas com diferentes volumes (5 L, 3 pL e 2 pL, respectivamente).

Esse mesmo DNA de B. elkanii SEMIA 587 foi utilizado como molde para
amplificacdo dos genes de interesse, nodD7e nodD>, por PCR. Com o objetivo
de induzir a expressdo das proteinas NodD1 e NodD2 em E. coli, a regido
contendo os genes nodD+ e nodD; foi amplificada a partir do DNA gendmico.
Nas figuras a seguir, observa-se o sucesso da amplificagdo dos fragmentos
nodD; (Figura 9) e nodD: (Figura 10). Os tamanhos esperados para cada
fragmento s&o 945 pb para nodD1 e 986 pb para nodD-. Os fragmentos obtidos
apresentaram tamanhos de acordo com o esperado, sendo observados
préximos a banda de 1000 pb do marcador 1 kb da Ludwig Biotech. Tais

fragmentos foram purificados para clonagem no vetor pGEM-T Easy.
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Figura 9: Produtos de PCR para amplificacdo de nodD; a partir de DNA gendmico
total de B. elkanii SEMIA 587. Analise de eletroforese em gel de agarose 1%. M=
marcador de peso molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); 1= gene nodD; (945 pb) e N=

controle negativo.

Figura 10: Produtos de PCR para amplificagédo de nodD- a partir de DNA gendémico
total de B. elkanii SEMIA 587. Andlise de eletroforese em gel de agarose 1%. M=
marcador de peso molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); N= controle negativo e 1=
gene nodD- (986 pb).

Os fragmentos obtidos foram clonados no vetor de clonagem pGEM-T
Easy e as colbnias obtidas nessa etapa foram avaliadas por PCR com primers
especificos para amplificar de nodD; (Figura 11) e nodD; (Figura 12). E
possivel observar nessas figuras a amplificacdo de fragmentos de acordo com
o tamanho esperado a partir de varios clones testados. Pequenas variagdes na
migragdo das bandas observadas na Figura 12 podem ser explicadas por
alteragdes provocadas pelo préprio corante de DNA (GelRed) visto que este foi
adicionado a cada amostra antes da corrida. Os clones 2 e 3 da Figura 11 e os
clones 2 e 3 da Figura 12 tiveram sua identidade confirmada por
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sequenciamento realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares.
Validando a insergdo dos genes na orientagdo correta e assim podendo ser

utilizados na etapa seguinte.

Figura 11: PCR de colbnia do fragmento contendo o gene nodD;: no vetor de
clonagem pGEM-T Easy®. Andlise de eletroforese em gel de agarose 1%. M=
marcador de peso molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); P= controle positivo (DNA
total de B. elkanii SEMIA 587 utilizado como molde); N= controle negativo; 1, 2 e 3 =

diferentes clones pGEM::nodD;.

Figura 12: PCR de col6nia do fragmento contendo o gene nodD; no vetor de clonagen
pGEM-T Easy. Andlise de eletroforese em gel de agarose 1%. M= marcador de peso
molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); N= controle negativo; P= controle positivo (DNA
total de B. elkanii SEMIA 587 utilizado como molde); 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 = diferentes
clones pGEM::nodD:..

Assim, clonagens subsequentes puderam ser realizadas no vetor de
expressao pGEX-4T-2, sendo possivel dar continuidade aos proximos passos.

A partir das colbnias crescidas, foram realizadas PCRs de col6nia para
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confirmar a inser¢cdo dos genes nodD1 e nodD2 no pGEX-4T-2 (Figuras 13 e
14). Na Figura 14 sdo observadas algumas diferencas na migracédo dos
fragmentos amplificados que podem ter sido provocadas por alteragbes do
préprio corante de DNA (GelRed) visto que este foi adicionado a cada amostra

antes da corrida.

Figura 13: PCR de colbnia do fragmento contendo o gene nodD+ clonado no vetor de
expressao pGEX-4T-2. Analise de eletroforese em gel de agarose 1%. M= marcador
de peso molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); N= controle negativo; P= controle
positivo (DNA total de B. elkanii SEMIA 587 utilizado como molde) e 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8 e 9 = diferentes clones pGEX::nodD;.

Figura 14: PCR de colbénia do fragmento contendo o gene nodD; clonado no vetor de
expressdo pGEX-4T-2. Andlise de eletroforese em gel de agarose 1%. M= marcador
de peso molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); N= controle negativo; P= controle
positivo (DNA total de B. elkanii SEMIA 587 utilizado como molde); 1, 2, 3, 4 e 5=

diferentes clones pGEX::nodD..
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Os clones confirmados por PCR foram inoculados para extracao
plasmidial, estes plasmideos obtidos foram submetidos a confirmagdo por
analise de restricao utilizando as enzimas EcoRI e Sall para nodD+ (Figura 15)

e EcoRlI e Xhol para nodD; (Figura 16).

