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RESUMO

A fixagcdo biologica do nitrogénio (FBN) na soja ocorre através da simbiose com
bactérias (rizobios), como a espécie Bradyrhizobium japonicum, seu principal
simbionte. Contudo, para o estabelecimento da simbiose € necessario troca de sinais
moleculares e expressao de varios genes na planta hospedeira e na bactéria. A soja
secreta indutores de genes de nodulagdo, principalmente flavondides, dentre os
quais 0 mais ativo é a genisteina que induz genes especificos em B. japonicum como
o box nodABC, responsavel pela formagdo da estrutura basica dos Fatores de
nodulagao (Fator Nod), estes por sua vez atuam no processo de infecgdo do pelo da
raiz da planta. Além desses genes, os flavondides sdo capazes de induzir outros
genes relacionados com o processo infeccioso, como o nodW e o nopP. O primeiro
faz parte do sistema de dois-componentes que também ativa os genes nodABC,
enquanto o segundo pertence ao Sistema de Secregao Tipo lll, responsavel pela
producdo de proteinas efetoras que atuam inibindo a resposta de defesa do
hospedeiro. Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressao,
por RT-gPCR, dos genes nodW, nodC e nopP da estirpe CPAC 15 de B. japonicum,
sob inducdo pelo flavondide genisteina e por exsudatos de semente de soja
composto por varios indutores. A expressdo foi avaliada apds os periodos de
crescimento in vitro por 15 min, 1 h, 4 h, 8 h e 48 h. Os resultados obtidos revelaram
que os genes nodW e nodC apresentaram os maiores expressao imediatamente
apo6s o contato com o indutor (no tempo de 15 min), sendo maior com genisteina do
que com exsudato de soja, indicando que a atividade desses genes pode se fazer
necessaria no inicio do processo infeccioso. Em relagédo ao gene nopP, a expressao
induzida por genisteina pode n&o ter sido diferente entre os tempos analisados
devido a variabilidade das repeticdes, entretanto, células crescidas por 48 hs com
genisteina apresentaram um aumento na expressao do gene sugerindo que sua
expressao ocorra apés um tempo maior de inducao pelo flavondide. Com base nos
padrdes de expressao observados concluiu-se que a genisteina € um dos principais
indutores de genes de nodulagdo em B. japonicum e dos genes que atuam no
processo de infecgdo, como o gene nopP. Assim, esses genes estudados atuam no
processo de nodulagdo e infecgdo da soja pelo Bradyrhizobium, os resultados
obtidos podem ser uteis em praticas que visam otimizar o processo de nodulagao e
FBN em soja.

Palavras-chave: genes de nodulagéo, flavondides, sistema de secrecgao tipo lll,
sistema de dois-componentes
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ABSTRACT

The biological nitrogen fixation (BNF) in soybean occurs through symbiosis with
bacteria (rhizobia) and the species Bradyrhizobium japonicum, the main symbiont.
However, for the establishment of the symbiosis is necessary exchange of molecular
signals and the expression of several genes in the host plant and bacteria. The
soybean secret of inducers of nodulation genes, mainly flavonoids, among which the
most active is the genistein that induces specific genes in B. japonicum as nodABC
box, responsible for the formation of the basic structure of the nodulation factors (Nod
factor), these in turn affect the process of infection by the root of the plant. In addition
to these genes, the flavonoids are able to induce other genes related to the infectious
process, such as nodW and nopP. The first part of a two-component system that
activates the genes nodABC, while the second belongs to the Type Ill Secretion
System, responsible for the production of effector proteins that act by inhibiting the
response of the host defense. Within this context, the objective of this study was to
evaluate the expression by RT-gPCR of genes nodW, nodC and nopP strain CPAC
15, B. japonicum, under induction by flavonoid genistein and soybean seed exudates
composed of various inducers. The expression was evaluated after periods of growth
in vitro for 15 min, 1 h, 4 h, 8 h and 48 h. The results showed that nodW and nodC
genes showed higher expression immediately after contact with the inductor (in time
of 15 min), and with more than genistein exudate of soybean, indicating that the
activity of these genes can make necessary early in the infectious process. On the
nopP gene, the expression induced by genistein may not have been different
between the times tested due to variability of repetitions, however, cells grown for 48
hours with genistein showed an increase in the expression of the gene suggesting
that its expression occurs after a time greater induction of the flavonoid. Based on
observed patterns of expression concluded that genistein is one of the main inducers
of nodulation genes in B. japonicum and genes that act in the process of infection,
such as gene nopP. Thus, these genes studied acting in the infection and nodulation
of soybean by Bradyrhizobium, the results may be useful in practices aimed at
optimizing the process of nodulation and BNF in soybean.

Key-words: nodulation genes, flavonoids, Type Ill Secretion System, Two-
component system
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max) possui grande importancia na economia brasileira devido
ao fato de seus graos apresentarem alta quantidade de proteinas e por ser uma das
principais fontes de 6leo vegetal no mundo (Monteros et al., 2008). Contudo, o cultivo
dessa leguminosa seria inviavel sem o processo de fixagdo biolégica do nitrogénio
(FBN). Como exemplo da importancia econdmica, devido a esse processo, estima-se
uma economia de cerca de 6,6 bilhdes de ddlares por safra de soja, que deixam de
ser usados na compra de adubos nitrogenados (Hungria et al., 2007).

A FBN é realizada pela simbiose de leguminosas com bactérias diazotréficas,
as quais possuem um complexo enzimatico capaz de converter nitrogénio
atmosférico em amoénia; esta, por sua vez, pode ser incorporada em diversas formas
de nitrogénio organico para a utilizagao pela planta (Drozdowics, 1997).

O processo de FBN em algumas bactérias ocorre dentro de ndédulos da planta
hospedeira que esta em simbiose com esses microrganismos. Os nodulos sao
resultado da infeccdo causada pelos simbiontes, sendo que esse processo de
nodulagdo envolve varias etapas de expressdo de genes especificos da planta
hospedeira e da bactéria (genes de nodulagao) (Vargas e Hungria, 1997).

Em Bradyrhizobium japonicum, o principal simbionte da soja, a transcrigdo dos
genes de nodulacdo como os genes nodABC é controlada pela ativagdo da proteina
NodD4, sendo esta ativada por flavondides secretados pela soja, resultando na

producao dos fatores Nod pela bactéria (Roche et al., 1996).



Outro sistema também atua na transcricdo dos genes nodABC, conhecido
como sistema de dois-componentes, representado pelas proteinas reguladoras NodV
(sensora) e NodW (reguladora). Na presenca do flavondide a proteina NodV é
fosforilada e o fosfato resultante é transferido para a proteina NodW, que passa a se
ligar na sequéncia de DNA da regido dos genes nodABC, ativando a transcricao
desses genes (Bijlsma et al., 2003).

No entanto, para que ocorra eficientemente a infecgdo, microssimbiontes como
B. japonicum langam mao de um sistema chamado de Sistema de Secre¢ao do Tipo
Il (SSTT). Esse sistema tem por finalidade formar um aparato semelhante a uma
“agulha” que atravessa a membrana da célula hospedeira e injeta proteinas efetoras
(Nops) que atuardo no citoplasma da célula, alterando o metabolismo e causando
supressao das defesas basais contra o microrganismo, levando a infecgéo (Buttner e
Bonas, 2006).

Assim, quando a regido reguladora “box" do nodABC é ativada tanto pela
NodD4, como pela NodW, além da transcricdo dos genes de nodulagdo, ocorre
também a transcrigdo do gene ttsl relacionado ao SSTT. A proteina codificada por
esse gene, a Ttsl, ativa a transcricdo de genes como o nopP, culminando na
secregcao da proteina efetora NopP, que impedira a resposta de defesa do
hospedeiro (Lang et al., 2008).

Atualmente, no Brasil, em substituicdo aos fertilizantes nitrogenados, quatro
estirpes de Bradyrhizobium s&o recomendas para o uso em inoculantes comerciais
em culturas de soja (Glycine max (L.) Merr). Duas sado pertencentes a espécie B.
elkanii, a SEMIA 587 (SEMIA, “Secao de Microbiologia Agricola”) e a SEMIA 5019
(=29W), recomendadas desde 1979, e duas estirpes de B. japonicum, selecionadas

pela Embrapa Cerrados, a CPAC 15 (=SEMIA 5079) e a CPAC 7 (=SEMIA 5080),



que vém sendo utilizadas intensamente em inoculantes comerciais desde 1992
(Hungria et al., 2006). A CPAC 15 é uma variante natural da SEMIA 566, obtida a
partir do reisolamento de estirpes de nodulos de soja, em solos do DF, varios anos
apdés a ultima inoculagdo, buscando aquelas adaptadas, mas com elevada
capacidade de FBN e competitividade (Hungria et al., 2006a; Willens, 2006).

Devido ao langamento de cultivares de soja mais produtivas, o uso de novas
praticas agricolas e o cultivo em solos que ja receberam inoculantes anteriormente
(com estirpes que nem sempre sao as mais eficientes), se faz necessario um
processo continuo de selecido de estirpes mais eficientes e competitivas, que pode
ser facilitado pelo conhecimento prévio das fungcbes de genes relacionados ao
processo (Hungria et al., 2007).

Portanto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a expressao desses
genes, envolvidos com a capacidade de infecgdo e nodulagéo da soja, identificados
por Godoy et al. (2008), a partir da estirpe B. japonicum CPAC15, sob a indugdo com
flavonoides pela técnica de RT-gPCR, a fim de permitir o desenvolvimento de novas
estratégias de selegao de estirpes mais eficientes e competitivas para o processo de

FBN na soja.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fixacao biolégica do nitrogénio e simbiose com plantas leguminosas

O nitrogénio (N2), por ser um dos constituintes dos acidos nucleicos,
proteinas, entre outras moléculas que sdo fundamentais para o0s processos
biolégicos, com excegédo da agua, € geralmente considerado o nutriente limitante ao
crescimento de plantas; assim, é requerido em maior quantidade pelas mesmas
(Trevaskis et al., 2002;Hungria et al., 2007).

O grande reservatério de N, encontra-se na atmosfera, que apresenta em sua
composicdo cerca de 80% desse elemento. Organismos eucariontes, como as
plantas, sdo incapazes de absorver o N, e converté-lo a uma forma assimilavel,
devido a tripla ligagdo que existe entre os atomos do N, que € uma das mais fortes
que se tem conhecimento na natureza (Hungria et al., 1994; Araujo e Carvalho,
2006). Contudo, alguns microrganismos procariotos conhecidos como diazotroficos
sao capazes de assimilar o N, atmosférico em um processo conhecido como fixagao
biolégica do nitrogénio (FBN). Neste processo esses microrganismos convertem o Nz
da atmosfera em amoénia, a qual pode ser incorporada em diversas formas de N
organico para a utilizagao pelas plantas (Morgante, 2003).

A reducdo do N, atmosférico a amébnia é realizada por um complexo
enzimatico denominado nitrogenase, que possui a capacidade de clivar a tripla

ligacdo do N,. Este complexo €& composto por duas proteinas diferentes, a



dinitrogenase (Mo-Fe proteina) e dinitrogenase-redutase (Fe-proteina) (Drozdowicz,
1997). A nitrogenase € bastante sensivel ao oxigénio, pois ele provoca desnaturagao
irreversivel de ambos os componentes protéicos. Desta forma, os microrganismos
fixadores de N, apresentam mecanismos capazes de proteger a nitrogenase da agao
do oxigénio (Drozdowicz, 1997). Assim, a FBN em algumas bactérias ocorre dentro
de nodulos de plantas hospedeiras leguminosas, em simbiose com essas bactérias.
Esses microrganismos sdo conhecidos como fixadores simbidticos, como exemplo,
estdo as bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
(=Ensifer), entre outros (Drozdowicz, 1997; Araujo e Carvalho, 2006).

Os noddulos estdao presentes em raizes de plantas leguminosas e sao
formados como resultado da infecgdo provocada pelas bactérias fixadoras
simbidticas. Plantas leguminosas como a soja e o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
sdo infectadas, principalmente, por diazotroficos dos géneros Bradyrhizobium e
Rhizobium, respectivamente. O processo de nodulagdo envolve multiplas etapas e a
expressao de genes especificos da planta hospedeira e da bactéria. O processo se
inicia com a excregao, pela planta hospedeira, de compostos (em geral, flavondides)
que, facilitam a colonizagao da rizosfera, e outros compostos que apresentam agao
quimiotatica, possibilitando que as bactérias cheguem até a raiz das plantas
hospedeiras, as quais se aderem. Esses flavondides desencadeiam na bactéria a
producdo de fatores de nodulacdo (fatores Nod). Os fatores Nod sao
lipooligossacarideos quitinos especificos que interagem com a planta, apresentando
como primeiro efeito a curvatura do pélo radicular; em seguida promovem a divisao
das células corticais e conduzem a formagdao do nodulo. Quando as bactérias
penetram o pélo da raiz sdo internalizadas em um compartimento circundado por

uma membrana denominado de simbiossomo, onde passam a ser chamadas de



bacteridides (Vargas e Hungria, 1997;Trevaskis et al., 2002; Hirsch et al., 2003;

Stacey et al., 2006).