Figura 15: Confirmagao por clivagem do fragmento contendo o gene nodD; clonado
no vetor de expressdo pGEX-4T-2, utilizando as enzimas de restricdo EcoRIl e Sall.
Andlise de eletroforese em gel de agarose 0,8%. M= marcador de peso molecular 1kb

(Ludwig Biotecnologia); 1, 2 e 3 = diferentes clones pGEX::nodD;.

Figura 16: Confirmagao por clivagem do fragmento contendo o gene nodD; clonado
no vetor de expressdo pGEX-4T-2, utilizando as enzimas de restricido EcoRI e Xhol.
Andlise de eletroforese em gel de agarose 0,8%. M= marcador de peso molecular 1kb

(Ludwig Biotecnologia); 1, 2 e 3 = diferentes clones pGEX::nodD..

Com base nesses resultados, foram conduzidos os experimentos de

indugédo de proteinas recombinantes. Foi possivel identificar distintamente as
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proteinas recombinantes induzidas, em comparagdo com a amostra controle
nao-induzida. De acordo com a massa molecular predita pelo programa
ExPaSy- Bioinformatics Resource Portal, as proteinas fusionadas a GST
apresentam massa molecular aproximada de: NodD1com 62 kDa e NodD2 com
63 kDa.

A expresséo das proteinas NodD+1 e NodD:2 fusionadas a glutationa S-
transferase (GST) foi induzida com IPTG na concentragao de 0,1 mM e 0,4 mM
sob agitacdo constante a temperatura de 37°C por 2 horas e 30 minutos. Os
extratros totais de proteinas soluveis foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) para visualizagdo das proteinas de
interesse (Figuras 17 e 18). A GST sozinha, com massa de 26 kDa, € visivel

nesses dois géis, induzida a partir de clones portanto o vetor pGEX-4T-2 vazio.

kDa

70 — GST

50 NodD1

30

GST — 26
25

Figura 17: Visualizacdo das proteinas recombinantes NodD: pela andlise de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em condi¢des desnaturantes. M= marcador
de peso molecular (BenchMark™ Protein Ladder — Invitrogen); 1= pGEX-4T-2 vazio
nao-induzido; 2= pGEX-4T-2 vazio induzido com 0,1 M de IPTG e 3 = pGEX-4T-2
vazio induzido com 0,4 M de IPTG; 4= clone 1 de NodD; n&o-induzido; 5= clone 1 de
NodD; induzido com 0,1 M de IPTG; 6= clone 1 de NodD: induzido com 0,4 M de
IPTG; 7= clone 2 de NodD; induzido com 0,1 M de IPTG; 8= clone 2 de NodD:
induzido com 0,4 M de IPTG; 9= clone 3 de NodD; induzido com 0,1 M de IPTG e 10=
clone 3 de NodD; induzido com 0,4 M de IPTG.
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«— GST

NodD2

Figura 18: Visualizacdo das proteinas recombinantes NodD, pela andlise de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. M= marcador de peso molecular
(BenchMark™ Protein Ladder — Invitrogen); 1= pGEX-4T-2 vazio ndo-induzido; 2=
pGEX-4T-2 vazio induzido com 0,1 M de IPTG e 3 = pGEX-4T-2 vazio induzido com
0,4 M de IPTG; 4= clone 1 de NodD; ndo-induzido; 5= clone 1 de NodD; induzido com
0,1 M de IPTG; 6= clone 1 de NodD; induzido com 0,4 M de IPTG; 7= clone 2 de
NodD; induzido com 0,1 M de IPTG; 8= clone 2 de NodD; ndo-induzido com 0,4 M de
IPTG; 9= clone 3 de NodD; induzido com 0,1 M de IPTG e 10= clone 3 de NodD;
induzido com 0,4 M de IPTG.

A nova indugdo com condigdes diferentes (0,4 mM de IPTG, agitacao de
4 horas a 28°C), resultou em bandas com o tamanho obtido de acordo com o
esperado (NodD1 com 62 kDa e NodD2 com 63 kDa). Assim como nos géis
apresentados nas Figuras 17 e 18 é possivel visualizar também sé a banda da
GST. Apds essa nova indugao, os extratros totais de proteinas soluveis foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).
Podemos observer claramente a indugcdo da expressdo de proteinas com o
tamanho esperado a partir dos dois clones testados tanto na expressao de

NodD+1 como na expressao de NodD2 (Figura 19).
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Figura 19: Visualizagdo das proteinas recombinantes NodD1 e NodD: pela andlise de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. M= marcador de peso molecular
(BenchMark™ Protein Ladder — Invitrogen); 1= NodD: n&o-induzido; 2 e 3= NodD;
induzido com 0,4 M de IPTG; 4= NodD; nao-induzido; 5 e 6= NodD; induzido com 0,4
M de IPTG.