2.2. Importancia da soja no Brasil e estirpes recomendadas para inoculantes

comerciais

A cultura de soja, no Brasil, tem uma importancia cada vez maior para o Pais,
como cultura de exportacdo. E relevante particularmente por ser uma das principais
fontes de 6leo vegetal representando aproximadamente 27% da produgao total de
6leo comestivel no mundo e, também, por ser uma importante fonte protéica na
alimentacdo. Participa, portanto cada vez mais, direta ou indiretamente, na dieta
brasileira; a estimativa é de que a safra brasileira de 2009 produza 57,63 milhdes de
toneladas de soja para a exportagao (Vargas e Hungria, 1997; Monteros et al., 2008;
CONAB, 2009).

A cultura dessa leguminosa seria inviavel sem a contribuicdo da FBN. Hoje, o
Brasil ocupa a posigao de lideranga em beneficios da FBN com a cultura da soja, e o
processo bioldgico resulta em uma economia estimada em cerca de 6,6 bilhdes de
ddlares por safra, que deixam de ser usados na compra de adubos nitrogenados.
Com isso, a inoculacdo de sementes com estirpes de rizébios selecionadas é
fundamental para a economia brasileira, sendo de baixo custo, segura e eficiente
(Vargas e Hungria, 1997; Hungria et al., 2006b; Hungria et al., 2007).

No Brasil, os solos sdo, originalmente, isentos de estipes de Bradyrhizobium
capazes de nodular eficientemente a soja, no entanto, foram selecionadas estirpes

adaptadas as cultivares e condicdes ambientais brasileiras. Desde o periodo de



expansao comercial da soja, essas estirpes selecionadas sao recomendadas para
producdo de inoculantes comerciais para soja, considerando sua capacidade
competitiva, produgcdo de nodulos e taxa de FBN (Hungria et al., 2007; Vargas e
Hungria, 1997).

Atualmente, quatro estirpes de Bradyrhizobium sdo recomendadas para o uso
em inoculantes comerciais para a cultura da soja no Brasil. Duas sao pertencentes a
espécie B. elkanii, a SEMIA 587 (SEMIA, “Se¢ao de Microbiologia Agricola”) e a
SEMIA 5019 (=29W), recomendadas desde 1979, e duas estirpes de B. japonicum,
selecionadas pela Embrapa Cerrados, a CPAC 15 (=SEMIA 5079) e a CPAC 7
(=SEMIA 5080), que vém sendo utilizadas intensamente em inoculantes comerciais
desde 1992 (Fagan et al., 2007).

A estirpe CPAC 15 é uma variante natural da SEMIA 566, obtida a partir do
reisolamento de estirpes de ndédulos de soja, em solos do DF, varios anos apos a
ultima inoculacao, buscando aquelas adaptadas, mas com elevada competitividade e
capacidade de FBN (Hungria et al., 2006a).

Em termos econémicos, o langamento de cultivares de soja mais produtivas, o
uso de novas praticas agricolas e o cultivo em solos que ja receberam inoculantes
anteriormente (com estirpes que nem sempre sdo as mais eficientes), demandam um
processo continuo de selecido de estirpes mais eficientes e competitivas, que pode
ser facilitado pelo conhecimento prévio de genes relacionados as fun¢des desejadas
(Hungria et al., 2007). Portanto, a analise da expressao de genes relacionados com o
processo de infeccdo e nodulagdo das bactérias simbiontes pode permitir o
desenvolvimento de novas estratégias de selegdo de estirpes mais eficientes e

competitivas para o processo de FBN na soja.



2.3. Processo de nodulacao e os genes de nodulacao

A formagao do nédulo envolve uma série de trocas de moléculas sinalizadoras
entre a planta e a bactéria. A planta hospedeira secreta substancias como
aminoacidos, CO;, hormbnios, acidos organicos, acucares, vitaminas,
polissacarideos, proteinas, flavondides, entre outras (Broughton et al., 2003).

Flavonoides sdo compostos fendlicos sintetizados em varias partes da planta,
apresentando fungdes que incluem a protecao contra danos causados pela radiagao
UV, protecdo contra insetos e microrganismos patogénicos, modulagdo da
distribuicdo de auxinas, além de atuarem como pigmentos ou co-pigmentos
influenciando na coloragao de flores e como moléculas sinais para a simbiose com
microrganismos (Graham, 1991; Subramanian et al., 2007).

Em 1944, os flavondides foram reportados em exsudatos de raizes, porém, os
especificos como genisteina, daidzeina, etc., ndo foram identificados e quantificados
até 40 anos depois. Em 1986, foi descoberta a indugdo dos flavonoides sobre os
genes de nodulagao (genes nod) (Peters et al., 1986; Phillips e Streit, 1995). Logo
depois, foi confirmado que flavondides liberados da soja como, daidzeina e
genisteina, induzem a expressao de genes de nodulagdo em B. japonicum (Kosslak
et al 1987).

Segundo Subramanian et al. (2007), as isoflavonas (classe de flavondides) sdo
as maiores indutores dos genes-nod em estipes de B. japonicum, o principal
simbionte de soja. Além disso, a existéncia da nodulagao é diretamente influenciada
pela presenca de flavondides confirmando, assim, que esses compostos sao

indispensaveis para a nodulagdo. Todavia, existem outros compostos nao-



flavondides, como betainas e xantonas, que também induzem a expressao dos
genes de nodulacao (Subramanian et al., 2007).
O quadro 1 mostra os diferentes flavondides produzidos pela soja que induzem

a expressao dos genes nod.

Quadro 1: Flavondides indutores de genes-nod encontrados na soja.

Fonte Composto

Semente e exsudato de raiz o
Genisteina

Genisteina-7-O-glucosideo

Genisteina-7-0-(6"-O-
malonilglucosideo)

Daidzeina

Daidzeina-7-O-(6"-O-
malonilglucosideo)

Daidzeina glucosideo com acetilagdo
Exsudato de raiz o
Isoliquiritigenina

Coumestrol

Gliciteina

Fonte: Adaptado de Phillips e Streit (1995) e Broughton et al. (2000).

Como consequéncia da indugao dos genes-nod por flavonodides, ha a produgao
dos fatores de nodulacao, ou fatores Nod, pelas bactérias simbiontes, assim, esses
genes codificam proteinas e enzimas envolvidas na biossintese e secrecao desses
fatores. Os genes de nodulagdo (nod, noe e nol) estdo envolvidos em ambos os

processos de infeccdo e nodulagdo na planta hospedeira e sua inativacdo pode



resultar em variados fenétipos, como a auséncia de nédulos (Nod’), demora no
processo de nodulacdo, ou troca na gama de hospedeiros. Alguns genes-nod sao
comuns (nodABC) em todos os rizobios, portanto, a mutacéo desses genes elimina a
producao de fatores de nodulagdo pelo microrganismo e suprime a capacidade de
obter uma resposta da planta como a curvatura do pélo da raiz, formacao da
infeccao (Inf’), divisdo da célula cortical, ou formacédo do ndédulo. Outros genes-nod
nao sao funcionais e/ou estruturalmente conservados em todos os rizobios; esses
sdo chamados de genes-nod hospedeiro-especificos, devido ao fato que mutagoes
nesses genes resultam na modificagdo da faixa de hospedeiros, apesar disso, esses
mutantes ainda produzem fatores de nodulagdo, mas sua estrutura é alterada
(Promeé e Demont, 1995; Roche, et al., 1996).

A transcricao dos genes-nod comuns ou especificos, é controlada pela proteina
regulatéria NodD4, a qual é codificada pelos genes nodD; em B. japonicum
(Broughton et al.,2000). Como pode ser observado na figura 1, as proteinas NodD
sdo ativadoras transcricionais que se ligam a regiao reguladora da transcrigao nod-
box e, consequentemente, ocorre a ativagao da transcricdo dos genes nod. Deste
modo, essas proteinas requerem a presenca de flavondides para que possam ativar
a expressao dos genes de nodulacdo comuns (nodABC) ou especificos (Promé e

Demont, 1995; Roche, et al., 1996).
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Figura 1: Indugéo da proteina NodD, em B. japonicum e transcricdo dos genes de nodulagao. (Fonte:
Adaptado de Promé e Demont, 1995).

A sintese da estrutura dos fatores de nodulacéo é realizada através do controle
bioquimico da expressdao dos genes nodABC que estdo envolvidos na sintese de
lipooligoquitina. Apenas com a expressao desses genes é possivel sintetizar o
esqueleto dos lipooligossacarideos quitinos desprovidos de algumas substituicdes
(Promé & Demont, 1995).

A proteina NodC, resultante da expressdo do gene nodC, &€ uma N-
acetilglucosaminil-transferase que sintetiza a cadeia principal do oligossacarideo dos
fatores de nodulagdo. Essa proteina esta localizada na membrana citoplasmatica das
bactérias. A proteina, resultante da expressao do nodB, tem a fungao de remover de
forma seletiva um grupamento N-acetii na extremidade nao redutora do
quitooligbmero, sendo encontrada no citoplasma ou na membrana do microrganismo.
Ja a fungao da NodA é provavelmente a de introduzir um grupo de acido graxo no
grupamento amino livre do quitooligdbmero mono-deacetilado (Roche, et al., 1996)

(Figura 2).
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Figura 2: Atuagao das proteinas NodA, NodB e NodC na sintese dos fatores de nodulagao. (Fonte:
Adaptado de Promé e Demont, 1995).

Os fatores de nodulacdo induzem na planta hospedeira varias respostas que
incluem desde a deformacédo dos pelos radiculares, divisdo da célula cortical e a
formagdo do nddulo propriamente dito (Figura 3). Contudo, apenas os fatores de
nodulagdo n&o séo suficientes para garantir o sucesso da simbiose. Outros produtos
provenientes dos rizObios parecem ser necessarios para continuar o
desenvolvimento da infecgdo; entre esses compostos estdo os exopolissacarideos
(EPS) e proteinas exportadas através do Sistema de Secrecédo do Tipo Il (SSTT)

(Broughton et al., 2003; Saad et al., 2005).

Bactérias
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pelo radicular



Figura 3: Etapas do processo de infecgdo do pelo radicular.

2.4. Sistema de Secrecdao do Tipo Ill (SSTT) e o gene nopP

Por um longo periodo, foi assumido que bactérias Gram-negativas nao
secretavam proteinas no ambiente externo. Entretanto, pesquisas feitas ha duas
décadas revelaram que bactérias Gram-negativas transferem proteinas através de
um mecanismo sofisticado denominados de sistemas de secrecdo. Hoje, ja estao
descritos alguns sistemas de secrecao (Cornelis, 2000).

Sistemas de secrecdao sado aparatos que possuem a funcdo de secretar
enzimas ou proteinas do microrganismo para o ambiente externo. Esses sistemas
podem ser divididos em 5 grupos, de | a V. O Tipo | é conhecido por secretar toxinas,
proteases e lipases, sendo responsavel pelo transporte de proteinas diretamente do
citoplasma para o meio extracelular, tendo como um exemplo a Escherichia coli. Ja o
Tipo Il secreta exoenzimas, incluindo a celulase; como exemplo, esse sistema pode
ser encontrado em Xanthomonas axonopodis. O Sistema de Secrecao Tipo Il
(SSTT) presente, por exemplo, em Rhizobium spp., e o tipo IV secretam proteinas
que sao injetadas para dentro das células hospedeiras. Um exemplo deste ultimo é o
presente em Agrobacterium, que injeta DNA diretamente no interior das células de
plantas. Por ultimo, no Tipo V, também conhecido como autotransportador, a
proteina é liberada para o meio extracelular atravessando a membrana por auto-
protedlise (Duong & Wickner, 1997; Cornelis, 2000; Remaut e Waksman, 2004).

O SSTT esta presente na maioria das bactérias Gram-negativas associadas a
plantas e animais, e foi intensamente estudado em patégenos de animais como a
Yersinia, Shigella, Pseudomonas aeruginosa, E. coli enteropatogénica, Salmonella, e

patdgenos de plantas como Ralstonia solanacearum, espécies de Erwinia, etc. Esse



sistema também foi identificado em estirpes de bactérias simbiontes fixadoras de
nitrogénio, dos géneros Rhizobium (Rhizobium sp. NGR234), Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Ensifer, entre outros (Buttner & Bonas, 2006; Mazurier et al. 2006).

O SSTT consiste em um maquinario complexo que forma um aparato que
atravessa a membrana da célula hospedeira e insere proteinas efetoras em seu
citoplasma. E composto por mais de 20 proteinas, com um minimo de nove
componentes conservados entre bactérias patogénicas de animais e plantas,
sugerindo que a arquitetura principal de sua estrutura é similar em diferentes
espécies de bactérias. Esse sistema abrange ambas as membranas da bactéria, e
estd associado com um filamento extracelular chamado de “agulha” em patégenos
de animais e “pili Hrp” (resposta hipersensitiva e patogénica) em patdgenos de
plantas. O “pili Hrp” é considerado tdo longo quanto a “agulha” de patégenos de
animais e serve como um dispositivo transportador de longa distancia para a
secrecao de proteinas através da parede celular da planta. Os genes que codificam
para essas proteinas sao conhecidos como hrp (resposta hipersensitiva e
patogénica) ou hrc (hrp conservado), no entanto, em rizébios sdao chamados de rhc
(rhizobium conservado). A expressdao desses genes ocorre depois que a bactéria
penetra na raiz da planta, em um estagio intermediario da simbiose, depois da
expressao dos genes nod e antes da expressao dos genes envolvidos com a fixagao
do nitrogénio (fix e nif) (Viprey et al., 1998; Blttner e Bonas, 2006).

Contudo, para que ocorra a translocagao das proteinas efetoras através da
membrana plasmatica da planta é necessaria a presencga do “Translocon STT”, uma
proteina canal indispensavel para o transporte da proteina efetora na célula
hospedeira; o esquema desse processo esta disponivel na figura 4 (Buttner e Bonas,

20086).



A primeira proteina proposta para o Translocon STT de uma planta foi a HrpF,
representando um fator de patogenicidade essencial em Xanthomonas campestris;
HrpF esta presente em diferentes espécies de xantomonas, rizébios, entre outros.

(Buttner e Bonas, 2006).
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Figura 4: Esquema do Sistema de Secre¢do Tipo lll (SSTT) durante a infecgdo do patégeno na
planta. (Fonte: adaptado de Bittner e Bonas, 2006)

As proteinas efetoras agem nas células do hospedeiro alterando seu
metabolismo e causando a supressdo das defesas basais contra o microrganismo. E
provavel que a supressao das defesas do hospedeiro seja uma fungéo universal do
SSTT em bactérias patogénicas. Em patdégenos de animais, onde o SSTT foi
extensivamente estudado, provou contribuir com patégenos que causam diferentes
doengas com diferentes sintomas. As bactérias patogénicas secretam proteinas
efetoras que alteram o funcionamento da célula, favorecendo a invasao bacteriana;
sdo exemplos a Yersinia spp., cujas proteinas efetoras sdo conhecidas como YopO,

YopE, etc., Salmonella spp. (SipB, SipC, etc), Shigella spp. (IpaA, IpaB, etc), E. coli



(EspB, Tir, etc.), Pseudomonas aeruginosa (ExoS, ExoT, etc.), entre outras
(Cornelis, 2000; Skorpil et al., 2005; Yip e Strynadka, 2006). Em rizébios, essas

proteinas sdo conhecidas como Nops (“Nodulation outer proteins”) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema do Sistema de secreg¢ao Tipo Il (SSTT) injetando proteinas efetoras (Nops) na
planta hospedeira. (Fonte: adaptado de Biittner e Bonas, 2006).

As Nops possuem diferentes funcdes relacionadas ao SSTT, mas todas tém a
mesma finalidade das proteinas efetoras de patégenos animais, ou seja, a supressao
das defesas do organismo hospedeiro para que ocorra a infecgdo. Observou-se, em
Rhizobium sp NGR234, que a presencga ou auséncia das Nops alterou drasticamente
a capacidade de nodulacdo (Saad et al, 2005).

Em Rhizobium sp NGR234, a fosforilagcdo da proteina NopL inibe uma enzima,

MAP (proteina de atividade mitogénica), cuja funcao €& reconhecer processos



patogénicos na planta hospedeira e ativar genes de defesa da planta permitindo,
deste modo, o desenvolvimento da infeccdo e do processo de nodulagao (Skorpil et
al., 2005).

A defesa contra a infecgao por fitopatdgenos em plantas se da pela produgao
de compostos fendlicos, metabdlitos secundarios, barreiras fisicas como a cuticula,
etc., e, também, por uma resposta de genes que estido relacionados com a detecgao
do organismo invasor. Quando uma planta infectada é resistente ao patdgeno, ela
reconhece proteinas codificadas pelos genes de aviruléncia (Avr) do invasor. Logo,
genes de resisténcia da planta que reconhecem essas proteinas armam uma rapida
resposta de defesa, entre elas a resposta de hipersensibilidade (HR), que leva a
morte celular no ponto de infeccdo, impedindo que a doenca se dissemine.
Entretanto, quando o hospedeiro é sensivel, ndao ha reconhecimento das moléculas
do patégeno, assim, este consegue invadir e parasitar a planta, como ocorre em
bactérias simbioticas, provavelmente pela agdo das proteinas Nops (Alfano e
Collmer, 2004).

Em Rhizobium sp NGR234, foram identificadas as proteinas efetoras NopA,
NopB, NopC, NopL, NopX e NopP, e seus respectivos genes. Ja em B. japonicum,
foram descritas as NopA, NopB, NopL e NopP e seus respectivos genes (Sub et al.,
2006).

Os genes envolvidos na transcricdo das Nops séo induzidos por flavondides
como a genisteina. Em B. japonicum, a cascata se inicia com a ativagdo da proteina
NodD; por genisteina. A proteina NodD, ativada se liga ao nod box e,
consequentemente, aciona o tts box, estimulando a expressao do gene ttsl. Este

gene € essencial para a ativagdo do SSTT, por produzir a proteina Ttsl, que se liga



aos genes (nopL, nopP, etc.) que codificam proteinas efetoras (NopL, NopP, etc.),

como pode ser observado na figura 6 (Krause et al., 2002; Lang et al., 2008).

Genisteina
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Figura 6: Cascata da ativagdo do box tts e dos genes nopP e nopL pela indugdo por genisteina.
(Fonte: Adaptado de Krause et al, 2002)

Entretanto, o SSTT pode ser também ativado via outras proteinas, por um
sistema conhecido como “dois-componentes” (two component system) (Krause et al,

2002).

2.5. Sistema de dois-componentes

A descricao do sistema de “dois-componentes” foi realizada primeiramente por
Gottfert et al (1990), em seu trabalho com mutantes para os genes nodV e nodW em
B. japonicum, no qual, observou que esses mutantes apresentaram o fenétipo de
auséncia de nédulos quando esses genes sao interrompidos. Assim, verificou-se que

esse sistema é essencial para a nodulagdo em Vigna unguiculata, Vigna radiata,



Macroptilium atropurpureum, porém, em soja causou somente um atraso no
processo de nodulagéo.

Um segundo sistema de dois-componentes, NwsAB, esta presente em B.
japonicum. Desta forma, a fungdo do nodW no processo de nodulagdo tem sido
explicada pela mutagdo no gene nwsB — gene responsavel pela codificagdo de uma
proteina resposta reguladora necessaria para a expressdao completa do operon
nodYABC de B. japonicum, que apresenta 65% de identidade com a NodW — poderia
causar a super-expressao do gene nodW (Loh et al., 2002).

Assim, o gene nodW detectado no sequenciamento parcial do genoma de B.
japonicum CPAC 15 por Godoy et al., 2008, pode representar uma resposta-
reqguladora adicional que possui uma semelhanga entre os sistemas NodVW e
NwsAB.

Em B. japonicum, os genes nodV e nodW codificam duas proteinas reguladoras
identificadas como NodV e NodW, respectivamente. NodVW atuam regulando
positivamente a expressao dos genes nod e dos genes relacionados ao sistema de
secrecao lll, atuando diretamente nas regides reguladoras box nod e ativando a
transcricdo do gene ttsl (SSTT), através da indugdo por flavondides como a

genisteina (Loh et al, 2002) (Figura 7).
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Figura 7: Ativacdo das proteinas NodD4, NodV e NodW, nod box e do gene ttsl pela indugéo por
genisteina. (Fonte: Adaptado de Krause et al, 2002).

Desta forma esse sistema consiste de uma proteina sensora, ou histidina
quinase (NodV), ligada a membrana da bactéria, e por uma proteina resposta-
reguladora (NodW). Basicamente, o funcionamento dessas proteinas ocorre via uma
série de passos de fosforilagdes. Inicia-se com a fosforilagcdo da proteina NodV,
devido a presencga da genisteina. A proteina NodV utiliza ATP para se autofosforilar.
Consequentemente, o fosfato resultante, contendo alta energia, é transferido para o
aspartato presente na proteina reguladora (Figura 8), a NodW, alterando sua
habilidade de se ligar a sequéncia de DNA da regido reguladora nod box (Grob et

al., 1994; Bijlsma et al., 2003).
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Figura 8: Fosforilagdo da proteina sensora e reguladora do sistema de dois-componentes. (Fonte:
adaptado de Bijlsma et al., 2003).

Assim, apds a ativagao do nod box ocorre a ativagado dos genes do Sistema de
Secrecao do Tipo lll, evidenciando a dependéncia do SSTT pelo sistema de dois-
componentes (Bijlsma et al., 2003).

Neste contexto, o presente trabalho pode auxiliar no desenvolvimento de novas
estratégias para selegcdo de estirpes mais eficientes e competitivas para o processo
de FBN na soja, através do conhecimento da expressao dos genes relacionados com
o processo de nodulagédo da B. japonicum CPAC 15 na presenca de flavondides de
soja. Assim, o conhecimento da expressao do gene nodC (produgao dos fatores de
nodulagdo), do gene nodW (sistema de dois-componentes) e o gene nopP
(codificagao de proteinas efetoras necessarias no processo de infecgao), podem ser
uteis no desenvolvimento de estratégias futuras, em que bactérias com maior

expressao desses genes apresentam maior capacidade de nodulagao.



3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi analisar a expressédo dos genes nodW, nodC e
nopP, envolvidos com o processo de infecgao e desenvolvimento dos nddulos de
soja, na estirpe CPAC 15 de B. japonicum, pela técnica de RT-qPCR em presenca

de indutores.

3.1 Objetivos especificos

a) Analisar in vitro a expressao por RT-gPCR dos genes nodW, nodC e nopP,
na estirpe CPAC 15 de B. japonicum na presenga de genisteina em diferentes
tempos de inducdo de 15 min, 1 hora, 4 horas e 8 horas a partir da fase log de
crescimento.

b) Analisar in vitro a expressao por RT-gPCR dos genes nodW, nodC e nopP,

na estirpe CPAC 15 de B. japonicum crescidas na presenca de genisteina (1uM) e

de exsudato de semente de soja (1uM), por 48 h.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estirpe de Bradyrhizobium japonicum

Foi utilizada a estirpe de B. japonicum CPAC 15 (=SEMIA 5079),
microssimbionte da soja [Glycine max (L.) Merr.]. A estirpe é utilizada em inoculantes
comerciais no Brasil desde 1992, e ndo oferece risco para o0 meio ambiente e a
saude humana, encaixando-se nos padroes de biosseguranca (NB-1). A estirpe

consta do banco de germoplasma de rizébios da Embrapa Soja.

4.2 Preparo dos indutores dos genes envolvidos no processo de nodulacao
4.2.1 Preparo da genisteina

A solugdo estoque de genisteina (Sigma; Peso molecular = 270g) foi
preparada na concentragdo final de 1000 uM, a partir da dissolugéo de 0,0135g da
mesma diluida em 50 mL de metanol. Para a indu¢cdo dos genes na B. japonicum
foram utilizados 200 uL da solugcdo estoque em um volume de 200 mL de meio de
cultura, obtendo uma concentracéo final de 1 uM (Lang et.al, 2008).
4.2.2 Obtencéao e preparo do exsudato de semente de soja

O exsudato de semente de soja foi preparado segundo Hungria et al (1991). O
teor aproximado de genisteina foi calculado pelo coeficiente de extingdo da

genisteina (loge =4,50a263 nm), apods leitura da densidade optica do extrato a

263 nm. Assim, foi determinada a concentragao de 22,3 yM de genisteina na diluigao
de 1:10 de exsudato em agua. Para a indugdo dos genes na B. japonicum foram
utilizados 890 pL do exsudato em um volume de 200 mL de meio de cultura, obtendo

uma concentracao final de 1 yM, segundo Hungria et al. (1991).