Confirmada a inducdo das proteinas NodD1 e NodD2, elas serao
purificadas para serem submetidas ao Ensaio de Mudanca de Mobilidade

Eletroforética.

5.2 Recombinagao nos vetores de levedura

Com o objetivo de recombinar os genes nodD1 e nodD, de B. elkanii
SEMIA 587 em vetores de levedura (Figura 6 e 7) amplificou-se a regiao CDS
do DNA total extraido de B. elkanii SEMIA 587 (Figura 8) com a enzima de alta
fidelidade Q5 e primers especificos para os genes nodD+ (Figura 20) e nodD:
(Figura 21).
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Figura 20: Fragmento de DNA total de B. elkanii SEMIA 587 utilizado como molde
amplificado com enzima de alta fidelidade Q5, utilizando primers especificos para o
gene nodD; (945 pb) com diferentes temperaturas de anelamento. Analise de
eletroforese em gel de agarose 1%. M= marcador de peso molecular 1kb (Ludwig
Biotecnologia); N= controle negativo; 1= anelamento a 64°C; 2= anelamento a 66°C;
3= anelamento a 68°C; e 4 = anelamento a 70°C e 5= anelamento a 72°C.

Figura 21: Fragmento de DNA total de B. elkanii SEMIA 587 utilizado como molde
amplificado com enzima de alta fidelidade Q5, utilizando primers especificos para o
gene nodD- (986 pb). Analise de eletroforese em gel de agarose 1%. M= marcador de
peso molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); N= controle negativo; 1= DNA total de B.
elkanii SEMIA 587 amplificado com a temperatura de anelamento de 50°C; 2= DNA
total de B. elkanii SEMIA 587 amplificado com a temperatura de anelamento de 55°C;
3= DNA total de B. elkanii SEMIA 587 amplificado com a temperatura de anelamento
de 60°C.

Logo, os genes nodD foram clonados ao vetor de entrada pENTR
(Figura 5). As contrugdes pENTR::nodD; e pENTR::nodD2 foram confirmadas
por PCR de colbnia (Figura 22 e 23) e sequenciamento realizado pela empresa
ACTGene Analises Moleculares. O sequenciamento é necessario por mais que
nesse caso a clonagem seja direcionada, pois em um experimento de
clonagem anterior foi verificado que, em alguns clones, com as inser¢des
confirmadas por PCR e clivagem foi observado no sequenciamento que o gene
nodDs havia sido clonado de forma invertida no pENTR. Além disso, o
sequenciamento confirmou a identidade das sequéncias clonadas e a auséncia

de mutagdes.
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Figura 22: PCR de colénia do gene nodD; clonado no vetor de clonagem pENTR/D-
TOPO. Andlise de eletroforese em gel de agarose 1%. M= marcador de peso
molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); P= controle positivo (DNA total de B. elkanii
SEMIA 587 utilizado como molde); N= controle negativo; 1, 2 e 3= diferentes clones
PENTR::nodD;.

Figura 23: PCR de colénia do gene nodD; clonado no vetor de clonagem pENTR/D-
TOPO. Andlise de eletroforese em gel de agarose 1%. M= marcador de peso
molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia); N= controle negativo; P= controle positivo (DNA
total de B. elkanii SEMIA 587 utilizado como molde); 1= clone pENTR::nodD..

Os plasmideos corretos foram isolados e confirmada a insercdo em
PENTR, os genes nodDs e nodD: puderam ser recombinados aos vetores de
destino pDEST-32 (Figura 6) e pDEST-22 (Figura 7). Para confirmar a insergao
nos vetores levedura as constru¢cdes foram submetidas a analise de restricao
(Figuras 24, 25, 26 e 27) e validadas por sequenciamento, o qual foi realizado

pela empresa Magrogen Inc.
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Figura 24: Confirmagao das construgdes pDEST-32::nodD; por analise de restricao
utilizando as enzimas Hindlll e Pstl, visualizadas em gel de agarose 0,8%. M:
marcador de peso molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia). 1 e 2: pDEST-32::nodD

extracao plasmidial de diferentes clones.

7508 pb 7000 pb

600 pb 750 pb
Figura 25: Confirmacgao das construgdes pDEST-22::nodDs por analise de restricao
utilizando as enzimas BamHI e Pstl em gel de agarose 0,8%. M: marcador de peso
molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia). 1 e 2: pDEST-22::nodD; extracao plasmidial de

diferentes clones.
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Figura 26: Confirmacdo das construgdes pDEST-32::nodD, por analise de restricao
utilizando a enzima Bgll visualizadas em gel de agarose 0,8%. M: marcador de peso

molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia). 1 e 2: pDEST-32::nodD, extracdo plasmididal

1 2 M
I

Figura 27: Confirmacgao das construgdes pDEST-22::nodD, por analise de restricao

de diferentes clones.