4.3 Inducado da expressado de genes envolvidos na nodulagdo pela genisteina
nos tempos iniciais de nodulacao

O experimento seguiu um delineamento em blocos ao acaso com trés réplicas
como blocos e com uma estrutura de tratamento em fatorial, com dois fatores de
tratamento: tempo (15min, 1h, 4h e 8h) e o tipo de indutor (genisteina ou metanol).
Como controle para o tratamento com genisteina foi utilizado o metanol. Assim, foi
inoculada a estirpe B. japonicum CPAC 15 em 10 mL de meio TY (triptona, extrato
de levedura e cloreto de caélcio) liquido (pré-inéculo), mantendo-se sob agitacéo a
28°C por, aproximadamente, 72 horas. Dois mL do pré-inéculo foram inoculados em
200 mL de meio TY liquido, a cultura foi mantida sob agitacdo a 28°C por
aproximadamente 48 horas (até a fase exponencial de crescimento). Em seguida, foi
adicionada genisteina (Sigma) na concentracéo final de 1 uM (Lang et.al, 2008),
dissolvida em 200 uL de metanol. Apds a adigdo da genisteina, foram realizadas as
extracbes de RNA apds os periodos de incubacgado, e os niveis de expressdo dos

genes nodC, nodW e nopP foram avaliados pela técnica de RT-qPCR.

4.4 Inducao da expressédo de genes envolvidos na nodulacdo pela genisteina e
exsudato de semente de soja

O experimento seguiu um delineamento em blocos ao acaso com trés réplicas
como blocos e quatro tratamentos. Uma cultura de B. japonicum CPAC 15 foi
inoculada em 10 mL de meio TY liquido (pré-in6culo), mantendo-se sob agitagcao a
28°C por, aproximadamente 72 horas. Dois mL do pré-indculo foram inoculados em
200 mL de meio TY liquido e, para a inducdo da expressdo dos genes, foram
adicionados indutores (genisteina e exsudatos de sementes de soja) a cada cultura.

Foram utilizados quatro tratamentos: 1) cultura com genisteina (1uM); 2) cultura com



metanol (controle da genisteina); 3) cultura com exsudato (1uM de genisteina); 4)
cultura com agua (controle do exsudato). A cultura foi mantida sob agitacdo a 28°C
por aproximadamente 48 horas (até a fase exponencial de crescimento), em seguida

procedeu-se a extragcao do RNA.

4.5 Extracdo do RNA

A extragcdo do RNA foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Farrell (1996). Para a extracdo do RNA procedeu-se a centrifugacado da cultura a
10.000 g por 10 min. Ao pellet formado foram adicionados 3,0 mL de tampéo de lise
NP-40 (75% NP-40; sacarose 0,25 M; 0,02 M EDTA) e 4 mL de tampé&o acetato de
potassio (3 M acetato de potassio; 10 g tiocianato de guanidina) e incubado no gelo
por 10 min. A suspenséo celular foi centrifugada a 10.000 g por 10 min a 4°C e o
sobrenadante obtido foi incubado por 15 min no gelo, seguido de outra centrifugagao
a 12.000 rpm por 10 min. Ao sobrenadante foi adicionado igual volume de
cloroférmio e alcool Isoamilico (24:1) e homogeneizado gentilmente. Em seguida foi
realizada uma centrifugacéo a 10.000 g por 3 min para separar as fases. A fase
aquosa foi adicionado 0,6 do volume de isopropanol e estocado a -20°C por 20 min,
para precipitacdo do RNA. O RNA foi coletado apds a centrifugagao a 10.000 g por
10 min, em seguida o pellet foi lavado duas vezes com etanol 70%. Por ultimo, o
RNA foi seco em estufa a 37°C e ressuspendido em agua tratada com DEPC (dietil

pirocarbonato 0,1% v/v).

4.6 Tratamento com DNAse



O RNA extraido foi analisado no espectrofotdmetro NanoDrop® ND — 1000
(Thermo Fischer Scientific), a fim de verificar a quantidade e qualidade do mesmo.
Em um passo seguinte, o RNA foi tratado com a enzima RNase-free DNase (Qiagen)
para eliminar qualquer contaminagéo por DNA, na concentracdo de 2 U para cada
1.000 ng de RNA. A reacao foi incubada por 8 min a 37°C e interrompida com

choque térmico a 60°C por 5 min.

4.7 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Para as reacbes de transcrigdo reversa (sintese da 12 fita de cDNA) foi
utilizado o kit TagMan® Reverse Transcription Reagents (Applied Biossystems),

conforme as instrugdes do fabricante.

4.8 Desenho dos Primers para o PCR quantitativo em Tempo Real (RT-gPCR)
Para o desenho dos primers, foram utilizadas sequéncias dos genes
provenientes da estirpe USDA 110 de B. japonicum depositadas no banco de dados
Genbank - National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o
software Primer Express versdao 3.0 (Applied Biossystems, Foster, CA, USA),
obtendo fragmentos de tamanho entre 50 e 150 pares de bases. As sequéncias de
primers para os genes analisados neste trabalho, além do gene utilizado como

normalizador, 16S rRNA, estao dispostas no quadro 2.



Quadro 2: Sequéncia dos primers utilizados nas reagées de PCR em Tempo Real.

Genes Sequéncia dos primers
FSTGGAGATATAGGGATGGTGAATGGY
nopP
R.5’ATCGCTCGACGCTTTGGA3’
F.5’CGAGATCACCGTCAAAATTCAC?
nodW
R. 5GAACGAGGTCGGCCAGAGAYZ
F. 5CACCAGGGTATAGAGCCATCGAY
nodC
R.5ATTGCTCCTCGCCATTTCAT3’
F.5CAAGCGGTGGAGCATGTGZ
16S rRNA
R.5’GGACATGTCAAGGGCTGGTAAZ
4.9 RT-gPCR

As reacdes de PCR em tempo real foram conduzidas no termociclador ABI
PRISM® 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Para realizar as
reagcdes de RT-qPCR foi usado o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), conforme as instrugdes do fabricante.

A eficiéncia da reacao de amplificacdo para cada par de primers dos genes
estudados e do normalizador foi estimada através de uma série de diluicdes do
cDNA (10° a 10™"°), onde foram testadas diferentes concentracdes de primers (0,1
UM, 0,2 uM, 0,32 uM, 0,4 pM). Os valores de Ct obtidos foram plotados em fungao
do logaritmo das diluicbes, e o indice de inclinacdo da reta foi utilizado para calcular

a eficiéncia de cada sistema de acordo com a férmula E=[107"5°P®]-1. Os parametros



de ciclagem utilizados para as reacbes foram: ativagao da enzima “hotstar” a 95°C
por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 seg para o anelamento e extensao
a 60°C por 1 min, sendo coletados os dados nesta ultima etapa. Adicionalmente foi
conduzida uma etapa de desnaturacao lenta, com elevagao da temperatura de 1°C/
min para a construgdo da curva de dissociacdo. Considerando que os fragmentos
gerados apresentam temperatura de desnaturacédo especifica € possivel detectar a
presenca de amplificacdo inespecifica em uma mesma reacgao.

A reagdo de quantificagdo relativa foi realizada utilizando as seguintes

quantidades para cada reagao: gene normalizador: 12,5 yL de SYBR Green PCR

Master Mix 2X (composto pelas enzimas uracil N-glicosilase e AmpliTaq Gold,
MgCI2, dNTPs, KCI e o fluoréforo SYBR green); 1,0 yL (0,4 uM) de cada primer R e
F; 2,5 uL de cDNA e 8 pL de agua milliQ; genes alvos: 12,5 yL de SYBR Green PCR
Master Mix 2X; 0,8 yL (0,32 uM) de cada primer R e F; 2,5 uL de cDNA e 8,4 uL de
agua milliQ. Os parametros de ciclagem para as reagbes de amplificagdo foram:
50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 2 min, 60°C por
1 min, sendo coletados os dados nesta ultima etapa, além de uma etapa final que
incluiu a curva de dissociagao para verificar amplificagao inespecifica.

A determinagdo dos niveis de expressao dos genes alvos foi realizada pela
quantificacdo relativa utilizando a expresséo 2" (Livak & Schmittgen, 2001). Para
cada tratamento foi detectado o valor de Ct (Cycle threshold), tanto para o gene alvo
quanto para o normalizador. Este valor representa o ponto em que o sinal de
amplificacdo é detectado. O valor do Ct do gene alvo € subtraido do valor do Ct do
controle enddégeno, para normalizar a reagao. Assim, obtém-se o valor de ACt. O
valor de ACt dos tratamentos € subtraido do valor do ACt da amostra controle

(calibrador), encontrando o valor de AACt. Este valor foi utilizado na formula do nivel


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Livak%20KJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schmittgen%20TD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

de expressao, onde o numero 2 representa a somatéria da eficiéncia do gene alvo e
do controle enddgeno, considerando que ambos os genes possuem 100% de
eficiéncia (Livak & Schmittgen, 2001).

A placa de PCR para a quantificagao relativa foi montada em triplicata, com trés

repeticdes bioldgicas para cada gene e tratamento estudado.

4.10 Anélise estatistica

A analise dos dados foi feita por estatistica descritiva. A reprodutibilidade e
precisdo dos valores de RQ obtidos foram estimados pelos desvios padréo (SD) e
coeficiente de variagcao (CV %) em cada corrida e entre as corridas. Os tempos onde
foram detectados maiores diferengas de RQ entre os tratamentos, os mesmos foram

avaliados pelo Teste T.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacdo da expressédo dos genes nodC, nodW e nopP nos tempos

iniciais de nodulagéo apds ainducdo com o flavondide genisteina

A expressao dos genes nodC, nodW e nopP foi analisada na estirpe CPAC

15 de B. japonicum, através da técnica do RT-gPCR, utilizando o flavondide

genisteina como indutor, sendo a estirpe induzida a partir da fase log de crescimento
nos tempos de 15 min, 1 h, 4 he 8 h.

Os valores da quantificagéo relativa (RQ), desvio padrdo (SD) e o coeficiente

de variagao (%CV) para o gene nodC, nodW e nopP estdo apresentados na Tabela

1. A variagao dos niveis de expressao de cada gene comparado ao calibrador, nos

diferentes tempos de indugao, podem ser visualizados nas figuras 9, 10 e 11.



Tabela 1: Quantificagdo relativa do gene nodC, nodW e nopP em diferentes tempos de indugao por genisteina’. O tratamento metanol foi
utilizado como controle, e utilizado como normalizador nas reagdes de RT-gPCR.

Gene Tempos de indugéo Run RQ/Run RQMax RQMin Média RQ SD geral %CV
15 min 1 1,432 1,505 1,362
2 1,578 1,826 1,365 1,51 0,076 5,06
3 1,540 1,716 1,382
1 1,114 1,143 1,085
1h 2 0,511 0,523 0,499 0,89 0,335 37,37
Gene nodC 3 1,067 1,106 1,030
4h 1 0,859 0,922 0,801
3 0.310 0.344 0.280 0.58 0,388 66,38
1 0,153 0,158 0,149
8h 2 0.346 0.366 0.327 0.25 0,136 54,64
15 min 1 1,663 1,782 1552
2 1,711 2,050 1,427 1,677 0,029 1,72
3 1,658 1,878 1,463
1h 1 1,058 1,000 1,028 1,025 0,047 458
Gene nodW 3 0,992 1,024 0,961
1 0,726 0,800 0,659
4h 3 0.249 0272 0.227 0,487 0,338 69,29
1 0,252 0,241 0,264
8h ) 0394 0420 0369 0,323 0,100 30,01
1 0,791 0,857 0,730
2 1,720 2,088 1,417 1,417 0,542 38,25
15 min 3 1,739 1,980 1,528
1 0,934 0,997 0,874
2 * * * 0,958 0,035 3,63
Gene nopP h 3 0,983 1,024 0,943
1 0,509 0,562 0,462
ah 2 * * * 0,430 0,112 25,98
3 0,351 0,384 0,321
1 0,253 0,261 0,245
8h 0 0401 0424 0380 0,327 0,105 32,12

' Os dados apresentados sao os valores de de RQ de cada corrida, o RQ maximo e o RQ minimo, médias de trés repeticbes independentes, o desvio padrao
(SD) e o coeficiente de variagio (%CV). Os valores de RQ sao calculados pela equagao 2%, sendo AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com
o gene 16SrRNA) do tratamento com genisteina subtraido do Act do controle metanol ou agua.

“* Dados perdidos;
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Figura 9 — Expressao do gene nodC de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugao.
Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em meio TY suplementado com
genisteina (1uM). Os dados sao expressos pela quantificagao relativa (RQ) dos respectivos mRNAs
normalizados pelo gene constitutivo 16SrRNA. Os valores de RQ foram calculados com a equacgao 2°
44 “sendo AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com o gene 16SrRNA) do tratamento
com genisteina subtraido do Act do controle com metanol. Os dados expressos representam a média
de trés repeti¢cdes biolégicas e o desvio padrao.

O gene nodC apresentou aumento na expressao no tempo de 15 min quando
induzido com genisteina sendo 1,5 vezes mais expresso (p>0,37 pelo teste t) que o
controle (metanol) (figura 9), indicando uma leve indugdo deste gene nos tempos
avaliados quando em contato com o flavondide genisteina. Apos o tempo de 15 min,
pode se observar uma queda na expressdao do gene no decorrer dos tempos de
indugao (1 h, 4 h e 8 h), apesar do valor do %CV e SD serem altos, o que se deve a
variabilidade dos valores de RQ obtidos nas repeti¢cdes realizadas (tabela1).

O mesmo perfil de expressdo no decorrer dos tempos avaliados pode ser
observados para os genes nodW e nopP sob indugdo com ginesteina, conforme

apresentado na tabela 1 e figuras 10 e 11, respectivamente.



Proteinas necessarias para fungdes basicas como a sintese da cadeia principal
dos fatores de nodulacéo, sdo codificadas pelos genes nod como, por exemplo, uma
N-acetilglucosaminil-transferase resultante da expressao do gene nodC (Roche et
al., 1996). Os fatores de nodulacdo sdo as moléculas secretadas pelo simbionte
capazes de causar alteragdes morfoldgicas na raiz da planta hospedeira, levando ao
processo de infecgdo e consequente formagao do ndédulo (Broughton et al., 2000).

Segundo Promé e Demont (1995), os genes nod sao transcritos quando
indutores, em geral flavondides, ativam a proteina regulatéria NodD+; esta proteina,
por sua vez, se liga a regido reguladora do nod-box, promovendo a transcrigcdo dos
genes de nodulagédo (nodABC), essenciais para o desenvolvimento do nédulo.

Em trabalho de Ausmees et al (2004), ao caracterizar a proteina NopP em
Rhizobium sp. NGR234, relataram que genes do nodABC s&o transcritos em poucos
minutos apos a indugao por flavondide por participarem da fase inicial do processo
de nodulagao. Além disso, Viprey et al (1998), trabalhando com sistema de secregao
tipo Il em Rhizobium, descreveram que genes do operon nodABC possuem maior
expressao no periodo anterior a 1 h de inducao pelo flavonadide.

Perret et al. (1999), em um estudo sobre a analise transcricional do plasmideo
simbidtico de Rhizobium NGR234, analisaram a expressdo de genes do nodABC,
apo6s a indugdo por daidzeina através de hibridizagdo com RNA marcado, e
verificaram que genes envolvidos na sintese e secregdo dos fatores de nodulagao
reagiram no maximo em 60 min apos a inducéo e depois houve declinio na taxa de
expressao. Neste estudo com o gene nodC houve um aumento da expressdo no
tempo de 15 min apds a indugdo com a genisteina enquanto que para os demais

tempos n&do houve expressdo comparado com o calibrador, 0 que pode ser devido



ao fato desse gene ser necessario no processo inicial da nodulagdo como ja descrito

por outros autores, ou seja logo apés o contato com o flavondide.
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Figura 10 — Expressao do gene nodW de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugao.
Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em meio TY suplementado com
genisteina (1uM). Os dados sao expressos pela quantificagédo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs
normalizados pelo gene constitutivo 16SrRNA. Os valores de RQ foram calculados com a equacgao 2°
449 “sendo AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com o gene 16SrRNA) do tratamento
com genisteina subtraido do Act do controle com metanol. Os dados expressos representam a média
de trés repeti¢cdes bioldgicas e o desvio padréo.

De acordo com Loh et al. (2002), o gene nodW, codifica a proteina NodW, que
faz parte do sistema dois-componentes, um sistema regulatério composto pelas
proteinas NodV (proteina sensora) e NodW (proteina reguladora). A proteina NodV,
de expressao constitutiva, na presenca do indutor (genisteina), se autofosforila, e
transfere o grupo fosfato a proteina NodW, alterando sua capacidade de se ligar a
regido reguladora dos genes nod e ativando a expressdo do nodABC (Bijilsma et

al.,2003; Loh et al., 1997).



Wei et al (2008), em um estudo de expressao génica em B. japonicum
USDA110 utilizando genisteina e exsudato de semente de soja como indutor,
reportaram que os genes nodW e nodV e o operon dos genes nod sao ativados
quando na presenca de genisteina no estagio inicial do processo de nodulagao.
Além disso, de acordo com seus resultados, o nivel de expressao para o gene nodW,
quando induzido tanto com genisteina como com exsudato de semente de soja, é
aumentado no tempo de 30 min apds indugao, porém o maior nivel de expressao foi
detectado no tempo de 6 h. No entanto, neste experimento também foi reportado o
aumento da expressdao no tempo de 15 min apdés a indugdo com genisteina,
enquanto que nos tempos posteriores houve redugcdo da expressdo do gene,
similares aos resultados obtidos neste trabalho para os trés genes avaliados a partir
da presenca do indutor em meio contendo os microorganismos na fase log de
crescimento, esse resultado apresentado pode ser devido ao gene nodW atuar no
inicio da cascata de ativagdo dos genes relacionados ao processo de nodulagéao,
codificando para uma proteina reguladora dos genes nodABC, assim a redugéo na
expressdo do gene pode ser devido a proteina ter sido codificada em niveis

suficientes para o processo.
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Figura 11 — Expressao do gene nopP de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugao.
Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em meio TY suplementado com
genisteina (1uM). Os dados sdo expressos pela quantificacéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs
normalizados pelo gene constitutivo 16SrRNA. Os valores de RQ foram calculados com a equagéao 2
44 sendo AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com o gene 16SrRNA) do tratamento
com genisteina subtraido do Act do controle com metanol. Os dados expressos representam a média
de trés repeti¢cdes bioldgicas e o desvio padréo.

O gene nopP codifica para uma proteina efetora do sistema de secregao do
tipo 1ll, a NopP, caracterizada inicialmente em Rhizobium sp NGR 234 (Saad et al.,
2005). As proteinas efetoras atuam suprimindo as defesas do hospedeiro por inibir a
reposta de hipersensibilidade e, desse modo, auxiliando no desenvolvimento da
infeccao (Saad et al., 2005).

Segundo Ausmees et al. (2004), em seu trabalho sobre a caracterizacdo da

proteina NopP em Rhizobium sp. NGR234, confirmaram, através de “SDS-PAGE”

em mutantes para o gene nopP, que a secreg¢ao da NopP é dependente da presencga




de flavondides e do SSTT, e que a transcrigdo dos genes relacionados com o SSTT
ocorre varias horas depois da indugcao com o flavonodide.

Viprey et al (1998), mostraram com indugao génica em Rhizobium sp. NGR234
por daidzeina, que a expressdo do genes do SSTT é tardia quando comparada a
expressao dos genes de nodulagdo. Nesse estudo, apos 1 h de indugao, os genes
do SSTT foram pouco expressos, entretanto os genes nod envolvidos na sintese e
modificagdo dos fatores de nodulagdo foram ativamente transcritos nesse tempo.
Entretanto, ap6s um dia a indugdo essa situacdo foi revertida, e os genes
relacionados ao SSTT foram transcritos enquanto que muitos genes de nodulagao
sao reprimidos. Contudo, neste trabalho, a expressdo do gene nopP devido ao SD e
%CV pode nao ter sido aumentada em relagdo ao controle (metanol) para o tempo
de 15 mim, sugerindo que a expressdo desse gene seria maior apés um periodo

mais longo de indug&do nao avaliado neste trabalho.

5.2 Andlise da expressdo dos genes nodC, nodW e nopP sob inducdo de

genisteina e exsudato de semente de soja

Nesse segundo estudo, a expressdo dos genes nodC, nodW e nopP foi
analisada na estirpe CPAC 15 de B. japonicum, através da técnica do RT-qPCR,
utilizando, como indutores de expressao, o flavondide genisteina e exsudatos
produzidos a partir de sementes de soja. A cultura de CPAC 15 cresceu na presenca
dos indutores por, aproximadamente, 48 h.

Os valores da quantificagcéo relativa (RQ), desvio padréo (SD) e o coeficiente
de variagao (%CV) sao apresentados na tabela 4 para os genes nodC, nodW e nopP

respectivamente.



Tabela 2. Analise da expressdo dos genes nodC, nodW e nopP com genisteina e exsudato de semente de soja’.

50

Genes Tratamentos Run RQ/Run RQMax RQMin Média RQ SD geral %CV
1 4,984 5,311 4,677
Genisteina 2 9,891 11,524 8,490 7,297 2,465 33,788
nodc 3 7,017 7,585 6,491
1 3,299 3,392 3,210
Exsudato 2 2,181 2,321 2,050 2,324 0,912 39,244
3 1,492 1,515 1,470
1 * * *
Genisteina 2 6,494 7,426 5,679 6,545 0,071 1,092
nodW 3 6,595 7,246 6,003
1 2,226 2,409 2,057
Exsudato 2 2,497 2,818 2,213 2,042 0,568 27,845
3 1,405 1,466 1,346
1 8,223 8,672 7,797
Genisteina 2 * * * 7,853 0,522 6,649
nopP 3 7,484 8,104 6,912
1 2,296 2,480 2,126
Exsudato 2 3,961 7,694 2,040 2,652 1,171 44,179
3 1,700 1,893 1,527

'0s dados apresentados sao os valores de de RQ de cada Run, o RQ maximo e o RQ minimo, médias de trés repeticbes independentes, o
desvio padrdo (SD) e o coeficiente de variagdo (%CV). Os valores de RQ s&o calculados com a equagdo 2, sendo AAct o valor de Act
(nimero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina ou exsudato de semente de soja subtraido do Act do controle
com metanol ou agua respectivamente. Os valores de algumas repeticdes foram excluidos por nao se enquadrarem nos valores obtidos das
outras repeticoes.
“* Dados perdidos;



O perfil dos genes nodC nodW e nopP sob indugdo com ginesteina e exudato,

conforme apresentado na tabela 2, pode ser observado nas figuras 12, 13 e 14,

respectivamente.
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Figura 12 — Expressdo do gene nodC de B. japonicum (CPAC 15) na presenga de genisteina e
exsudato de semente de soja. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em
meio TY suplementado com genisteina (1uM) e de crescidas em meio TY suplementado com
exsudato de soja. Os dados sao expressos pela quantificagao relativa (RQ) dos respectivos mRNAs
normalizados pelo gene constitutivo 16SrRNA. Os valores de RQ foram calculados com a equagéo 2
449 sendo AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com o gene 16SrRNA) do tratamento
com genisteina subtraido do Act do controle com metanol e o mesmo foi realizado para o tratamento
com exsudato e o controle agua. Os dados expressos representam a média de trés repeticbes
bioldgicas e o desvio padrao.

Conforme pode ser verificado na figura 12, o gene nodC apresentou um
acréscimo de 7,29 vezes em sua expressao (p>0,07) na presenga de genisteina
quando comparado ao controle (metanol). De modo similar, a indu¢gdo com exsudato
com semente de soja também levou a um aumento na expressdo do gene em
relagcdo ao controle (agua), apesar dos valores de %CV altos, devido a variabilidade

dos valores de RQ obtidos nas repetigcdes realizadas (tabela 2).
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Kosslak e colaboradores (1987) ao analisarem a com indugcéo de gene nod em
B. japonicum com exsudato de semente de soja relataram primeiramente que os
flavondides extraidos da soja induzem os genes de nodulagdo em B. japonicum,
além disso, identificaram através de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC)
que a daidzeina e genisteina sdo os principais compostos presentes em extrato de
raiz de soja responsaveis por induzir genes de nodulagao em B. japonicum.