3088 p
2443 p

1621 p

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1007 p 1000 pb

utilizando a enzima Bgll visualizadas em gel de agarose 0,8%. M: marcador de peso
molecular 1kb (Ludwig Biotecnologia). 1 e 2: pDEST-22::nodD- extragéo plasmididal
de diferentes clones.

Uma clonagem foi realizada utilizando o sistema Gateway® para
insergao dos genes nod no vetor de clonagem pENTR. A clonagem do DNA de
interesse no vetor pENTR permitiu que o produto de PCR entrasse na

orientagdo correta no vetor. A andlise de sequenciamento confirmou, em
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ambos os sentidos, as constru¢des pENTR::nodD;: e pENTR::nodD». Depois de
confirmadas por sequenciamento, essas constru¢des foram recombinadas nos
vetores de levedura pDEST-32 e pDEST-22. Com todas essas contrucdes
agora confirmadas, os plasmideos obtidos serdao transformados em levedura
para realizacdo do ensaio de duplo-hibrido, a fim de verificar se NodD1 e

NodD2 s&o capazes de interagir.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com a finalidade de comprovar a ligagao das proteinas NodD+1 e NodD2
aos nod boxes previamente identificados nas regides regulatérias dos genes
nodD7 e nodD; no trabalho anterior de Zenzen (2015), os fragmentos de DNA
de B. elkanii SEMIA 587 contendo as respectivas sequencias génicas foram
clonados em plasmideos apropriados e para expressao em E. coli. A indugao
das proteinas NodD em E. coli foi bem sucedida, como foi demonstrado nos
resultados. Nesse momento, as proteinas recombinantes estdo sendo
purificadas e serdo utilizadas no Ensaio de Mudanca de Mobilidade
Eletroforética (do inglés Electrophoretic Mobility Shift Assay — EMSA), onde,
além das proteinas purificadas, serdo utilizados fragmentos de
aproximadamente 55 pb contendo as regides identificadas como possiveis nod
boxes nas regides regulatérias de ambos os genes nodD1 e nodD> de B. elkanii
SEMIA 587. Um fragmento de tamanho similar, contendo alteragdes pontuais
em nucleotideos conservados do nod box sera também incluido nesses
experimentos como controle negativo.

Paralelamente ao experimento acima descrito, foram realizadas
construgcdes nos vetores utilizados no sistema de duplo hibrido de levedura, a
fim de verificar a existéncia de interagcdes funcionais entre as proteinas NodD+
e NodD2. As construgdes pDEST-32::nodDs, pDEST-22::nodDs, pDEST-
32::nodD> e pDEST-22::nodD>, ja obtidas, serao confrontadas para verificar em
qual construcao as proteinas NodD1 e NodD2 sao capazes ou nao de formar
heterodimeros.

Assim, através dos experimentos apresentados nesse trabalho
esperamos responder algumas questdes importantes para o avango do

conhecimento da regulagao dos genes nod na bactéria B. elkanii SEMIA 587.
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8 ANEXO
8.1 Anexo |
1. Inocular uma unica coldnia crescida, sem antibiotico, da bactéria desejada e
inocular em 10 mL de 2xYT, a 37°C por no maximo 16 horas, sob agitacao

contante.

2. Adicionar 3 mL desse pré-inéculo em 300 mL de 2xYT (sem antibiéticos).
Crescer até DOsoo (Densidade Otica) entre 0,6 - 0,9.

3. Ao alcancar a DO desejada a cultura deve ser mantida no gelo por 15
minutos e depois transferidas para tubos de centrifuga de 50 mL (previamente
resfriados). O volume da cultura deve ser dividido igualmente nos tubos.

4. Centrifugar as células a 4.000 rpm por 25 minutos a 4°C.

5. Descartar os sobrenadantes e ressuspender cada pellet em 80 mL de agua

estéril gelada (manté-las no gelo por todo o tempo).

6. Centrifugar as células a 4.000 rpm por 25 minutos a 4°C.

7. Descartar os sobrenadantes e ressuspender cada pellet em 40 mL de agua

estéril gelada.

8. Centrifugar as células a 4.000 rpm por 25 minutos a 4°C.

9. Descartar os sobrenadantes e ressuspender cada pellet em 8 mL de glicerol

10% estéril gelado e juntar as amostras em um unico tubo.

10. Centrifugar as células a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C.

11. Descartar o sobrenadante e ressuspender em 1,2 mL de glicerol 10% estéril
resfriado.

52



12. Aliquotar 40 pl das células em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL

(proviamente resfriado), congelar rapido em gelo e estocar a - 80°C.
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