Além de flavondides como a genisteina e daidzeina induzirem genes de
nodulagao, a isoliquiritigenina também induz esses genes (Garcia et al, 2001), além
de outros compostos nao-flavondides como betainas e xantonas de acordo com
Subramanian et al (2007). De acordo com o resultado obtido neste trabalho, o gene
nodC apresentou um aumento na expressao quando induzido por genisteina, sendo
este resultado esperado pois de acordo com Viprey et al (1998), genes do nodABC
tem sua expressdo aumentada na presencga de flavondides.

Trabalhando com expressado génica em B. japonicum USDA110, Wei et al
(2008), utilizaram exsudato de semente de soja e genisteina como indutor de genes,
e demonstraram aumento semelhante na expressdo do gene nodC tanto na
presenca do exsudato como de genisteina, contudo neste estudo observa-se que
houve maior expressdo do gene quando as bactérias foram crescidas na presenga
de genisteina em relagdo a seu controle, do que na presenga do exsudato, o que
pode ser explicado devido a diferengca na concentracao desta no exsudato. Embora
tenha sido estimada a concentracdo de ginesteina presente no exsudado de
sementes de soja, outros compostos presentes no exsudato podem ser detectados
no mesmo comprimento de onda que a ginesteina, o que pode ter levada a uma

superestimativa da quantidade deste flavondide presente. De modo similar, &



possivel ainda a ocorréncia de interacdo entre compostos presentes no exsudato

causando essa diferenca na eficiéncia de indugao.
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Figura 13 — Expressédo do gene nodW de B. japonicum (CPAC 15) na presenca de genisteina e
exsudato de semente de soja. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em
meio TY suplementado com genisteina (1uM) e de crescidas em meio TY suplementado com
exsudato de soja. Os dados sdo expressos pela quantificagao relativa (RQ) dos respectivos mRNAs
normalizados pelo gene constitutivo 16SrRNA. Os valores de RQ foram calculados com a equacao 2°
A4t sendo AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com o gene 16SrRNA) do tratamento
com genisteina subtraido do Act do controle com metanol e o mesmo foi realizado para o tratamento
com exsudato e o controle dgua. Os dados expressos representam a meédia de trés repeticdes
biolégicas e o desvio padréo.

Observando a figura 13, nota-se que houve aumento no nivel de expressao do
gene nodW induzido com genisteina, sendo 6,54 vezes (p>0,11) mais expresso que
o controle (metanol). Quando o gene foi induzido com exsudato de semente de soja
também houve um aumento na expressao, embora com elevados valores de %CV
(tabela 2).

A proteina resultante da expressao do gene nodW, presente em B. japonicum,

€ ativada apds a fosforilagdo da proteina sensora NodV que detecta o flavondide
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genisteina e autofosforila. Apds a ativacao da proteina NodW, esta se liga a regiao
promotora dos genes nod resultando na expressao dos gene nodABC (Loh et al.,
2003).

Lang et al (2008), trabalhando com indugdo por genisteina em B. japonicum,
analisaram a expressdo do gene nodW através de “microarray” e relataram um
aumento na expressao do gene na presencga de genisteina devido a proteina NodW
ser ativada pela mesma, semelhantemente ao resultado deste trabalho em que
através de RT-qgPCR, o gene nodW induzido por genisteina teve sua expressao
aumentada.

Em trabalho de Wei e colaboradores (2008), foi analisada, em B. japonicum
USDA110, a expressao de genes de nodulagdo e outros por RT-gPCR, utilizando
como indutor exsudato de semente de soja e também genisteina, demonstraram
aumento semelhante na expressao do gene nodW na presencga dos dois tratamentos
porém, neste estudo o gene apresentou um aumento no nivel de expressdo na
presengca de genisteina superior ao do exsudato comparado com seu controle e
assim como ja discutido para o gene nodC pode ter ocorrido também para o gene
nodWw.

Garcia et al. (2001) descreveram que algumas cultivares possuem um
“‘estoque” baixo de flavondides, portanto a inclusdo desses compostos no meio de
cultura das bactérias poderia ser uma importante alternativa para a producido de
inoculantes de melhor qualidade, facilitando a expressdo dos genes de nodulagao

nas bactérias microssimbiontes.
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Figura 14 — Expressdo do gene nodP de B. japonicum (CPAC 15) na presenga de genisteina e
exsudato de semente de soja. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em
meio TY suplementado com genisteina (1uM) e de crescidas em meio TY suplementado com
exsudato de soja. Os dados sdo expressos pela quantificagao relativa (RQ) dos respectivos mRNAs
normalizados pelo gene constitutivo 16SrRNA. Os valores de RQ foram calculados com a equacao 2°
A4 sendo AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com o gene 16SrRNA) do tratamento
com genisteina subtraido do Act do controle com metanol e o mesmo foi realizado para o tratamento
com exsudato e o controle dgua. Os dados expressos representam a média de trés repeticdes
biolégicas e o desvio padréo.

Analisando o resultado da expressdo do gene nopP, no tratamento com
genisteina pode-se verificar que houve um aumento na expressdo do gene, sendo
este 7,45 vezes mais expresso que o controle (p>0,06) (Figura 14). Para o
tratamento com exsudato de semente de soja o gene nopP também teve aumento no
nivel de expressao, embora tenha apresentado um %CV alto (tabela 2).

A ativacdo do gene nopP acontece através de uma cascata, comeg¢ando com o
acionamento da proteina NodD1 pelo flavondide, que se liga ao nod box e ativa os
genes nodABC e o box tts, que codifica para a proteina Ttsl, cuja fungdo € ativar a

expressdo do gene nopP (Krause et al.,2002). Além da expressdo do nopP “via
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NodD+”, esse gene pode ser acionado através do sistema de dois-componentes,
quando a proteina reguladora NodW se liga ao nod box desencadeando a mesma
cascata até a ativacdo do gene nopP (Loh et al., 2002).

Segundo Sib et al (2006), em rizébios a secrecdo de proteinas pelo SSTT
necessita de indugao por flavondides, além disso em seu estudo, identificaram
proteinas extracelulares induzidas por genisteina em B. japonicum, através de
eletroforese em gel de duas dimensdes (2D-PAGE) e espectrofotometria de massa,
no qual foi encontrada uma proteina similar a NopP da Rhizobium NGR234. Neste
trabalho observa-se um aumento na expressao do gene que codifica para a proteina
NopP quando a bactéria em crescida na presenca de genisteina, indicando que esta
induz a expressao de genes relacionados ao SSTT.

Como ja citado em Wei et al (2008) além de avaliarem a expressao dos genes
nodC e nodW, também analisaram a expressao de genes relacionados ao SSTT na
presenca de genisteina e exsudato de semente de soja em diferentes tempos de
inducdo, o qual relataram aumento na expressao do gene Ttsl tanto na presenga de
genisteina quanto do exsudato, porém em proporgdes diferentes, sendo que nas
primeiras horas 6 h houve maior expressao com genisteina e para o tempo de 12 h
ocorre o contrario.

O gene ttsl participa da cascata para a ativagdo do gene nopP,
consequentemente a expressao do gene nopP poderia aumentar na presenga de
flavondides. Assim como pode ser observado na figura 14 houve um aumento na
expressao do gene nopP na presenca de genisteina e exsudato de semente de soja,
contudo pode-se observar que houver maior expressao na presenca de genisteina
quando comparada ao seu calibrador do que quando induzido pelo exsudato, que

poderia ser devido a interacdes entre susbstancias presentes no mesmo ou até
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mesmo a concentracdo de genisteina, como ja discutido para os demais genes
avaliados neste experimento.

A expressao do gene nopP se faz necessaria para a produgcdo de proteinas
efetoras como a NopP, cuja fungdo € alterar o metabolismo de resposta de
hipersensibilidade da planta, suprimindo a resposta de defesa do hospedeiro contra
o simbionte e, consequentemente instalando a infec¢gdo (Buttner e Bonas, 2006;
Saad et al., 2005).

Saad et al. (2005) relataram que a auséncia das proteinas efetoras (Nops),
altera drasticamente a capacidade de nodulacdo em Rhizobium sp NGR234, dai a
necessidade de se estudar melhor a atuagdo do gene nopP em B. japonicum e

utilizar os resultados na busca de estirpes mais eficientes.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

e Apds 15 min de indugao por genisteina ocorreu aumento da expressao dos genes
nodC e nodW, porém os maiores niveis de expressao foram detectados apenas apos
48 h de crescimento das bactérias em presenca do indutor;

e Apesar da variabilidade dos valores de RQ para o gene nopP, nos tempos de 15
min, 1 h, 4 h e 8h os niveis de expressao foram diminuindo enquanto que apds 48 h
em que as bactérias cresceram em presenca de genisteina observou-se os maior
nivel de expressao;

¢ Os maiores niveis de expressao detectados dos genes nodC, nodW e nopP, apos
48 h em que a B. japonicum cresceu em presenga de genisteina comparado do
exsudato, indicam que a genisteina pura atua de modo mais efetivo na indugao

destes genes.
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Quadro 3: Resultado da express&o do gene nodW' sob indugdo com genisteina em diferentes tempos de indugdo (Repeticéo 1).

Ct (Cycle threshold)
Tratamentos nodw rRNA 16S A Ct SDACt AA Ct SD AA Ct RQ
Valores Média SD Valores Média SD
Genisteina 2118 2014
15 min 21,14 21,22 0,11 19,96 20,03 0,101 1,189 0,103 -0,759 0,103 1,663
21,34 19,99
21,70 19,81
“ﬁgtm 21,65 21,68 0,03 19,70 19,73 0,069 1,947 0,052 0,000 0,052 1,000
21,68 19,69
Genisteina 2123 2097
1 hora 21,31 21,28 0,04 21,03 21,01 0,043 0,271 0,044 -0,085 0,044 1,058
21,30 21,05
Metanol 21,57 21,20
1 hora 21,59 21,60 0,03 21,31 21,24 0,059 0,356 0,047 0,000 0,047 1,000
21,63 21,22
Genisteina 23,91 17,93
4 horas 23,92 24,01 0,16 17,74 17,79 0,125 6,215 0,144 0,477 0,144 0,726
24,19 17,70
Metanol 23,45 17,93
4 horas 23,56 23,54 0,08 17,75 17,80 0,109 5,738 0,097 0,000 0,097 1,000
23,62 17,73
Genisteina 22,74 18,02
8 horas 22,82 24,82 0,08 18,00 17,98 0,056 6,838 0,067 4,052 0,067 0,066
22,89 17,92
Metanol 20,71 17,71
8 horas 20,32 20,39 0,29 17,55 17,61 0,090 2,786 0,214 0,000 0,214 1,000
20,15 17,56

1Expresséo do gene nodW de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indu¢cdo. Os mRNAs foram analisados por RT-qPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados s&o expressos pela Quantificagéo relativa (RQ) dos respectivos mMRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repeticao biolodgica e o desvio padrdo.Os valores de RQ foram calculados com a equagéo
2 o valor da eficiéncia da reagédo de PCR e AAct o valor de Act (nUmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene nodW menos o ct

do controle enddgeno 16S.
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Quadro 4: Resultado da expressdo do gene nodW' sob indugdo com genisteina em diferentes tempos de indugdo (Repeticdo 2).

Ct (Cycle threshold)
Tratamentos nodw rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média sSD
- 26,32 19,36
Gig'srff"']”a 25,84 26,07 0,24 18,93 19,03 0,294 7,034 0,270 0,801 0,270 1711
26,04 18,80
26,04 18,38
“ﬁgtfnri‘ﬁ' 26,24 26,17 0,11 18,33 18,34 0,038 7,834 0,084 0,000 0,084 1,000
26,24 18,31
- 26,04 18,73
Gi”féf;”a 26,00 26,06 0,07 18,80 18,75 0,040 7,305 0,055 1,090 0,055 0,482
26,13 18,73
26,10 19,01
Mlegzrr‘;" 25,00 2531 0,69 19,15 19,09 0,070 6,216 0,494 0,000 0,494 1,000
24,82 19,11
- 2367 18,53
Gj”r:f)tr‘;':a 2351 23,66 0,14 18,39 18,45 0,073 5,209 0,113 2,009 0,113 4,085
23,79 18,43
2673 19,48
Z"iﬁg@ 26,72 26,74 0,04 19,43 19,44 0,046 7,308 0,041 0,000 0,041 1,000
26,78 19,39
- 22,57 18,04
Ggmffsga 2241 22,50 0,08 18,08 18,12 0,109 4,375 0,096 1,390 0,096 0,394
2251 18,25
21,19 18,24
g%ﬂ 21,13 21,10 0,11 18,12 18,12 0,121 2,985 0,115 0,000 0,115 1,000
20,98 18,00

'Expressdo do gene nodW de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-qPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificagéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repeticado bioldgica e o desvio padréao.Os valores de RQ foram calculados com a equagao 244 sendo
2 o valor da eficiéncia da reagcédo de PCR e AAct o valor de Act (hiumero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene nodW menos o ct
do controle endégeno 16S.



Quadro 5: Resultado da express&do do gene nodW' sob indugdo com genisteina em diferentes tempos de indugdo (Repeticéo 3).
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Ct (Cycle threshold)
Tratamento nodw rRNA 16S ACt SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD
. 26,23 19,02
Gi’;‘ﬁ:ﬁr']”a 2577 26,02 0,23 18,89 18,90 0,121 7,117 0,186 0,754 0,186 1,658
26,05 18,78
26,07 18,35
“fgt;ri'g' 26,24 26,19 0,10 18,31 18,32 0,029 7,871 0,074 0,000 0,074 1,000
26,26 18,30
- 21,26 20,99
Geln;f;f;”a 2138 21,33 0,06 21,04 21,02 0,027 0,311 0,047 0,012 0,047 0,992
2133 21,03
2151 2119
“ﬁi’r‘:' 2153 2157 0,08 21,34 21,27 0,078 0,299 0,079 0,000 0,079 1,000
21,66 21,28
- 2450 2074
Gz”h'ztr‘;':a 24,50 24,57 0,12 20,71 20,64 0,153 3,934 0,136 2,076 0,136 0,249
24,70 20,46
2397 2225
T‘fm‘;' 23,92 23,96 0,03 211 22,10 0,151 1,858 0,109 0,000 0,109 1,000
2398 21,94
- 22,01 2054
ngr:ztr(z:a 22,00 21,99 0,02 20,24 20,35 0,168 1,640 0,120 413,330 0,120 7629,2
21,96 2026
35,09 20,06
gf}ﬁgﬁ' 34,86 34,97 0,12 20,03 20,00 0,088 14,970 0,104 0,000 0,104 1,000
34,95 19,90

1Expresséo do gene nodW de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificagéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repetigdo biologica e o desvio padrio.Os valores de RQ foram calculados com a equacdo 2**, sendo
2 o valor da eficiéncia da reagéo de PCR e AAct o valor de Act (numero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene nodW menos o ct
do controle endégeno 16S.



Quadro 6: Resultado da express&do do gene nodC' sob indugdo com genisteina em diferentes tempos de inducdo (Repeticéo 1).

Ct (Cycle threshold)
Tratamento nodC rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média sSD Valores Média SD
- 21,72 20,14
Gelrg'?;?;”a 21,66 21,68 0,03 19,96 20,03 0,101 1,655 0,075 -0,535 0,075 1,432
21,67 19,99
21,90 19,81
'\fgtamr:r?' 21,95 21,92 0,03 19,70 1973 0,069 2,190 0,052 0,000 0,052 1,000
21,01 19,69
o 21,57 2097
Gel”'rf;f;”a 21,50 21,54 0,03 21,03 21,01 0,043 0,528 0,039 -0,160 0,039 1,114
21,55 21,05
2101 21,20
'Vl'ertf)rr‘;" 21,93 21,93 0,02 21,31 21,24 0,059 0,688 0,044 0,000 0,044 1,000
21,95 21,22
o 2336 17,93
Gjnr:f)tr‘::a 2352 2343 0,08 17,74 17,79 0,125 5,639 0,106 0,226 0,106 0,859
23,41 17,70
23,15 17,93
T‘f}fr’;‘;' 23,27 23,22 0,06 17,75 17,80 0,109 5,412 0,088 0,000 0,088 1,000
23,23 17,73
o 23,08 18,02
Gg”r:f)tr‘::a 23,12 23,10 0,02 18,00 17,98 0,056 5,125 0,042 2,798 0,042 0,153
23,10 17,92
20,09 17,71
“é'f}fg;' 19,81 19,94 0,14 17,55 17,61 0,090 2,327 0,118 0,000 0,118 1,000
19,91 17,56

1Expresséo do gene nodC de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas

em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificagcéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repeticao bioldgica e o desvio padrao.Os valores de RQ foram calculados com a equagéo 274 sendo
2 o valor da eficiéncia da reagédo de PCR e AAct o valor de Act (ndmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene nodC menos o ct

do controle endégeno 16S.




Quadro 7: Resultado da express&o do gene nodC' sob indugdo com genisteina em diferentes tempos de inducdo (Repeticéo 2).

Ct (Cycle threshold)
Tratamentos nodC rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média sSD Valores Média SD
) 22,34 19,36
Gig's;ffir']”a 22,48 22,44 0,09 18,93 19,03 0,294 3,405 0,217 0,681 0,217 1,578
22,49 18,80
2242 18,38
“ﬁgmg' 22,40 22,42 0,03 18,33 18,34 0,038 4,086 0,034 0,000 0,034 1,000
2245 18,31
) 22,07 18,73
Gel”;f;fé”a 22,05 22,08 0,03 18,80 1875 0,040 3,325 0,034 1,001 0,034 0,511
2211 18,73
2144 19,01
“qert]f‘)rr‘g' 21,35 21,41 0,06 19,15 19,09 0,070 2,324 0,064 0,000 0,064 1,000
21,46 19,11
) 2374 18,53
Gjmztrgga 2336 2346 0,24 18,39 18,45 0,073 5,016 0,180 -1,642 0,180 3,008
23,29 18,43
26,10 19,48
Tiﬁgﬂ 26,06 26,09 0,04 19,43 19,44 0,046 6,659 0,042 0,000 0,042 1,000
26,13 19,39
) 21,82 18,04
Ggr;:ztgga 21,84 21,86 0,05 18,08 18,12 0,109 3,733 0,084 1,582 0,084 0,346
21,01 18,25
2025 1824
gﬂiﬁgﬂ 20,31 2027 0,03 18,12 18,12 0,121 2,151 0,088 0,000 0,088 1,000
20,25 18,00

1Expresséo do gene nodC de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificagcéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repeticao bioldgica e o desvio padrao.Os valores de RQ foram calculados com a equagéo 274 sendo
2 o valor da eficiéncia da reagédo de PCR e AAct o valor de Act (ndmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene nodC menos o ct
do controle endégeno 16S.
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Quadro 8: Resultado da express&do do gene nodC' sob indugdo com genisteina em diferentes tempos de indugdo (Repeticéo 3).

70

Ct (Cycle threshold)
Tratamentos nodC rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média sSD
- 2235 19,23
Gelr;'?;?;”a 22,48 22,44 0,09 18,87 18,99 0,211 3,455 0,161 -0,644 0,161 1,540
22,50 18,86
2243 18,39
'\fgtamr:r?' 22,42 22,44 0,03 1835 18,34 0,053 4,099 0,043 0,000 0,043 1,000
22,47 18,29
Genisteina 21,59 20,93
Lo 21,54 21,55 0,03 21,05 21,00 0,068 0,551 0,054 0,007 0,054 1,067
21,53 21,04
21,89 2123
'Vl'ert]zrr‘;" 21,01 21,91 0,01 21,29 21,26 0,032 0,648 0,025 0,000 0,025 1,000
21,92 21,26
o 24,07 2074
Gi”r:f)tr‘;':a 23,93 24,08 0,15 20,71 20,64 0,153 3,444 0,153 1,745 0,153 0,310
24,24 20,46
23,73 2225
wﬁfg 23,81 23,80 0,07 2211 22,10 0,151 1,699 0,117 0,000 0,117 1,000
23,86 21,94
o 2222 2054
Gg”r:f)tr‘::a 24,00 22,84 1,01 20,24 20,35 0,168 2,489 0,722 0,164 0,722 1,116
22,30 20,26
2255 20,06
“é'f}fg;' 22,73 22,65 0,09 20,03 20,00 0,088 2,653 0,090 0,000 0,090 1,000
22,66 19,90

1Expresséo do gene nodC de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificagcéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repeticao bioldgica e o desvio padrao.Os valores de RQ foram calculados com a equagéo 274 sendo
2 o valor da eficiéncia da reagédo de PCR e AAct o valor de Act (ndmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene nodC menos o ct

do controle endégeno 16S.



Quadro 9: Resultado da express&o do gene nopP’ sob indugéo com genisteina em diferentes tempos de inducéo (Repeticdo 1).
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Ct (Cycle threshold)
Tratamentos nopP rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD
- 22,30 20,14
Gig's;ffir']”a 22,24 22,19 0,14 19,96 20,03 0,101 2,161 0,119 0,350 0,119 0,791
22,04 19,99
21,79 19,81
“ﬁgmg' 21,41 21,54 0,22 19,70 1973 0,069 1,811 0,162 0,000 0,162 1,000
21,42 19,69
- 2,77 20,97
Gel”;f;fé”a 22,57 22,62 0,13 21,03 21,01 0,043 1,608 0,097 0,103 0,097 0,034
2252 21,05
22.82 21,20
“qert]f‘)rr‘g' 2,72 22,75 0,06 21,31 21,24 0,059 1,505 0,058 0,000 0,058 1,000
271 2122
- 23.10 17,93
Gﬂiﬂga 23,01 2314 0,16 17,74 17,79 0,125 5,352 0,146 1,006 0,146 0,509
2333 17,70
22,19 17,93
Tiﬁgﬁ 2215 2215 0,04 17,75 17,80 0,109 4,346 0,081 0,000 0,081 1,000
2,11 17,73
- 211 18,02
Ggmffgga 22,05 22,07 0,04 18,00 17,98 0,056 4,088 0,047 2,050 0,047 0,253
22,04 17,92
20,17 17,71
gﬂiﬁgﬂ 19,31 19,65 0,46 17,55 17,61 0,090 2,038 0,331 0,000 0,331 1,000
19,46 17,56

1Expresséo do gene nopP de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificacéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repetigao bioldgica e o desvio padrao.Os valores de RQ foram calculados com a equagéo 244 sendo
2 o valor da eficiéncia da reagédo de PCR e AAct o valor de Act (ndmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragao da média do ct do gene nopP menos o ct
do controle endégeno 16S.




Quadro 10: Resultado da expressdo do gene nopP' sob indugcdo com genisteina em diferentes tempos de indugdo (Repetigdo 2).
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Ct (Cycle threshold)
Tratamentos nopP rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média sSD Valores Média SD
- 2157 19,36
Gig's;ffir']”a 21,07 2124 0,28 18,93 19,03 0,294 2,209 0,289 0,809 0,289 1,720
21,08 18,80
2172 18,38
“ﬁgmg' 21,17 21,36 0,32 18,33 18,34 0,038 3,018 0,226 0,000 0,226 1,000
21,18 18,31
- 21,27 18,73
Gel”;f;fé”a 21,22 21,24 0,03 18,80 1875 0,040 2,487 0,033 1,263 0,033 0,429
2123 18,73
20,44 19,01
“qert]f‘)rr‘g' 20,26 20,31 0,11 19,15 19,09 0,070 1,224 0,091 0,000 0,001 1,000
20,25 19,11
- 21,69 18,53
Gﬂiﬂga 21,68 21,66 0,04 18,39 18,45 0,073 3,215 0,058 -1,613 0,058 2,951
21,62 18,43
2432 19,48
Tiﬁgﬂ 24,24 24,26 0,05 19,43 19,44 0,046 4,828 0,047 0,000 0,047 1,000
2423 19,39
- 19,96 18,04
Ggmffgga 20,02 19,97 0,04 18,08 18,12 0,109 1,850 0,083 1,361 0,083 0,401
19,94 18,25
18,49 1824
giﬁgﬂ 18,61 18,61 0,11 18,12 18,12 0,121 0,489 0,116 0,000 0,116 1,000
18,72 18,00

1Expresséo do gene nopP de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificacéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repetigao bioldgica e o desvio padrao.Os valores de RQ foram calculados com a equagéo 244 sendo
2 o valor da eficiéncia da reagédo de PCR e AAct o valor de Act (ndmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragao da média do ct do gene nopP menos o ct
do controle endégeno 16S.



Quadro 11: Resultado da expressdo do gene nopP' sob indugcdo com genisteina em diferentes tempos de indugdo (Repetigao 3).
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Ct (Cycle threshold)
Tratamentos nopP rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média sSD
- 21,49 19,15
Gig's;ffir']”a 21,09 21,23 0,23 18,96 19,03 0,153 2,196 0,193 -0,825 0,193 1,739
21,10 18,98
2175 18,39
“ﬁgmg' 21,19 21,38 0,32 1837 18,36 0,038 3,021 0,230 0,000 0,230 1,000
21,20 18,32
- 22,64 20,95
Gel”;f;fé”a 22,59 22,60 0,03 21,05 21,03 0,082 1571 0,062 0,026 0,062 0,083
2258 21,11
22.87 2121
“ﬁf‘)rr‘;' 2,77 2281 0,05 21,33 21,26 0,064 1,545 0,058 0,000 0,058 1,000
22,78 21,24
L 24,24 20,74
Gﬂiﬂga 24,02 24,12 0,11 20,71 20,64 0,153 3,483 0,134 1,560 0,134 0,351
24,10 20,46
24,06 2225
Tiﬁgﬂ 23,99 24,02 0,03 211 22,10 0,118 1,922 0,087 0,000 0,087 1,000
24,01 21,94
- 22,14 2054
Ggr;:ztgga 21,99 22,09 0,09 20,24 20,35 0,168 1,739 0,135 0,592 0,135 1,487
22,14 20,26
2229 20,06
giﬁgﬂ 2250 22,33 0,16 20,03 20,00 0,088 2,330 0,127 0,000 0,127 1,000
22,20 19,90

1Expresséo do gene nopP de B. japonicum (CPAC 15) em diferentes tempos de indugdo. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas
em meio TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados sédo expressos pela Quantificacéo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a repeticao bioldgica e o desvio padrao.Os valores de RQ foram calculados com a equagéo 244 sendo
2 o valor da eficiéncia da reagédo de PCR e AAct o valor de Act (ndmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina subtraido do
Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragao da média do ct do gene nopP menos o ct

do controle endégeno 16S.



Quadro 12: Resultado da expressdo do gene nodW' sob indugdo com genisteina (Repeticdes 1, 2 e 3).
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Ct (Cycle threshold)
Repetigéo Biologica Tratamentos nodwW rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD

32,56 22,24

Genisteina 3253 2250 | %9 | 2005 2214 | 010 | 1036 0,09 154 0,09 2818
1 32,40 22,11
31,50 19,53

Metanol 31,60 31,53 0,06 19,41 19,63 0,28 1191 0,20 0,00 0,20 1,000
31,50 19,94
34,18 23,62

Genisteina 34,18 34,12 0,10 23,17 23,31 0,26 10,81 0,20 2,79 0,20 6,494
2 34,00 23,15
33,67 20,19

Metanol 33,90 33,70 0,18 20,09 20,11 0,08 13,60 0,14 0,00 0,14 1,000
33,54 20,04
33,11 27,64

Genisteina 33,16 33,07 0,12 27,33 27,48 0,16 5,59 0,14 -2,81 0,14 6,595
3 32,93 27,46
32,86 24,52

Metanol 33,04 32,92 0,10 24,55 24,51 0,04 8,40 0,08 0,00 0,08 1,000
32,87 24,47

1Expresséo do gene nodW de B. japonicum (CPAC 15) induzido com genisteina. Os mRNAs foram analisados por RT-qPCR de células crescidas em meio
TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados s&o expressos pela Quantificagdo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a média de trés repeticdes e o desvio padrdo.Os valores de RQ foram calculados com a equacdo 2%,
sendo 2 o valor da eficiéncia da reagdo de PCR e AAct o valor de Act (nUmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina
subtraido do Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene

nodW menos o ct do controle endégeno 16S.



Quadro 13: Resultado da expressdo do gene nodW' sob indugdo com exsudato de semente de soja (Repeticdes 1, 2 e 3).

Ct (Cycle threshold)
Repetigéo Biologica Tratamentos nodw rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD

32,62 21,61

Exsudato 32,38 32,44 0,16 21,57 21,56 0,056 10,882 0,118 -1,193 0,118 2,226
1 32,33 21,50
32,46 20,39

Agua 32,65 32,44 0,22 20,37 20,37 0,019 12,075 0,153 0 0,153 1,000
32,22 20,35
33,55 22,41

Exsudato 33,88 33,61 0,25 22,32 22,34 0,068 11,273 0,180 -1,365 0,180 2,497
2 33,40 22,27
34,12 21,11

Agua 33,46 33,68 0,38 20,98 21,05 0,063 12,637 0,270 0 0,27 1,000
33,47 21,04
33,09 23,11

Exsudato 33,12 33,05 0,08 23,06 23,08 0,029 9,973 0,063 -0,507 0,063 1,405
3 32,96 23,06
32,92 22,48

Agua 33,01 32,96 0,04 22,48 22,48 0,011 10,479 0,031 0 0,031 1,000
32,97 22,50

1Expresséo do gene nodW de B. japonicum (CPAC 15) induzido com exsudato de semente de soja. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células
crescidas em meio TY suplementado com exsudato de soja. Os dados sdo expressos pela Quantificagao relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados
pelo gene constitutivo 16S. Os dados expressos representam a média de trés repeticbes bioldgicas e o desvio padrdo.Os valores de RQ foram calculados
com a equagado 2, sendo 2 o valor da eficiéncia da reagdo de PCR e AAct o valor de Act (nimero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento
com exsudato subtraido do Act do controle com agua. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do
gene nodW menos o ct do controle endégeno 168S.




Quadro 14: Resultado da expressdo do gene nodC’ sob indugdo com genisteina (Repetices 1, 2 e 3).
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Ct (Cycle threshold)
Repetigao Bioldgica Tratamentos nodC rRNA 168 A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD
28,56 22,24
Genisteina 28,50 28,48 0,09 22,05 22,135 0,097 6,348 0,095 -2,395 0,095 4,984
1 28,38 22,11
28,34 19,53
Metanol 28,41 28,37 0,03 19,41 19,626 0,278 8,743 0,198 0,000 0,198 1,000
28,36 19,94
30,12 23,62
Genisteina 29,79 29,90 0,19 23,17 23,314 0,263 6,589 0,228 -3417 0,228 9,891
2 29,80 23,15
30,50 20,19
Metanol 29,92 30,11 0,33 20,09 20,108 0,076 10,006 0,241 0,000 0,241 1,000
29,92 20,04
28,28 27,64
Genisteina 28,22 28,23 0,05 27,33 27,476 0,156 0,752 0,116 -2,905 0,116 7,017
3 28,18 27,46
28,21 24,52
Metanol 28,13 28,17 0,04 24,55 24,515 0,038 3,657 0,040 0,000 0,040 1,000
28,17 24,47

1Expresséo do gene nodC de B. japonicum (CPAC 15) induzido com genisteina. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em meio
TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados s&o expressos pela Quantificacdo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a média de trés repeticées biolégicas e o desvio padrdo.Os valores de RQ foram calculados com a

equagao 24

, sendo 2 o valor da eficiéncia da reagdo de PCR e AAct o valor de Act (numero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com

genisteina subtraido do Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do
gene nodC menos o ct do controle endégeno 16S.



Quadro 15: Resultado da expressdo do gene nodC’ sob indugdo com exsudato de semente de soja (Repeticdes 1, 2 e 3).
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Ct (Cycle threshold)
Repetigao Bioldgica Tratamentos nodC rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD

28,43 21,61

Exsudato 28,45 28,44 0,01 21,57 21,558 0,056 6,889 0,041 -1,780 0,041 3,299
1 28,46 21,50
30,32 20,39

Agua 28,33 29,04 1,12 20,37 20,369 0,019 8,670 0,789 0 0,789 1,00
28,47 20,35
29,61 22,41

Exsudato 29,65 29,56 0,11 22,32 22,336 0,068 7,231 0,093 -1,163 0,093 2,181
2 29,44 22,27
29,57 21,11

Agua 29,36 29,43 0,11 20,98 21,046 0,063 8,393 0,091 0 0,090 1,00
29,38 21,04
28,12 23,11

Exsudato 28,14 28,13 0,01 23,06 23,080 0,029 5,049 0,022 -0,597 0,022 1,492
3 28,12 23,06
28,17 22,48

Agua 28,09 28,13 0,03 22,48 22,480 0,012 5,646 0,028 0 0,028 1,00
28,13 22,50

1Expressr;lo do gene nodC de B. japonicum (CPAC 15) induzido com exsudato de semente de soja. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células
crescidas em meio TY suplementado com exsudato de soja. Os dados sdo expressos pela Quantificagao relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados
pelo gene constitutivo 16S. Os dados expressos representam a média de trés repeticbes e o desvio padrdo.Os valores de RQ foram calculados com a
equacdo 2™, sendo 2 o valor da eficiéncia da reacdo de PCR e AAct o valor de Act (numero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com
exsudato subtraido do Act do controle com agua. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragido da média do ct do

gene nodC menos o ct do controle enddégeno 16S.



Quadro 16: Resultado da expressédo do gene nopP’' sob indugédo com genisteina (Repeticdes 1, 2 e 3).

Ct (Cycle threshold)
Repetigao Bioldgica Tratamentos nopP rRNA 16S A Ct SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD

32,32 22,24

Genisteina 32,24 32,26 0,06 22,05 22,14 0,097 10,127 0,079 -3,142 0,079 8,223
1 32,22 22,11
32,25 19,53

Metanol 33,50 32,89 0,63 19,41 19,63 0,278 13,268 0,485 0,000 0,485 1,000
32,94 19,94
34,38 23,62

Genisteina 34,48 34,32 0,20 23,17 23,31 0,263 11,003 0,234 -4,613 0,234 22,064
2 34,09 23,15
36,83 20,19

Metanol 36,27 35,73 1,46 20,09 20,11 0,076 15,617 1,033 0,000 1,033 1,000
34,07 20,04
33,12 27,64

Genisteina 33,18 33,12 0,06 27,33 27,48 0,156 5,644 0,119 -3,001 0,119 7,484
3 33,06 27,46
33,34 24,52

Metanol 33,11 33,16 0,16 24,55 24,51 0,038 8,645 0,118 0,000 0,118 1,000
33,03 24,47

1Expressr;lo do gene nopP de B. japonicum (CPAC 15) induzido com genisteina. Os mRNAs foram analisados por RT-gPCR de células crescidas em meio
TY suplementado com genisteina (1uM). Os dados s&o expressos pela Quantificagdo relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados pelo gene
constitutivo 16S. Os dados expressos representam a média de trés repeticdes e o desvio padrdo.Os valores de RQ foram calculados com a equacéo 2%,
sendo 2 o valor da eficiéncia da reagdo de PCR e AAct o valor de Act (nUmero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com genisteina
subtraido do Act do controle com metanol. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragdo da média do ct do gene nopP

menos o ct do controle endégeno 16S.




Quadro 17: Resultado da expressdo do gene nopP' sob indugcdo com exsudato de semente de soja (Repeticdes 1, 2 e 3).

Ct (Cycle threshold)
Repetigao Bioldgica Tratamentos nopP rRNA 16S ACt SD ACt AA Ct SD AACt RQ
Valores Média SD Valores Média SD
33,65 21,61
Exsudato 33,36 33,483 0,15 21,57 21,56 0,056 11,925 0,115 -1,239 0,115 2,296
1 33,44 21,50
33,80 20,39
Agua 33,45 33,534 0,24 20,37 20,37 0,019 13,164 0,169 0,000 0,169 1,000
33,35 20,35
36,02 22,41
Exsudato 33,52 34,409 1,40 22,32 22,34 0,068 12,074 0,990 -2,053 0,990 3,961
2 33,68 22,27
37,98 21,11
Agua 33,76 35,172 2,43 20,98 21,05 0,063 14,126 1,720 0,000 1,720 1,000
33,77 21,04
33,21 23,11
Exsudato 32,76 32,966 0,22 23,06 23,08 0,029 9,886 0,160 0,792 0,160 1,700
3 32,93 23,06
33,12 22,48
Agua 33,40 33,162 0,22 22,48 22,48 0,012 10,678 0,153 0,000 0,153 1,000
32,97 22,50

1Expresséo do gene nopP de B. japonicum (CPAC 15) induzido com exsudato de semente de soja. Os mRNAs foram analisados por RT-qPCR de células
crescidas em meio TY suplementado com exsudato de soja. Os dados s@o expressos pela Quantificagao relativa (RQ) dos respectivos mRNAs normalizados
pelo gene constitutivo 16S. Os dados expressos representam a média de trés repeticbes e o desvio padrdo.Os valores de RQ foram calculados com a
equacdo 2™, sendo 2 o valor da eficiéncia da reacdo de PCR e AAct o valor de Act (numero de ciclos normalizados com o gene 16S) do tratamento com
exsudato subtraido do Act do controle com agua. O valor de Act para o tratamento e para o controle foi calculado a partir da subtragido da média do ct do
gene nopP menos o ct do controle endégeno 16S.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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